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As folhas da planta que vocé ferve e bebe podem te transformar. E de dentro
pra fora que ela age, colocando tudo em seu lugar (ditado popular brasileiro).

“Ha neste pais uma erva que, pela semelhanca que tem com o mentrasto de
Portugal, Ihe deram o mesmo nome. Ela, pois, nasce pelos lugares mimosos
e lavradios: o seu tronco, talos e folhas em tudo sé semelhantes ao de
Portugal, com a unica diferenga de representarem figura maior. Virtudes e
uso. Nao s6 é muito bom resolutivo, mas, juntamente, anti-histérico. A sua
aplicacdo é em banhos do cozimento das suas folhas e talos." (Francisco
Anténio de Sampaio 17?? - 17??. Eu Observo e Descrevo. Ed. e Pesq. AP
Martins. Dantes, Rio de Janeiro. Publicagao original 1780, pagina 28).



RESUMO

Em seres humanos, o reparo dos tecidos pode ocorrer de duas formas: pela
regeneragao ou pela cicatrizacdo, onde ha perda da funcionalidade tecidual. Na
tentativa de tornar mais eficiente esse processo, os produtos de origem natural tém
se tornado uma alternativa para melhorar a cicatrizacdo das feridas. O Ageratum
conyzoides (AC) é popularmente conhecido como "Erva de S&o Joao” e
tradicionalmente utilizado como anti-inflamatério, analgésico e no alivio de célicas
menstruais e intestinais. Estudos relatam que o uso do extrato etandlico dessa erva
aumenta a proliferagcao celular de queratindcitos e a sintese de colageno. Outros
estudos também apontam que o extrato metandlico induz a contragao da ferida. Com
isso, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito topico do 6leo essencial de
Ageratum conyzoides no processo de cicatrizagdo de feridas cutdneas excisionais em
camundongos. Para isso, foram utilizados 72 camundongos machos, distribuidos de
forma aleatéria em quatro grupos, sendo (i) grupo salina, que recebeu aplicagao
tépica de salina fisioldgica; (ii) grupo DMSO, que recebeu aplicagao topica de DMSO;
(iii) grupo TOX, que recebeu aplicacéo topica do 6leo essencial de AC diluido em
DMSO, na concentragao de 0,01mg/10000ul; e (iv) grupo TOY, que recebeu
aplicagao topica do 6leo essencial de AC diluido em DMSO, na concentragdo de
0,001mg/10000ul. Cada grupo foi subdividido em outros trés subgrupos, nos tempos
de 1, 5 e 7 dias de tratamento, sendo n = 6. Além disso, mais 18 camundongos
machos foram distribuidos de forma aleatéria em trés outros grupos: DMSO, TOX e
TOY, seguindo os mesmos tratamentos anteriormente descritos, no tempo de 28 dias.
As feridas excisionais foram induzidas, os animais tratados, e apds cada tempo de
tratamento, as lesbes foram coletadas, processadas e analisadas
macroscopicamente e microscopicamente, através de técnicas histoldgicas,
histoquimicas e imuno-histoquimicas, para avaliagao histopatolégica e morfométrica
do: infiltrado inflamatdrio, reepitelizagdo e crostas, mastdcitos, novos vasos
sanguineos, deposigcao de fibras colagenas e macréfagos. Os resultados mostram
que macroscopicamente, ao final de sete dias, a area da lesdo do grupo TOX foi
significativamente menor que o grupo tratado com salina e o grupo TOY. A aplicagao
tépica do 6leo essencial de AC reduziu o infiltrado inflamatério, apds 1, 5 e 7 dias de
tratamento e apds um dia, células fibroblasticas e macréfagos ja foram observados
na area das lesdes. Ja aos 28 dias de tratamento, houve um aumento no numero de
mastécitos e melhor deposigao de fibras colagenas nos grupos tratados com o 6leo
essencial. Dessa forma, conclui-se que a aplicagao tépica do 6leo essencial de
Ageratum conyzoides interfere positivamente no processo de cicatrizagéo de feridas.

Palavras-chaves: cicatrizagéo de feridas, éleo essencial, Ageratum conyzoides.
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ABSTRACT

In humans, tissue repair can occur in two ways: by regeneration or by healing, where
there is loss of tissue functionality. In an attempt to make this process more efficient,
products of natural origin have become an alternative to improve wound healing.
Ageratum conyzoides (AC) is popularly known as "Erva de S&o Joao" and traditionally
used as an anti-inflammatory, analgesic and to relieve menstrual and intestinal
cramps. Studies report that the use of the ethanolic extract of this herb increases the
cell proliferation of keratinocytes and collagen synthesis. Other studies also indicate
that methanolic extract induces wound contraction. Therefore, the aim of the present
study was to evaluate the topical effect of Ageratum conyzoides essential oil on the
healing process of excisional cutaneous wounds in mice. For this, 72 male mice were
randomly distributed into four groups: (i) saline group, which received topical
application of physiological saline; (ii) DMSO group, which received topical application
of DMSQO; (iii) TOX group, which received topical application of AC essential oil diluted
in DMSO, at a concentration of 0.01mg/10000ul; and (iv) TOY group, which received
topical application of AC essential oil diluted in DMSO, at a concentration of
0.001mg/10000ul. Each group was subdivided into three other subgroups, at times of
1, 5 and 7 days of treatment, with n = 6. In addition, 18 more male mice were randomly
distributed into three groups: DMSO, TOX and TOY, following the same treatments
previously described, in the time of 28 days. The excisional wounds were induced, the
animals treated, and after each treatment period, the lesions were collected,
processed and analyzed macroscopically and microscopically, through histological,
histochemical and immunohistochemical techniques, for histopathological and
morphometric evaluation of: inflammatory infiltrate, re-epithelialization and crusts,
mast cells, new blood vessels, deposition of collagen fibers and macrophages. The
results show that macroscopically, at the end of seven days, the area of the lesion in
the TOX group was significantly smaller than in the saline-treated group and the TOY
group. Topical application of AC essential oil reduced the inflammatory infiltrate, after
1, 5 and 7 days of treatment and after one day, fibroblastic cells and macrophages
were already observed in the area of lesions. At 28 days of treatment, there was an
increase in the number of mast cells and better deposition of collagen fibers. Thus, it
is concluded that the topical application of the essential oil of Ageratum conyzoides
interferes positively in the wound healing process.

Keywords: wound healing, essential oil, Ageratum conyzoides.
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1. INTRODUGAO

1.1 Uso de plantas medicinais: da antiguidade aos dias atuais

A humanidade, no transcorrer de sua historia, sempre utilizou da natureza, mais
precisamente do Reino Vegetal, a seu favor (FIRMO et al., 2011) o que faz o consumo
das ervas medicinais ser tdo antigo quanto a humanidade (STURBELLE et al., 2010;
LEITE et al., 2020). As plantas sédo, desde entdo, empregadas para curar diversas
enfermidades (FIRMO et al.,, 2011). Ao longo de toda essa histéria, a base dos
medicamentos sempre foram os produtos naturais (BIONDO-SIMOES et al., 2019).

Inicialmente a pratica curativa por meio das ervas medicinais era empirica e
inspirada na observagao de outros animais. Varios animais possuem o habito de
consumir plantas diante das diversas patologias enfrentadas. Ao observar esse habito,
os primeiros hominideos comegaram a sistematizar o uso de plantas medicinais
(OLIVEIRA et al., 2009). Atualmente, uma planta é considerada como medicinal,
quando possui efeitos farmacolégicos comprovados, pois nela encontram-se
compostos quimicos, aos quais muitas vezes, ndo se sabe quais deles, estao atuando
frente determinada enfermidade (STURBELLE et al., 2010). O sinergismo entre os
componentes quimicos produzidos pelo vegetal, constituem o fundamento essencial,
para a compreensao da acgao terapéutica das plantas medicinais nos sistemas
biologicos (CASANOVA e COSTA, 2017).

Dessa forma, o homem tem interagido com o meio ambiente em que vive a
fim de modifica-lo e acumular saberes. Desde que comecgou a fazer uso de plantas
medicinais, 0 homem tem feito empiricamente experimentacdes, a fim de aumentar
seu conhecimento sobre esse recurso (VIEIRA et al, 2021). Todavia, torna-se
necessario garantir a seguranga e a qualidade do uso das plantas medicinais para a
populacdo, como recurso terapéutico. Por isso, as pesquisas voltadas para o uso
dessas ervas sao fundamentais para validacdo dos saberes populares (ARGENTA et
al., 2011).

O Brasil € um pais que possui uma grande variedade de espécies vegetais,
muitas delas com propriedades medicinais (FLOR e BARBOSA, 2015). As populagdes

tradicionais brasileiras, tais como povos indigenas, quilombolas, pescadores e
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raizeiros apresentam grande conhecimento sobre as plantas medicinais e seus
ambientes, o que os fazem emprega-las na medicina tradicional brasileira
(CARMIGNAN et. al., 2020). Somado a isso, estudos etnofarmacologicos e
etnobotanicos tém permitido investigar o uso dessas plantas nessas populagdes
(VIEIRA et. al., 2021).

Na Conferéncia Internacional sobre Atencédo Primaria em Saude, que ocorreu
em Genebra no ano de 1978, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) alertou aos
paises participantes da necessidade de politicas publicas de promogéo a saude e da
regulamentagdo da utilizagdo de medicamentos tradicionais. Sabe-se que muitos
paises e seus povos ainda dependem da medicina tradicional na atengao basica a
saude (BRASIL, 2016).

Dessa forma, em 2006, foi aprovado pelo Ministério da Saude Brasileiro o
decreto Federal numero 5.813 que institui a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, sendo esta uma estratégia essencial de politicas publicas para o0 uso
das ervas medicinais. A partir disso, o cultivo e o uso de plantas medicinais tornou-se
mais seguro, aumentando o conhecimento sobre plantas, permitindo que em 2020
fossem incluidos medicamentos fitoterapicos na 10? edicdo da Relagao Nacional de
Medicamentos Essenciais, mostrando a importancia destes produtos terapéuticos
(VIEIRA et al., 2021). Outra portaria que garante o uso seguro de plantas medicinais
e estende seu uso como direito da populacio é a numero 971, de 03 de maio de 2006,
que institui a fitoterapia dentro da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares, PNPIC, no Sistema Unico de Saude Brasileiro (BRASIL, 2019).

O Brasil detém cerca de 15% da biodiversidade do mundo. Esse rico
patrimonio bioldgico e sua diversidade cultural, faz o pais se firmar soberano no uso
de plantas medicinais, de forma sustentavel e ética, respeitando os recursos naturais
e os compromissos firmados internacionalmente. A Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos visa entdo garantir a populagdo brasileira, acesso as
plantas medicinais e fitoterapicos de forma segura, com sua qualidade e eficiéncia
comprovadas (BRASIL, 2016). Pesquisas evidenciam o aumento do uso de
medicamentos a base de plantas na rede basica de atengao a saude (CACCIA-BAVA,
et al., 2017). A partir dai, existem municipios que destinam recursos para
implementagdo de politicas, a fim de oferecerem tratamentos a base de plantas
medicinais e fitoterapicos. Em alguns municipios do Brasil, a fitoterapia se apresenta

como uma opgao terapéutica para os prescritores. Em alguns casos, chega a ser a
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Unica opgao para o tratamento das doengas (BRANDAO, 2023). Somado a isso, varios
cursos da area da saude apresentam a fitoterapia em suas grades curriculares,
contribuindo com a disseminacado de informagdes veridicas, cientificas e confiaveis
sobre o uso desses recursos naturais (FIGUEREDO, GURGEL e JUNIOR, 2014).

O uso de plantas medicinais tem aumentado e as pesquisas apontam que essa
utilizagdo ocorre por indicagdo de amigos e familiares (COLET et al., 2015),
corroborando que a maior parte da transmissdo de conhecimentos sobre o seu uso é
o saber popular (OLIVEIRA et al., 2012). Dessa forma, pesquisas com ervas
medicinais vém sendo realizadas intensamente nos ultimos tempos para tratamento
de diversas enfermidades e problemas relacionados a saude como: obesidade (LAW
et al., 2022); colite (LI et al., 2022); envenenamentos (RAEESZADEH et al., 2022);
diabetes (ISMAIL et al., 2022; TEHSEEN et al., 2022); inflamacado (DANNA et al.,
2022); arritmias (KABOUA et al., 2021; JUNIOR et al., 2022); neoplasias (NILASH,
JAHANBANI, JOLEHAR, 2023); infecgdes (TABESH et al., 2022); diarreias (AYALEW
et al., 2022); depressao (SHARMA et al., 2022); ansiedade (OLIVEIRA et al., 2021);
COVID-19 (HEPPY et al., 2023) e dor (AYANAW, YESUF, BIRRU, 2023). Esses
artigos corroboram com a ideia de que as plantas medicinais tém um potencial
terapéutico desconhecido. Tal potencial vem sendo descoberto progressivamente
através dos estudos cientificos (PEDROSO, ANDRADE, REGINA, 2021).

Pesquisas também revelam que muitas plantas nao tiveram sua qualidade,
eficacia e seguranga testadas. Apenas uma pequena parte de um total de 300.000
espécies de plantas superiores que ocorrem no mundo foram testadas em estudos
farmacolégicos e fitoquimicos (NEWMAN e CRAGG, 2016). Soma-se a isso que
muitas espécies que sao largamente utilizadas pela populagdo ainda ndo fazem parte
da Relagcao Nacional de Medicamentos Essenciais, da Farmacopeia Brasileira ou
precisam ser mais estudadas, entre elas temos o A. conyzoides. 1.2 A. conyzoides:
uso popular e alguns estudos cientificos

A familia Asteraceae compreende inumeras espécies, entre elas temos a
espécie A. conyzoides (Figura 01), sendo encontrada em diferentes continentes, como
América, Africa e Asia (SANTOS et al., 2016). No Brasil, & encontrada na maioria dos
estados (ROSARIO et al., 2021), sendo popularmente conhecida como erva de Sao
Jodo, mentrasto (MAIA e ARAUJO, 2016), picéo branco, Maria-preta, picdo roxo, erva
de Sao José e erva de Santa Lucia (BOSI et al., 2013). Seu nome origina-se da palavra

de origem grega a gera, que significa longevidade ou nao envelhece e konyz, também
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de origem grega, trata-se de uma denominagao da espécie Inula helenium a qual o A.
conyzoides se assemelha (OKUNADE, 2002).

A sua ampla distribuicao e boa adaptacao em diferentes climas, permite que
0 A. conyzoides seja utilizado em diferentes regides. Popularmente ela é utilizada para
tratar a dor (OLIVEIRA et al., 2022), problemas estomacais, ginecoldgicos, artrose,
pneumonia, diarreia, febre, hemorragias e feridas de pele (OKUNADE, 2002; KAMBOJ
e SALUJA, 2008). No Brasil, o uso mais comum dessa erva é na forma de cha, sendo
utilizado como anti-inflamatério, analgésico e no alivio de célicas menstruais e
intestinais (OKUNADE, 2002; LORENZI e MATOS, 2012). E descrito na literatura que
o suco de suas folhas é tradicionalmente aplicado externamente em cortes e feridas
recentes no olho (DAS, DUTTA e SHARMA, 2008).

Figura 1 - A. conyzoides. Familia Asteraceae. Nome popular: erva de Sado Joao. Fonte: RABELLO,
2021.

A. conyzoides é uma planta herbacea anual e que atinge em média um metro
de altura. Os caules sao cobertos por pélos brancos e as folhas apresentam-se
asperas, opostas e longo-pecioladas (CABRERA e KLEIN, 1989; SANTOS et al,,
2016). O caule é verde, porém nas plantas mais velhas pode obter a coloragéo

marrom. Na sua porg¢ao terminal, apresentam inflorescéncia lilds ou branca, do tipo
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capitulo conforme visto na figura 01 (SANTOS et al., 2016). E encontrada em pastos,
terrenos baldios e em zonas rurais (CABRERA e KLEIN, 1989).

Muitos trabalhos cientificos demonstram seus diferentes efeitos, dentre eles o
de ROSARIO et al, (2021) onde “ja se mostrou eficaz contra Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Salmonella thyphimurium, Staphylococcus
aureus e Shigella flexner”. Também sao relatadas propriedades anti-inflamatodria,
antiparasitaria, antifungica (SANTOS et al., 2016), analgésica, antitumoral, relaxante
muscular (MAIA e ARAUJO, 2016), acdo vasoconstritora, cicatrizante em
queimaduras, para diarreia, flatuléncia, cdlicas e reumatismo agudo (MOMENSSO,
MOURA e CONSTANTINO, 2009). De acordo com Santos et al. (2016), as principais
atividades descritas na literatura para o 6leo essencial “é o inseticida, mas também se
apresenta alelopatico e atividades antifungicas”. Os alcaloides de pirrolizidina,
encontrados no A. conyzoides isolados no Quénia, possuem atividade hepatotoxica,
causando necrose hepatica em animais, porém esse evento é raro em seres humanos
(BOSI et al., 2013). A literatura também ja descreveu que compostos do metabolismo
secundario desse vegetal como os: flavonoides, quinolonas, compostos fendlicos,
terpenos, monoterpenos e sesquiterpenos; tem atividade antimicrobiana (ROSARIO
etal., 2021).

Os oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario de algumas
plantas. Possuem baixo peso molecular (ROWAN, 2011), porém sao misturas
complexas de substancias volateis e aromaticas. Sao produzidos e armazenados por
quase todas as estruturas dos vegetais (WU, LUO e WANG, 2012). O consumidor tem
buscado os dleos essenciais no mercado de plantas medicinais, condimentares e
aromaticas, devido as suas mais diversas aplicabilidades. Eles podem ser usados
como flavorizantes na industria de alimentos e medicamentos, como esséncias para
perfumes, na culinaria e como terapia (SHADY, NAIR e CRANNELL, 2019).

Os principais componentes dos Oleos essenciais relatados na literatura
cientifica sdo o precoceno | e o precoceno Il (OKUNADE, 2002). Estudos relatam o
uso do o6leo essencial de A. conyzoides em algumas infec¢des como: anti
Schistosoma mansoni (MELO et al., 2011), antitrofozoitos de Giardia duodenalis
(PINTONG et al., 2020) e pediculose (SHAILAJAN et al., 2013). As propriedades anti-
inflamatdrias e antitumoral foram relatadas no estudo de Bayala e colaboradores
(2014). Perantoni et al., (2020) demonstraram o efeito do 6leo essencial na

contratilidade da musculatura lisa. Ja outros estudos se concentram na sua atividade
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inseticida (JAYA et al., 2014) e como repelentes de insetos (HAZARAKITA et al.,
2012).

Em relagao, ao efeito de A. Conyzoides sobre a cicatrizagao de feridas,
Arulprakash et al., (2012) utilizaram extrato etandlico de A. conyzoides para avaliagéo
da cicatrizagao de feridas em ratos e observaram um aumento da proliferagéo celular
de queratindcitos e sintese de colageno. Oladejo et al., (2013) observaram as
propriedades cicatrizantes do extrato metandlico das folhas de A. conyzoides e
constataram que a erva induz a contracdo da ferida. Sukmawan et al., (2021)
demonstraram que houve melhora na taxa de fechamento da lesdo ao utilizar o A.
conyzoides de flor roxa, em extrato etandlico, junto a outras ervas medicinais. Até
onde foi possivel pesquisar, nao foram encontrados relatos e/ou estudos do uso do

Oleo essencial de A. conyzoides para tratamento das lesdes cuténeas.

1.3 A pele: breve estudo sobre sua morfologia e fungoées

A pele separa o organismo do meio externo e é uma comunicagao do
organismo com o meio externo (MENDONCA e RODRIGUES, 2011; FORTES e
SUFFREDINI, 2014). Ela é imprescindivel para manter a homeostase do ambiente
interno do corpo humano, além de funcionar como uma excelente barreira de protecéo
contra agentes externos (RAMOS et al., 2021). Essa protecao € exercida por algumas
estruturas que compde a pele como o estrato corneo, tecido conjuntivo, melanina e
pelas células de Langerhans responsaveis pela resposta imune local. Além disso, a
pele impede a perda de liquidos essenciais, participando da termorregulagéo corporea
(FORTES e SUFFREDINI, 2014) e contribui na sintese de vitamina D (EL-SHERBEN!I
e NEGM, 2023).

Doze por cento do peso corpdreo corresponde ao peso seco dessa estrutura,
sendo o maior sistema exposto ao meio ambiente e o maior érgao do corpo humano.
Embriologicamente, tem origem na ectoderme e mesoderme, arranjando-se,
posteriormente, em duas camadas distintas: epiderme e derme. Logo abaixo se
encontra a hipoderme (FORTES e SUFFEDINI, 2014).

1.3.1 A epiderme
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A epiderme é um tecido epitelial de revestimento, queratinizado e
estratificado, que ao depender do sitio anatémico apresentara variagcdes funcionais e
estruturais. Na epiderme ndo se encontram vasos sanguineos e sua nutrigao ocorre a
partir da derme adjacente, que € altamente vascularizada (MENDONCA e
RODRIGUES, 2011). Quase toda a epiderme é composta por queratinécitos, sendo
as células mais abundantes dessa camada e responsaveis pela sintese de queratina.
Os queratindcitos agrupam-se nas camadas: basal, espinhosa, granulosa, lucida e
cornea (BARCAUI et al., 2015).

A camada basal, localizada na epiderme mais profunda, apresenta os
queratinécitos em constante diferenciagao, originando as células das demais camadas
da epiderme (MENDONCA e RODRIGUES, 2011). A camada espinhosa também é
formada em sua maior parte por queratindcitos ligeiramente achatados ou poligonais
cuboides, com o nucleo centralizado. Essas células contém pequenas expansdes
citoplasmaticas com tonofibrilas. Essas expansdes se mantém unidas a outras células
através de estruturas de ligagao intercelulares, os desmossomos, o que da as células
dessa camada um aspecto espinhoso. Na camada granulosa sao observados
granulos no citoplasma dos queratindcitos. Trata-se da querato-hialina. Esses
granulos nao sao envolvidos por nenhum tipo de membrana a fim de contribuirem nos
filamentos de queratina que sdo encontrados na camada cornea. Abaixo do estrato
corneo encontra-se a camada lucida. Trata-se de uma camada de células achatadas,
bem finas, na qual ndo se encontram mais nucleos e organelas (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2017). No estrato cérneo encontram-se queratindcitos mortos e lipidios
que funcionardo como uma barreira de protecdo da pele contra a perda de liquidos e
da agressao ao meio ambiente (FERNANDES et al., 2023). A perda ou ganho hidrico
do individuo se relaciona intimamente com a redug¢do ou aumento do estrato corneo.
Quanto maior essa camada na pele, mas dificilmente o organismo perdera ou ganhara
liquidos. Quinze por cento desse estrato esta relacionado ao Fator de Hidratacao
Natural (FHN), que séo substancias umectantes que mantém a pele hidratada através
da higroscopicidade (ADDOR e AOKI, 2010).

Em relacdo as células da epiderme, os queratindcitos também podem atuar
produzindo citocinas pro-inflamatérias como: as interleucinas IL-1a, IL-1B, IL-3 e IL-6,
além de fatores de necrose tumoral, interferon-a, interferon- e fatores
transformadores de crescimento (BLUME-PEYTAVI, TAN e TENNSTEDT, 2016;
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FERNANDES et al., 2023). Em respostas a diferentes estresses, como a inflamacgao,
essas citocinas produzidas pelos queratinécitos sao liberadas, a fim de amplificar a
resposta inflamatéria (FERNANDES et al., 2023)

Ja os melandcitos, estdo presentes e distribuidos em toda a extensao da
camada basal da epiderme. Produzem a melanina, pigmento responsavel por dar cor
a pele, olhos e cabelos (THAWABTEH et al., 2023; FERNANDES et al., 2023). Os
melandcitos, por terem capacidade de absorver luz, funcionam também como filtro
contra as radiagbes solares (MIOT et al, 2009). Essas células estdo também
distribuidas por varias areas da pele e do corpo e de acordo com a regido anatémica
podem conferir coloragdes diferentes (TAKANO e LIMA, 2010).

Os macréfagos que residem na epiderme sao chamados de células de
Langerhans (FERNANDES et al., 2023). Elas apresentam fung&o imunologica, sendo
responsaveis pelo processamento e apresentagao de antigenos aos T presentes na
derme (KOSTER e ROOP, 2004; KRUEGER e BOWCOCK, 2004). Essas células
quando entram em contato com o antigeno, regulam negativamente a secrecéo de e-
caderina, migrando para a derme (FERNANDES et al., 2023).

Também encontram-se na epiderme as células de Merkel que sao
responsaveis pela percepcao de estimulos sensoriais (EL-SHERBENI e NEGM,
2023). Quando a epiderme se encontra com a derme, através de um formato
ondulado, conhecido por papilas dérmicas, aumenta a superficie de contato entre as
duas camadas, favorecendo a comunicacéo entre elas (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2017).

1.3.2 A derme

Logo abaixo da epiderme se encontra a derme, estando conectada com os
musculos por meio da hipoderme. Nessa camada encontram-se os anexos da pele,
que sao: os foliculos pilosos e pilossebaceos; e as glandulas sebaceas e sudoriparas
(MENDONCA e RODRIGUES, 2011). Por se tratar de um tecido conjuntivo proprio, a
derme apresenta uma rica matriz extracelular com uma enorme variedade de células.
Nesta matriz sdo encontradas as fibras colagenas e elasticas, e a substancia

fundamental amorfa, que conferem a pele elasticidade, resisténcia e viscosidade.
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Protegem a pele contra a “forga de cisalhamento, compressao e capacidade de
moldagem” (FORTES e SUFFREDINI, p.96, 2014). Os principais componentes
celulares da derme sao os macrofagos, mastécitos, células dendriticas e fibroblastos
(BARCAUI et al., 2014). Na derme também se encontram os vasos sanguineos
responsaveis pela nutricdo da pele e pela migracao de células inflamatorias, como os
neutréfilos e os linfocitos, responsaveis pela protecdo do organismo em casos de
infecgoes e lesdes (WELSS, BASKETTER e SCHRODER, 2004; RYAN, 2004).

Em relagéo as células da derme, os macrofagos presentes nessa camada, tem
distintas fungées como ajudar na recomposigdo da homeostase e no reparo tecidual
promovendo a fagocitose de restos celulares e corpos estranhos (FERNANDES et al.,
2023). Ja os mastocitos sdo células do tecido conjuntivo e tendem a ajudar o
organismo em suas respostas imunologicas. S&o responsaveis pelo inicio da resposta
inflamatdria e por sua cronicidade, além de estarem envolvidas em reagdes de
hipersensibilidade (BARRETO et al., 2013). Os fibroblastos s&o células que participam
ativamente da producédo das fibras de colageno encontradas na derme. Tais células
também sintetizam também a elastina, que é outra fibra menos abundante da derme,
bem como proteinas como as proteoglicanas, glicosaminoglicanas e glicoproteinas a
fim de constituirem a matriz extracelular (ECM). O fibrocito € o fibroblasto inativo.
Quando exposto a estimulos como os que ocorrem na cicatrizagao de feridas, mudam
a sua morfologia e passam a secretar as fibras colagenas e elasticas (ABBAS et al.,
2019).

A derme é dividida em derme reticular e papilar. Na derme papilar, as fibras
colagenas sao mais finas e delicadas, ao passo que na derme reticular, observam-se
feixes mais espessos de fibras colagenas (MENDONCA e RODRIGUES, 2011;
BARCAUI, et al., 2014). O colageno trata-se de uma proteina fibrosa, grande, rigida e
alongada. Estruturalmente tem o formato de uma tripla hélice. Tal formato é conferido
ao colageno pela glicina e prolina (CHAMPE, 2010). A principal fungéo do colageno
na pele humana é conferir resisténcia e elasticidade. Também ajuda na fixagdo das
células do tecido conjuntivo na matriz extracelular, sendo de extrema importancia no
processo de cicatrizagao de feridas (CAMPOS, BORGES-BRANCO e GROTH, 2007).
O colageno tipo | € mais comum em tecidos resistentes como os ossos e tenddes. Ja
o colageno tipo Ill é mais comum em tecidos moles como a derme (ROBSON, STEED
e FRANZ, 2001).



32

Abaixo da derme encontra uma camada chamada de hipoderme ou como
alguns autores a apresentam: tela subcutanea. Nela encontram-se os adipdcitos, que
sdo as células responsaveis por varias fungbes, como reserva energética do ser
humano, protegdo contra choques mecanicos, formagdo de uma manta térmica e
modelagem da superficie do corpo (BERNADO, SANTOS e SILVA, 2019). Alguns
mediadores quimicos sao produzidos nessa camada como: mediadores de
crescimento e adipocinas (FERNANDES et al., 2023), que sao proteinas sintetizadas

pelo tecido adiposo como o fator de crescimento (PRADO et al., 2009).

1.4 CICATRIZAGAO DE LESOES CUTANEAS

Quando ocorre a perda fisiolégica e anatémica da continuidade da pele tém-
se uma ferida (HERMAN e BORDONI, 2023). Os traumas de pele podem ser
acidentais ou cirurgicos e apos esses, os fatores relacionados a reparagéao tecidual
sdo ativados (TRINDADE et al., 2015; SANTOS et al., 2020). Esses traumas séo
responsaveis por uma alta taxa de morbidade impactando diretamente na saude
publica. Soma-se a isso, o grande numero de brasileiros com feridas complexas,
incapazes, por muitas vezes, de realizarem atividades rotineiras e por possuirem
dificuldade ao acesso de medicamentos para cicatrizagcao de feridas, o que pode levar
a sérias complicacbes (BIONDO-SIMOES et al., 2019).

Em organismos superiores, como é o caso do ser humano, o reparo de tecidos
podera ocorrer de duas formas distintas: pela regeneragéo, com o retorno da atividade
funcional do tecido e; pela cicatrizacdo, onde a homeostasia do tecido é recomposta,
porém ha perda da funcionalidade tecidual, com formacédo de um tecido conjuntivo
proprio fibroso, rico em fibras colagenas (BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005) densas
e compactadas (SORG et al., 2017).

Ha muitos anos, pesquisadores tém como alvo de seus estudos 0s processos
de cicatrizacao de feridas (TRINDADE et al., 2015). Ele consiste em um processo
multifatorial e complexo (BEHEREGARAY et al., 2017), com uma cascata de eventos
celulares, bioquimicos e moleculares, coordenados perfeitamente, (RODRIGUES et
al., 2017) para o restabelecimento estrutural da area lesada (LEITE et al., 2020),

substituindo as estruturas danificadas e disfuncionais (TRINH et al., 2022). Essa
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cascata de eventos ocorre de forma sobreposta uma a outra (CAPELLA et al., 2016).
Foi inicialmente Clark que em 1993 dividiu o reparo tecidual em trés etapas:
“‘inflamacao, formacao do tecido de granulagdo com deposicdo de matriz extracelular
e remodelamento” (BALBINO, PEREIRA e CURI, p. 28, 2005). Ja outros autores, para
melhor compreensao, dividem esse processo em quatro fases: homeostasia,
inflamacéo, proliferagado e remodelamento (BEHEREGARAY et al., 2017; RAMOS et
al., 2021).

1.4.1 A fase inflamatodria

A maioria das lesdes levam a ruptura de vasos sanguineos e alteragdes nas
juncdes de células endoteliais (HERMAN e BORDONI, 2023). Os processos se iniciam
com o tamponamento dos vasos, sendo a vasoconstricdo a primeira resposta
(BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005). Os vasos sanguineos respondem a
desgranulagédo dos mastdcitos residentes a fim de que ocorra a contragéo dos vasos,
evitando assim maiores perdas de sangue (MEDZHITOV, 2008).

Segue-se a deposigcdo e o recrutamento de plaquetas. Um agregado
plaquetario se forma, ocorrendo a ativagao da cascata de coagulagdo, com formagao
da fibrina (QUARESMA, 2019). As plaquetas ativadas liberam quimiocinas, proteinas
(como o fibrinogénio, tromboplastina e fibronectina) e fatores de crescimento (PDGF
e TGF-beta) a fim de se difundir pela matriz provisoria, orientando a migragéo de
células e a instauracao da resposta inflamatéria (BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005).
A formagao desse tampé&o hemostatico é importante pois ele agira também como uma
matriz temporaria e um arcabougo permitindo a migragdo de células para o tecido
lesionado (BEANES et al., 2003; QUARESMA 2019; TRINH et al., 2022).

Esses mediadores quimicos produzidos pelas plaquetas agem no endotélio
dos vasos sanguineos a fim de aumentarem a permeabilidade celular e recrutarem
mais células inflamatorias. Essas células sdo chamadas de efetoras e compreendem
basicamente os neutrdéfilos, os monadcitos e os linfocitos. Aos poucos, elas chegam ao
local das lesbes, atraidas por essas quimiocinas (MEDZHITOV, 2010). Dessa forma,

muitas células com propriedades inflamatérias como os neutréfilos e macrofagos
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chegam até o local da lesao a fim provocar e iniciar a fase inflamatéria (RODRIGUES
et al., 2019).

Inicia-se entéo o processo inflamatério com a infiltragcdo macica de neutroéfilos
(CAPELLA et al., 2016), que migram até a superficie da ferida para formar uma
barreira de prote¢ao contra possiveis patdgenos ou particulas estranhas (BALBINO,
PEREIRA e CURI, 2005; NGUYEN e SOULIKA, 2019). Os neutrdfilos sao atraidos
inicialmente por mediadores soluveis como as quimiocinas (CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC
e CCL2/MCP-1) e pelas citocinas e interleucinas (IL-1B8, TNF-a, IFN-y) a fim de
realizarem fagocitose e eliminarem os agentes estranhos ao organismo, como 0s
micro-organismos. Atuam também eliminando os restos celulares da lesao (BEANES
et al., 2003). Além de realizarem fagocitose, os neutrofilos no leito da ferida irdo
também secretar algumas proteases (como a elastase, proteinase 3 e catepsina G)
para ajudar na eliminacdo das bactérias da lesdo e remogéo dos restos celulares.
Essas células também liberam mediadores quimicos como as interleucinas IL-1 e IL-
6 e o TNF-a que vao ajudar na amplificacdo da resposta inflamatéria. Com isso a IL-
8 e o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) s&o estimulados a responder
o reparo de cicatrizagdo de lesdes cutaneas (EMING, KRIEG e DAVIDSON, 2007).

Logo apds a essas etapas iniciais da lesdo cutédnea, entram em cena os
macréfagos com fendtipo M1 (PERDIGUERO et al., 2012). Esses, s&o induzidos por
IFN-y e lipossacarideos (FERNANDES et al., 2023). Sao pro-inflamatoérios com papel
ativo na primeira fase do processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas
(PERDIGUERO et al., 2012). Apdés a migragao de macrofagos para a area da leséo,
estas células passam a secretar citocinas pro-inflamatérias e fatores de crescimento,
auxiliando os neutréfilos na fagocitose dos restos celulares de possiveis micro-
organismos (SANTOS et al., 2020). Os mediadores pro inflamatérios liberados pelos
M1 sao: IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, TNFa e cicloxigenase-2 (COX2) (PAULEAU at al.,
2004). Nos primeiros dias apos a lesao, caso o estimulo para atrair neutrofilos cesse,
essas células sofrem apoptose, iniciando a resolugao do processo inflamatorio agudo.
Os macrofagos fagocitam os restos de neutrofilos (EMING, KRIEG e DAVIDSON,
2007) e passam a produzir mediadores como fatores de crescimento, citocinas,
colagenases e metaloproteases a fim de ajudar no remodelamento da matriz,
influenciando assim na fase seguinte (MEDZHITOV, 2010).

Os macrdéfagos sao células extremamente importantes para a mudanga de um

padrao pro-inflamatoério para o anti-inflamatério. Dependendo do seu fenétipo induzem



35

a melhora do processo de cicatrizagdo (PERDIGUERO et al., 2012). Os macrofagos
de fendtipo M2 séo induzidos por IL-4, IL-10 e IL-13 (FERNANDES et al., 2023). O
fendtipo M2 dessas células, induzem a atividade anti-inflamatéria (PAULEAU at al.,
2004) e exibem propriedades na reparacao de tecidos. Eles atuam como potentes
agentes fagocitarios, eliminam detritos e restos celulares do leito da ferida a fim de
promoverem um melhor resultado na cicatrizagdo. Quando ocorre alguma falha no
processo de cicatrizacao de feridas, ndo sera possivel ocorrer a transi¢cao do fenétipo
do macrofago de M1 para M2, com isso, todo o processo cicatricial sera prejudicado
(FERNANDES et al., 2023). Estudos corroboram que a auséncia dessas células na
fase inflamatdria ou proliferativa, resultam na ma formagao do tecido e falha na fase
seguinte (LUCAS et al., 2010).

Sabe-se que essas diferentes células do sistema imune, como macrofagos e
neutréfilos, residem ou séo recrutadas para a pele a fim de manterem a integridade e
homeostase desse 6rgao principalmente durantes os processos inflamatorios
(KABASHIMA et al., 2019; NGUYEN e SOULIKA, 2019). Nessa fase os sintomas
clinicos classicos e caracteristicos da inflamagcdo como a dor, rubor e edema, séo
encontrados (TRINH et al., 2022). Na figura 02 encontram-se os principais eventos

quimicos, vasculares e celulares ocorridos durante a fase inflamatoria.
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Figura 2 - Fendmenos quimicos, vasculares e celulares da fase inflamatéria da cicatrizagao. Em
A, formagao de um coagulo sanguineo na area lesionada para o controle da hemorragia, assegurando
a homeostasia e para dar inicio ao processo de reparo do tecido. Um agregado plaquetario se forma e
ocorre a ativagdo da cascata de coagulagdo, com formagéo da fibrina. As plaquetas ativadas liberam
quimiocinas, proteinas (como o fibrinogénio, tromboplastina e fibronectina) e fatores de crescimento
(PDGF e TGF-beta) a fim de se difundirem pela matriz proviséria, orientando a migragéo de células e
a instauragdo da resposta inflamatéria. Em B, observa-se a vasodilatagdo. A lesdo desencadeia a
vasodilatagéo, permitindo que as células do sistema imunoldgico, nutrientes e oxigénio cheguem a area
afetada. Em C, observa-se a migragao leucocitaria de neutréfilos, que sao células que migram para a
area lesionada para combaterem infecgées e removerem detritos celulares. Em D, liberagdo de
citocinas, como TNF-q, IL-1 e IL-6, que ajudam a modular a resposta inflamatéria e o reparo do tecido.
Em E, inicio da migragdo de macrofagos para a area da lesédo, que passam a secretar citocinas proé-
inflamatorias e fatores de crescimento, fagocitam os restos celulares e possiveis micro-organismos.

Criado com BioRender.com.

1.4.2 A fase Proliferativa

Segue-se entdo, a fase proliferativa, com deposi¢cdo da matriz extracelular.
Com a migragédo de macrofagos, ocorre uma intensa ativagao de fibroblastos. Esses

componentes migram da margem da ferida, onde esta o tecido saudavel, para o centro
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da ferida, levando a substituicdo da matriz extracelular por um tecido conjuntivo mais
elastico e forte, a esse processo da-se o nome de fibroplastia (BALBINO, PEREIRA e
CURI, 2005). Nesse tecido, ja se observa a presenca de colageno do Tipo Ill. Os
queratinécitos também se proliferam em torno da ferida para promover a
reepitelizagdo (VELNAR, BAILEY e SMRKOL, 2009; BIELEFELD, AMINI-NIK e
ALMAN, 2013; SILVA et al., 2018) e da-se o inicio da formagao da lingua epitelial
(CANESSO et al., 2014).

Os fibroblastos estdo presentes na pele normal de forma adormecida e
dispersa. Porém na matriz extracelular encontram-se abundantes e ativos. Eles
secretam proteases e migram do tecido sadio até a lesao, alterando a sua morfologia.
Os fibroblastos passam entao a secretar MMPs (MMP-1, MMP-2 e MMP-9). Ja na
matriz extracelular, os fibroblastos tém fung¢ao primordial de produzirem colageno que
serdo utilizados na constituicdo dessa nova matriz (TRINH et al., 2023).

Os fibroblastos da margem da ferida comegam a se diferenciar em
miofibroblastos, com capacidade retratii (DARBY et al., 2017). A fibroplastia €,
portanto, o inicio da formagao do tecido de granulag&o. Esse tecido € basicamente
composto por fibroblastos, macréfagos e vasos recém-formados (BALBINO,
PEREIRA e CURI, 2005). Devido a fibroplastia, as células do tecido de granulagao
comegam a produzir com grande intensidade os componentes da nova matriz
extracelular. Fibronectinas e acido hialurénico sdo depositados pelos fibroblastos
auxiliando na resisténcia e na movimentacéo das células ao longo do novo tecido
formado. Com o passar dos processos, a concentragao de acido hialurénico reduz e
os glicosaminoglicanos sulfatados e o0s proteoglicanos, presentes na matriz
extracelular, aumentam suas concentragdes, favorecendo a fixacdo de células
endoteliais para diferenciacdo em fendtipos de células endoteliais mais maduras. Ao
final dessa etapa, todo o leito da lesao/ferida esta tomado por esse tecido de
granulacao (BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005). A angiogénese que ocorre durante
a fase proliferativa € importante para a nutricio dos fibroblastos que estao proliferando
e produzindo o tecido de granulagdo (BEHEREGARAY, et al., 2017).

Nas etapas iniciais do processo de cicatrizacdo, dentro da fase da inflamacéo,
a ferida encontra-se hipoxia, devido a perda da perfusao celular. Porém com o passar
do tempo, e o inicio da angiogénese na fase de proliferagdo, a perfusdo celular é
restabelecida. A angiogénese €, portanto, uma fase critica dentro da fase proliferativa.

Através da formacao de novos vasos, chegam até a esse novo tecido provisério
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recém-formado, oxigénio e nutrientes. Isso contribui bastante para a proliferacao de
fibroblastos (DARBY et al., 2017).

Os mastécitos sao um tipo de células também comumente encontradas nos
processos de cicatrizagdo. Sao células residentes na pele normal. Porém, logo apés
uma leséo, se ativam e degranulam, aumentando seu numero durante as etapas da
cicatrizacdo (CHESKO e WILGUS, 2022). Segundo Chesko e Wilgus, 2022, a falta de
resultados mais robustos e de estudos mais consistentes em relagédo ao papel do
mastocito na cicatrizacao de feridas, acarreta a dificuldade de um constructo de sua
funcao nas etapas da cicatrizagao.

Das células do sistema imune, os linfécitos s&o as ultimas a aparecerem no
leito da ferida (SHORT, WANG e KESWANI, 2022). E notério que as células T
cheguem de forma tardia aos processos inflamatérios, porém estudos tém relatado a
presenca dessas células nas primeiras 24 horas apés a lesdo (WANG et al., 2019).
Entdo, estudos compreendem que os linfécitos sédo recrutados na ferida desde a
inflamacao e persistem na ferida, mesmo que em niveis baixos, por semanas apos a
lesdo (SHORT, WANG e KESWANI, 2022). Na figura 03 encontram-se os principais

eventos quimicos, vasculares e celulares ocorridos durante a fase proliferativa.
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Figura 3 — Fendomenos quimicos, vasculares e celulares da fase proliferativa da cicatrizagdao. Em
A, formagao do tecido de granulacdo. Esse tecido vai preenchendo o espaco deixado pela lesdo. O
tecido é rico em fibras de colageno, células endoteliais, fibroblastos e macréfagos. O tecido de
granulacado é importante porque serve como uma base para o crescimento de novos tecidos. Em E, os
fibroblastos da margem da ferida comegam a se diferenciar em miofibroblastos, com capacidade retratil,
ajudando no fechamento da ferida e na redugdo do tamanho da cicatriz final. Durante a fase
proliferativa, os linfécitos, em F, estdo presentes na ferida, contribuindo indiretamente para a
cicatrizagdo. Em G, os macréfagos removem detritos celulares e bactérias da ferida, além de liberarem
fatores de crescimento que estimulam a proliferacdo de fibroblastos e angiogénese. Os macrofagos
também ajudam a modular a resposta inflamatéria, reduzindo a produgdo de mediadores proé-
inflamatoérios e estimulando a produgdo de mediadores anti-inflamatérios, ajudando a promover a
transicdo da fase inflamatdria para a fase proliferativa da cicatrizacdo de feridas. Criado com
BioRender.com.

1.4.3 A fase do remodelamento

A préxima fase é a remodelagao, também chamada de maturacao, onde ocorre
a deposicao de fibras colagenas de maneira ordenada (SANTOS et al., 2020), com o
surgimento das primeiras fibras de colageno Tipo |. As células envolvidas nas etapas
anteriores sofrem apoptose (BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005) e ocorre a regresséo
da neo-vasculatura (XUE e JACKSON, 2015). O objetivo da fase da remodelagéo, que

pode durar por mais de um ano pds-lesao, é tentar ao maximo restaurar a arquitetura
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tecidual da pele por meio da formacdo de uma cicatriz (TRINH et al., 2023). As
metaloproteases da matriz (MMPs) sé&o produzidas e secretadas durante a fase da
remodelacao, por macrofagos remanescentes da lesdao. As MMPs tém atividade de se
envolver na remodelagcdo da MEC a fim de eliminar o excesso de colageno que possa
ser formado durante essa fase (TRINH et al., 2023).

Nao é totalmente interrompida a sintese da matriz extracelular. O que ocorre é
uma diminuicdo dessa sintese e a medida que essa nova matriz € remodelada, os
componentes sintetizados sdo modificados. As fibras elasticas, uma das principais
fibras constituintes da matriz, reaparecem nessa etapa, a fim de conferirem
elasticidade a pele (DARBY et al., 2017).

Mesmo apods o fechamento da ferida macroscopicamente, essa fase ainda
persiste por um grande tempo, entendendo-se por meses. O tecido cicatricial torna-se
mais compacto e menos celular. A produgao de colageno diminui e a organizagao das
fibras de colageno tornam-se mais ordenadas, ajudando a aumentar a resisténcia
mecanica do tecido cicatricial (BEANES et al., 2003).

Nas cicatrizes cutaneas ndo ha regeneragao dos apéndices da pele como os
pélos e glandulas. O padrao final das fibras colagenas presente na cicatriz sao: fibras
muito densas, compactadas e preenchendo todo o local da ferida, diferente do padrao
reticular que é encontrado na parte da derme que néo foi ferida (SORG et al., 2017).
Na figura 04 encontram-se o0s principais eventos quimicos, vasculares e celulares

ocorridos durante a fase do remodelamento.
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Figura 4 — Fendbmenos quimicos, vasculares e celulares da fase de remodelamento da
cicatrizagdo. Em A, enzimas degradantes, como as metaloproteinases de matriz (MMPs), sao
produzidas em maior quantidade, o que leva a reorganizagao da matriz extracelular. Em B, reducao da
atividade dos fibroblastos. Em C, os vasos sanguineos formados durante a fase proliferativa comegam
a diminuir em namero, enquanto também percebe-se a presenga de um tecido rico em colageno e
proteoglicanos que ajuda a preencher o espago formando a cicatriz. Essa fase também é conhecida
por maturagdo. Ao longo do tempo, a quantidade de células na ferida diminui figura D, e o tecido
cicatricial torna-se mais compacto e menos celular. A produgéo de coldgeno diminui e a organizagao
das fibras de colageno se torna mais ordenada, o que ajuda a aumentar a resisténcia mecanica do
tecido cicatricial. Em sintese, ocorre entdo a deposi¢cdo de fibras colagenas — figura E, de maneira
ordenada. As células envolvidas nas etapas anteriores sofrem apoptose. Criado com BioRender.com.

1.4.4 Implicagbes no tratamento de feridas cutaneas

Considera-se, para melhor compreensao, que feridas agudas sdo aquelas
sem complicagdes e que seguem o processo de reparo dentro do tempo esperado
(RAMOS et al.,, 2020). As feridas cutaneas quando tratadas em sua fase aguda,
tendem a diminuir os casos de sua cronificacdo, prevenindo a morbidade, além de
reduzir os custos envolvidos com a terapia (BEHEREGARAY et al.,, 2017). Ja as
feridas cronicas sdo aquelas em que o reparo ndo ocorreu no prazo previsto e o

processo, por algum motivo, foi interrompido (RAMOS et al., 2020).
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Nem sempre as fases classicas da cicatrizagdo seguem os eventos que se
esperam, podendo ser alteradas em diversas situagcbes (TRINDADE et al., 2015).
Fala-se em cicatrizagao prejudicada ou feridas crbnicas, quando ha um problema em
uma das trés fases classicas desse processo. E muito comum, em pacientes com
doencas cardiovasculares e diabéticos, feridas que nao cicatrizam. Isso se torna um
desafio para a saude publica pois muitos desses pacientes necessitam de
hospitalizagdo para tratamentos dessas lesdes. O que se sabe é que feridas que nao
cicatrizam nao saem da fase inflamatoria (FERNANDES et al., 2023).

Uma das causas para o aumento do tempo de cicatrizacido das feridas
cronicas sao as infecgdes bacterianas (ZHAO et al,, 2020). Sendo assim, podera
ocorrer a cronificacdo da lesdo cutanea (TRINDADE, et al., 2015). Essa cronificacao
leva a sérias complicacdes, principalmente em casos que o doente apresenta outras
patologias como o diabetes (ZHAO et al., 2020), o estado nutricional, a idade, doengas
sistémicas, (TAZIMA, VICENTE e MORIYA, 2008; LEITE et al., 2020), o tabagismo e
a obesidade (RAMOS et al., 2020) que também podem dificultar o processo cicatricial
(LEITE et al., 2020).

Por isso, muitas vezes é necessario tratar a lesao, fornecendo condi¢gdes mais
adequadas, para favorecer o processo de cicatrizagdo. Isso acarreta um aumento no
investimento para desenvolvimento de técnicas, recursos e produtos, a fim de tratar
as feridas cutaneas em humanos. Buscando produtos que ajam com seguranga, para
garantir o reparo tecidual de fungdo e estrutura, o mais proximo possivel da pele
intacta e em um menor tempo possivel de reepitelizagcao (SANTOS et al., 2020).
Existem na clinica médica varios protocolos que visam melhorar o processo de
cicatrizagdo, destacando-se a terapia celular, a oxigenoterapia hiperbarica, o
desbridamento cirurgico, o implante de enxertos e de biomateriais (RODRIGUES et
al., 2017) e tratamentos topicos de feridas (CAPELLA et al., 2016). Novos recursos
para tratamento de feridas estdo em andamento (CARMIGNANA et al., 2020), neste
cenario, surge o0 uso de O6leos essenciais de plantas medicinais, com potencial
farmacéutico para o reparo de feridas dérmicas (LEITE, et al., 2020).

De maneira geral, fases prolongadas das etapas da cicatrizagao ou respostas
excessivas do organismo, podem levar a diminuigdo da capacidade de cicatrizag&o
da pele. Por isso, torna-se necessario estudos que se dediquem a transi¢céo do estagio
inflamatdrio para o estagio proliferativo (LANDEN, LI e STAHLE, 2016).
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1.4.5 Compostos Naturais: uma solucdo para melhorar a cicatrizagao de feridas

Varias plantas ja foram testadas quanto ao potencial cicatrizante com
resultados positivos: Peucedanum ostruthium L. (DANNA, et al., 2022); Premna
integrifolia Linn (ALSAREII, et al., 2022); Scrophularia striata Boiss (BAGHERI, et al.,
2022); Lawsonia inermis (ELEBEEDY, et al., 2022); Launaea procumbens (AHMED,
et al., 2022); Zehneria scabra (FISSEHA, et al., 2022); Jatropha neopauciflora
(HERNANDEZ, et al., 2021); Gliricidia sepium (AULANNI'AM, et al., 2021); Urtica
dioica L. (KASOUNI, et al., 2021); Vernonia auriculifera Hiern (LAMBEBO, et al., 2021);
Brucea antidysentrica, Dodonaea angustifolia e Rhamnus prinoides (TESSEMA e
MOLLA,2021). Essas pesquisas mostram que as plantas medicinais sdo uma
alternativa para a cicatrizagéo de feridas (PIRIZ, et al., 2014), destacando-se desde a
antiguidade, por apresentarem principalmente alto poder anti-inflamatorio,
antioxidante e antibacteriano. Atualmente, esses e outros estudos experimentais,
buscam respaldo cientifico para a segurancga de seus usos (SANTOS et al., 2020).

A cicatrizacdo de feridas € um processo importante e crucial que envolve
mecanismos que levam a eventos celulares e moleculares de forma integrada e
coordenada (TRINH et al, 2022). Nos ultimos anos varios avangos tém sido
alcancados no desenvolvimento de terapias que permitam processos cicatriciais com
maior qualidade de reparo. Porém, abordagens mais seguras e eficientes continuam
sendo um desafio constante (FIGUEIRA et al., 2020). Somado a isso, os produtos
naturais servem de protétipos para novos farmacos e ja tém efeitos comprovados
como agentes terapéuticos em processos inflamatorios (DING, JIANG, FANG, 2018).
As substéncias de origem natural vém sendo estudadas por muito tempo para a cura
das enfermidades, pois sdo versateis, seu uso geralmente € mais seguro, além de
apresentarem um 6timo custo-beneficio (KABASHIMA et al., 2019).

Quando uma ferida ndo cicatriza ou tem seu tempo de cicatrizagcado
aumentado, os custos com a terapia tendem também a aumentar. Percebe-se além
da diminuicao da qualidade de vida desses pacientes, implicagdes de natureza social
para as casas de saude (CACIOPPO e HAWKLEY, 2003; YOUNG e MCNAUGH,
2011). Os produtos de origem natural tém se tornado uma alternativa para melhorar o
processo de cicatrizagao de feridas reduzindo as cicatrizes. Durante milénios o ser
humano tem utilizado as plantas medicinais para tratamento das lesdes cutaneas.

Estudos apontam o uso de diversas plantas medicinais como antioxidantes, anti-
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inflamatdrias e antimicrobianas nos processos de cicatrizacdo. Um dos provaveis
mecanismos de ag¢ao apontado por Criollo-Mendonza e colaboradores € que os
fitoconstituintes presentes nas plantas podem aumentar a resposta das células
imunes, eliminando os antigenos da ferida e consequentemente diminuindo a
inflamagéo (CRIOLLO-MENDONZA, et al., 2023).

Compostos naturais podem modular diversos aspectos relacionados a
cicatrizacdo de feridas. Estudos relatam compostos quimicos produzidos pelas
plantas, como os flavonoides, podem controlar a resposta inflamatdria por reduzir o
tempo gasto para uma completa cicatrizacdo. Substancias naturais também podem
estimular processos como a angiogénese, melhorar o tecido de granulagdo e a
reepitelizacdao (AMCAPORA et al., 2007). Estudos que relacionam feridas de pele
tratadas com produtos naturais podem ser a dire¢cao a ser tomada a fim de melhorar
a cicatrizagdo (KABASHIMA et al., 2019).

1.5 O figado

O figado é uma glandula anexa ao sistema digestivo, responsavel, pela
producao de bile e sua liberagdo para o tubo digestivo. Anatomicamente, é formado
por dois lobos principais: o direto e o esquerdo. Além desses, outros lobos menores,
como o quadrado e o caudado, também s&o visiveis em sua estrutura. Varios vasos
nutrem esse orgao, dentre eles a artéria hepatica e a veia porta, podem ser
destacados como os principais, fazendo parte da formagéao do hilo hepatico (SEELEY,
STEPHENS e TATE, 2003).

Os hepatdcitos sdo as células funcionais do figado. Os Iébulos, sao entéo,
formados por essas céluas, formando as placas de hepatécitos. Entre essas palcas,
observa-se finos capilares: os capilares sinusoides hepaticos. O figado tanto processa
e sintetiza substancias, bem como armazena. Também esta envolvido, de maneira
geral, em processos de desintoxicagao e defesa do organismo. Dentre essas fungdes,
destacam-se: a produgao de bile, para emulsionar os lipideos para serem melhores

digeridos; armazenamento de glicose sob a forma de gliconeogénio; e no metabolismo
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de lipideos para obtencao de energia (SEELEY, STEPHENS e TATE, 2003; VAN,
2005).

A maioria dos farmacos sao metabolizados nesse 6rgao. Poucos sado os
farmacos que passam inalterados pelo trato gastrointestinal. Esses farmacos séo, na
maioria das vezes metabolizados, para que haja produgdo de metabdlitos mais
polares, a fim de que sejam mais faciimente excretados (SCHONBORN e
GWINNUTT, 2010).

O uso de tratamentos tdpicos, visam maximizar ao maximo o efeito local de
determinado farmaco, atingindo epiderme ou derme. Esses farmacos podem atingir
essas camadas através dos foliculos pilosebaceos, ou através das células que
compde a epiderme, ou em torno dessas células (KIREJEV e ERICSON, 2013). A via
topica tem varias vantagens, dentre elas evitar a metabolizagdo do farmaco, também
conhecido como efeito de primeira passagem (MOODY, 2010; SINGLA et al., 2012).
Por isso, buscou-se avaliar o parénquima hepatico dos animais tratados, o fim de notar
se houve alguma alteragao da morfologia desse 6rgao, o que indicaria metabolizacao

do extrato vegetal.



46

2. JUSTIFICATIVA

O homem tem buscado na natureza, desde a antiguidade, meios para a
promocédo da saude e a cura das doencas (FEJO et al., 2021; BADKE et al., 2021),
porém € necessario verificar se as indicagdes populares tém comprovacéo cientifica.
Atualmente, ha um crescimento na busca de produtos naturais com potencial
terapéutico no sistema de saude (BADKE et al., 2021). Soma-se a isso, 0 surgimento
de politicas publicas que pretendem incentivar o uso de plantas medicinais e resgatar
0s saberes tradicionais da populagdo (DRESCH, LIBORIO e CZEMAINSKI, 2021;
PATRICIO et al., 2022).

Frente a isso, sabendo que nas plantas medicinais encontram-se uma gama
de componentes biologicamente ativos, torna-se elucidativo avaliar o efeito do uso do
Oleo A. conyzoides no processo de cicatrizagao de feridas cutadneas excisionais em
camundongos. Por ser uma planta encontrada facilmente nos estados brasileiros
tornar-se-ia uma excelente matéria prima de baixo custo para formulacdes
farmacéuticas.

A comunidade médico-cientifica tem enorme interesse no aumento da taxa de
cicatrizacdo bem como na qualidade do tecido formado na lesdo, haja em vista a alta
morbidade por ferimentos cutaneos e alta dos custos relacionados a terapia cicatricial.
Isso leva ao aumento da procura de terapias complementares e alternativas ao
convencional, destacando-se o uso de produtos naturais (BIONDO-SIMOES et al.,
2019). Sendo assim, o uso de plantas medicinais tem se tornado uma importante
alternativa para o processo de cicatrizagédo de feridas. Varios estudos comprovam o
potencial curativo de diversas drogas vegetais, sugerindo que novos estudos, com
novos conhecimentos cientificos, possam acrescentar nas evidéncias clinicas
(CARMIGNANA et al., 2020).

As feridas cutaneas tratadas topicamente s&o essenciais para viabilizar o
reparo tecidual (GOUVEIA et al., 2021), além de apresentarem baixo custo quando
comparadas a terapias convencionais para tratamento de lesdes na pele (COSTA et
al., 2021). Por isso, investigar as propriedades cicatrizantes do 6leo essencial de A.
conyzoides € de suma importancia, para uma futura aplicagédo clinica de seu uso,

incorporado a uma formulagao farmacéutica, para ser utilizado nas lesdes cutaneas.
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Justifica-se também tal estudo, a fim de garantir a populagdo evidéncias
cientificas sobre os beneficios do uso de plantas medicinais, nesse caso especifico
do A. conyzoides, promovendo a saude e o bem-estar da populacdo (PEDROSO,
ANDRADE e PIRES, 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do 6leo essencial de Ageratum conyzoides no processo de

cicatrizag&o de feridas cutaneas excisionais em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar macroscopicamente, nos tempos de 1, 5, 7 e 28 dias apds a
confeccdo das lesdes excisionais, a presenga de crostas e a area da lesao, apés o
tratamento tépico diario com oleo essencial de A. conyzoides;

e Avaliar microscopicamente, por meio de técnicas histolégicas e
histoquimicas, o infiltrado inflamatério (leucécitos), apds o tratamento tépico diario
com Oleo essencial de A. conyzoides no 1°, 5° e 7° dia apds a leséo excisional;

e Avaliar microscopicamente, por meio de técnicas imuno-histoquimicas, os
macrofagos, apos o tratamento topico com 6leo essencial de A. conyzoides no 1° dia
apos a lesao excisional,

e Avaliar microscopicamente, por meio de técnicas histologicas e
histoquimicas, os mastdcitos, apds o tratamento topico diario com 6leo essencial de
A. conyzoides no 1°, 5°, 7° e 28° dia apds a lesao excisional,

e Avaliar microscopicamente, por meio de técnicas histologicas e
histoquimicas, a angiogénese e a area de tecido de granulacido, apds o tratamento
tépico diario com odleo essencial de A. conyzoides no 5° e 7° dia apds a leséo
excisional;

e Avaliar microscopicamente, por meio de técnicas histoldgicas e
histoquimicas, a reepitelizagao, apos o tratamento topico diario com dleo essencial de
A. conyzoides nos tempos de 1, 5, 7 e 28 dias apdés a confecgdo das lesbes

excisionais;
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e Avaliar microscopicamente, por meio de técnicas histolégicas e
histoquimicas, a deposi¢gao do colageno, apds o tratamento tépico diario com dleo
essencial de A. conyzoides no tempo de 28 dias apds a confecgao das lesdes
excisionais;

e Analisar macroscopicamente, o figado dos animais tratados, apés 7 e
28 dias, com Oleo essencial de A. conyzoides, para detecgao de possiveis alteracdes
morfoldgicas e alteracdo do peso do 6rgao;

e Analisar microscopicamente, o parénquima hepatico dos animais

tratados por 7 e 28 dias, para deteccao de possiveis lesdes no tecido.
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4. METODOLOGIA

4.1 Identificagao do A. conyzoides e confecgao da exsicata

A confeccao, incluindo coleta e identificagao, foi realizada previamente pelo
Prof. Dr. Marcos Eduardo Guerra Sobral e pela Técnica Livia Lara Alves da
Universidade Federal de Sdo Joao del-Rei (UFSJ). A exsicata encontra-se no Herbario
do Departamento de Ciéncias Naturais (DCNAT) da Universidade Federal de Sao
Joao Del-Rei, Campus Dom Bosco, sala C1.10, sob numero de depdsito HUFSJ

10293. Além disso, a exsicata foi incorporada ao site Splink (http://www.splink.org.br/).

4.2 Obtencao do 6leo essencial de A. conyzoides

Apods a coleta, as folhas foram separadas uma a uma e secas em uma estufa,
com circulacdo de ar, a aproximadamente 37°C por 24 horas. Em seguida, as
amostras foram empacotadas e armazenadas no Laboratério de Patologia
Experimental (LAPAE), Departamento de Ciéncias Naturais, do Campus Dom Bosco.

A extracdo foi realizada pela técnica de hidrodestilacdo, a partir de um
aparelho de Clevenger modificado e adaptado a um baldo de fundo redondo com
capacidade de 1 litro, segundo GUIMARAES et al., 2008. As folhas secas de A.
conyzoides passaram pelo processo de destilagdo a vapor, foram colocadas em um
baldo de destilagdo de fundo redondo, que posteriormente foi preenchido com agua
destilada e aquecido até a ebulicdo por 2 horas e meia. Os Oleos presentes nas
glandulas foliares misturaram-se ao vapor d’agua, condensando-se, para formar um
hidrolato. Esse posteriormente foi centrifugado em um aparelho de cruzeta horizontal
a 965,36g por 5 minutos, para separar as fases aquosas e 0 6leo organico. Apos
decantacao, o 6leo foi retirado com uma micropipeta e acondicionado em ampola de
vidro ambar, envolta em papel-aluminio, hermeticamente fechada e mantida sob

refrigeragao a 4°C.
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Figura 5 - Obtencao do 6leo essencial de A. conyzoides e caracterizagcdao por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas. As folhas do material fresco foram separadas para
a retirada do conteudo inorganico como terra e pedras. Apds 24h em estufa a 37°C foi hidrodestilada
em um aparelho de Clevenger modificado. O hidrolato obtido foi entdo centrifugado para separacao da
fase oleosa da aquosa. Posteriormente uma aliquota do 6leo foi analisada por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrobmetro de massas. Criado com BioRender.com.

Para calculo do rendimento do éleo essencial de A. conyzoides, foi utilizada a
equacgao proposta por Lima, Placedes e Cardoso (2019). Tal equacéao trata-se da
divisao entre o peso do 6leo extraido em gramas (g), pela massa seca em gramas (g)

das folhas da erva, multiplicando-se esse resultado por 100, conforme ilustracéo a

sequir (Figura 06).
Ro= Po x100 onde:
MSDF

Ro = Rendimento do dleo essencial
Po = Peso do dleo essencial pds extracao
MSDF = Massa seca das folhas da planta medicinal

Figura 6 — Equacado para o calculo do rendimento do 6leo essencial de A. conyzoides. O resultado
final & expresso em porcentagem.

4.3 Caracterizagao do 6leo essencial de A. conyzoides

A caracterizacdo do 6leo essencial foi realizada pelo grupo de pesquisa do
professor Doutor Jodo Lago e pelo discente Felipe Sales, na Universidade Federal do
ABC (UFABC). Esta caracterizacgao foi realizada pela técnica de cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas, Shimadzu® GCMS-QP2010 Plus. Para isso,

empregou-se uma coluna DB-5 ms (30 m x 0,25 mm, 0,25 ym de espessura do filme)
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tendo hélio como gas de arraste em uma vazao de 0,73 mL min-1. As concentragdes
dos analitos foram expressas pela média da porcentagem de area relativa dos picos
cromatograficos + desvio padrao.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparacao dos seus indices
de retengéo relativos a co-inje¢do de uma solugao padrao de n-alcanos (C8-C20) e/ou
por comparagao dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca Wiley e
NIST (NIST, 2008) e da literatura (ADAMS, 2017). Os indices de retencao foram
calculados usando a equagéo de Van de Dool & Kratz (1963) e para as atribuicbes

foram consultados indices de retenc&o descritos em literatura (ADAMS, 2017).

4.4 Animais

Foram utilizados para esse estudo 90 camundongos machos, da linhagem
Swiss, com 8 semanas de vida. Todos os animais foram obtidos do Biotério Central
(NUCAL) do Campus Tancredo Neves, mediante solicitacdo ao setor. Durante o
periodo de experimentagao, os animais foram alojados no Biotério Setorial, localizado
no Laboratério de Reabilitacdo, sala 4.00, do Departamento de Medicina da UFSJ,
Campus Dom Bosco, em gaiolas contendo seis animais cada, em um espago
aproximado de 10x30cm. As gaiolas foram mantidas em uma sala separada da area
de circulagao e experimentacao, de acordo com as diretrizes éticas adotadas por essa
Universidade. Numero do protocolo da CEUA 26/19.

Os animais foram alimentados com racdo comercial balanceada a vontade
bem como a agua. Eles foram submetidos ao controle de ciclos de luminosidade, 12
horas de luz e 12 horas de escuro; temperatura ambiente entre 22°C +/-2°C e umidade
relativa do ar de 45°% +/-15% (DANY, et. al., 2010). Durante todo o experimento as
gaiolas que continham os animais e mamadeiras foram lavadas com agua e
detergente neutro. Também foi realizada a troca da maravalha, reposi¢cdo de agua e

racao em dias alternados (sempre as segundas, quartas e sextas-feiras).
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4.5 Distribuicao dos animais

Setenta e dois animais foram distribuidos de forma aleatoria em quatro grupos,
sendo um grupo tratado com salina, um grupo tratado com DMSO, um grupo ratado
com Oleo essencial de A. conyzoides na concentragdo 0,01mg/10000ul (TOX) € um
grupo tratado com 6leo essencial de A. conyzoides na concentragao 0,001mg/10000ul
(TOY). Cada grupo foi subdivido em trés outros subgrupos conforme o periodo de
tratamento: 1, 5 e 7, com n=6 em cada subgrupo.

Posteriormente, dezoito animais foram distribuidos de forma aleatéria em trés
grupos, sendo um grupo tratado com DMSO, um grupo ratado com 6leo essencial de
A. conyzoides na concentragdo 0,01mg/10000ul (TOX) e um grupo tratado com dleo
essencial de A. conyzoides na concentragao 0,001mg/10000ul (TQOY). O periodo de
tratamento para esses animais totalizou 28 dias, com n=6 em cada subgrupo.
Importante ressaltar, que esses periodos especificos escolhidos de 1, 5, 7 e 28 dias,
deve-se ao objetivo de acompanhar a cinética do processo de cicatrizagao.

Para cada grupo (Salina, DMSO, TOX ou TOY) foi dada uma cor para facilitar
0 manuseio e tratamento a fim de diminuir possiveis erros. Os animais do grupo salina
foram marcados na cauda com a cor preta, e suas gaiolas receberam etiquetas
escritas com a cor preta. Os animais do grupo DMSO foram marcados na cauda com
a cor azul (Figura 07) e suas gaiolas receberam etiquetas escritas em azul. Os animais
do grupo TOX foram marcados na cauda com a cor verde (Figura 07) e suas gaiolas
receberam etiquetas escritas com a cor verde. Ja os animais do Grupo TOY foram
marcados na cauda com a cor vermelha (Figura 07) e suas gaiolas receberam
etiquetas escritas de cor vermelha. Na hora de fotografar os animais para as analises
da area da lesdo (Figura 10), esse esquema de cor também foi utilizado para

confeccao de etiquetas, a fim de melhorar a identificacdo dos animais.
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Figura 7 — Esquema de cores para identificar os animais em seus respectivos grupos. Esquema
de cores adotado pelo pesquisador a fim de melhorar a identificagdo dos grupos e eliminar os possiveis
erros de tratamento. Fonte: Acervo do Autor.

O primeiro numero da sequéncia de identificagédo indica a quantidade de dias
de tratamento do grupo, no caso dessa imagem foi 1 dia. Em seguida tém-se a letra
D que significa dia. Seguido da letra D, tém-se o0 nome do grupo de acordo com o
tratamento recebido, sendo: C (DMSO); TOX (tratamento com o 6éleo na concentragéo
0,01mg/10000ul); TOY (tratamento com o 6leo na concentragao 0,001mg/10000ul) e
SAL (salina). O ultimo numero da sequéncia indica o numero do animal pertencente
ao grupo, sendo que esse numero € o mesmo representado por tragos na cauda do

animal.

4.6 Confeccao da lesao excisional

O local onde os animais foram manipulados durante o experimento para
realizagao da técnica cirurgica da confecgéo da leséo; do tratamento e da eutanasia;
foi uma bancada limpa assepsiamente previamente, antes e apds cada
experimento/cirurgia. Para a manipulagdo dos animais, foi utilizada a técnica de
lavagem das maos e a utilizagdo dos Equipamentos de Protecdo Individual, EPI's, e
os Equipamentos de Protecdo Coletiva, EPC’s, de acordo com as normas de
biosseguranga da instituigdo e com os Programas Operacionais Padrbes, POP’s do

Laboratério de Patologia Experimental — LAPAE.
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Os animais foram anestesiados via intraperitoneal (Figura 08) com 0,15mL de
solugdo anestésica contendo cloridrato de xilazina (16,5 mg/Kg), cloridrato de
quetamina (97 mg/Kg) e salina fisioldgica, na proporgédo 1:1:2, respectivamente
(DANY et. al., 2010).

Figura 8 — Técnica anestésica. Injecao intraperitonial (i.p.) contendo cloridrato de xilazina (16,5
mg/Kg), cloridrato de quetamina (97 mg/Kg) e salina fisiolégica, na proporgéo 1:1:2. Fonte: Acervo do
Autor.

Posteriormente, o animal foi colocado sobre a prancha cirargica em decubito
ventral para procedimento operatorio. Foi realizada uma higienizagado dos pelos com
alcool 70% (Figura 09 - A) e posteriormente uma tricotomia com I&mina de aco dos
pelos dorsais (Figura 09 — B e C), com extensdo de 6 cm no comprimento € 4 cm na
largura, caudalmente a uma linha imaginaria que passa na borda inferior das orelhas.
Em seguida o local foi higienizado novamente com alcool 70%. Para confecgédo das
feridas excisionais, foi utilizado um punch metalico, contendo lamina cortante na sua
borda inferior, com 7 mm de diametro (Figura 09 — D, E e F). Com este instrumento,
foi excisionado dois fragmentos cutédneos, na area depilada, até a exposigao da fascia
muscular dorsal, uma no antimero direito e outra no antimero esquerdo (Figura 10).

Posteriormente, foi realizada uma compresséo digital, utilizando-se gaze esterilizada.
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Figura 9 — Técnica cirdrgica. Metodologia empregada pelo grupo de pesquisa para a confecgao
da lesao excisional. A: Higienizagdo com alcool 70% dos pelos dos animais, B: Tricotomia, C: Animal
apos a tricotomia, D: Pinga metdlica, punch metalico 7mn e tesoura metalica, E: Posicionamento do
animal sob prancha cirurgica e F: posicionamento do punch dermatoldgico sobre a pele com auxilio de
uma pinga ou dos dedos do pesquisador. Fonte: Acervo do Autor.
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Figura 10 — Resultado da confecgao de ferida. Lesdes excisionais confeccionadas no dorso do
animal com exposi¢ado da fascia muscular. Fonte: Acervo do Autor.
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4.7 Tratamento

As solugbes para o tratamento dos animais foram obtidas pela diluicdo em
dimetilsuféxido (DMSO) do 6leo essencial de A. conyzoides. Os animais dos grupos
tratados, DMSO e Salina, receberam a partir do 1° dia, somente na lesdo direita,
padronizada em todos os grupos, diariamente, 40ul da solugdo correspondente.

Os animais do grupo DMSO receberam, diariamente, de acordo com o tempo
do grupo de cada animal, duas vezes ao dia (as 08 horas da manha e as 17 horas),
40ul de DMSO. O mesmo tipo de tratamento foi aplicado aos animais do grupo salina
que receberam 40ul de solugao salina 0,9% em suas lesdes, duas vezes ao dia (as
08 horas da manha e as 17 horas).

Os animais do Grupo TOX receberam, diariamente, de acordo com o tempo de
tratamento de cada animal, duas vezes ao dia, 40ul de solugdo contendo o dleo
essencial de A. conyzoides diluido em DMSO na concentragéo 0,01mg/10000ul. Os
animais do Grupo TOY receberam, diariamente, de acordo com o tempo do grupo de
cada animal, duas vezes ao dia, 40ul de solucdo contendo o dleo essencial de A.
conyzoides diluido em DMSO na concentracdo 0,001mg/10000ul. A aplicacao foi
realizada com o auxilio de uma pipeta automatica com ponteiras esterilizadas (Figura
11).
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Figura 11 — Tratamento do grupo com salina, DMSO e dos grupos tratados TOX e TOY com o
6leo essencial de A. conyzoides. Os tratamentos foram repetidos duas vezes ao dia durante 1, 5, 7
ou 28 dias, conforme cada subgrupo. Para aplicagdo de 40ul da solugado do dleo essencial de A.
conyzoides diluido em DMSO nas feridas direitas de cada animal foi utilizada uma pipeta automatica.
Fonte: Acervo do Autor.
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Figura 12 — Protocolo experimental. Em A aplicagao i.p. de xilazina e ketamina. Em B confecgéao
da ferida excisional. Em C aplicagdo dos tratamentos conforme divisdo de grupos e tempos
demonstrados em D. Apds eutanasia, em E processamento das amostras. Criado com Paint e
BioRender.com.
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4.8 Avaliagao macroscopica das les6es excisionais

Cada lesado foi avaliada diariamente, observando-se a presenga de sinais
inflamatdrios, edema e hiperemia, além da presenca de crostas e secregdes. O
tamanho da ferida, no menor e maior eixos, foram mensurados. Também foi
mensurada a area total da ferida. Ambas as mensuragdes foram realizadas através
do programa digital ImageJ®. Para isso, o animal foi colocado ao lado de uma régua
milimetrada e o registro fotografico foi realizado com uma camera digital, fixada em
tripé.

As fotos dos amimais e das lesdes foram tiradas sempre com a mesma camera,
na mesma resolucdo e sempre na mesma distancia do objeto focado. A camera
utilizada foi da Samsung®, versao 12.0.07.0, Galax M53, modelo SM — M536B/DNS
e numero de série RQCT505914H. Os animais foram posicionados em um fundo azul.
Uma identificacdo para cada animal foi colocada na parte inferior da imagem a ser
capturada conforme Figura 07. Para manter sempre a mesma distancia da lente da
camera com o objeto focado foi confeccionado um tripé, com 10,5 cm de altura.

As imagens obtidas foram entdo importadas para o Software de analise de
imagem ImageJ® versao 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Para o calculo do tamanho da ferida em milimetros
quadrados, no dia da confeccdo da lesdo e no dia da eutanasia (exceto o grupo 21
dias que teve a area final da ferida fotografada para o calculo no 21° dia e eutanasia
no 28° dia pds confecgdo da leséo), uma linha para o maior e o menor eixo foram
manualmente tragcadas, para cada animal e em cada tempo: 1, 5, 7 e 28 dias apos a
confeccdo da lesdo. Para determinagao da area total da ferida foi utilizada a formula
(MAEDA et al., 2011) para determinagao de uma elipse, conforme indicado na figura

13, onde Pi equivale a 3,14

Area dalesdao= | didmetro maior | , | didmetro menor b
2 2

Figura 13 — Equagao para calculo da area da lesdao. O maior e o menor eixo de cada lesdo foram
mensurados no programa de analise de dados ImageJ®. Os dados encontrados foram langados em
planilhas do Excel® para determinagéo da area da lesdo de acordo com a férmula descrita.



60

A fim de normalizar os dados, os valores foram lancados em tabelas do Excel®
e posteriormente calculados de acordo com a equacgéao da figura 14 (MAEDA et al.,
2011), a fim de apresenta-los em porcentagem de fechamento da leséao, relativo ao

tamanho inicial da ferida.

% de fechamento da lesdo = 1 area da ferida x 100

area original da ferida

Figura 14 — Equacgao para calculo da area de fechamento da lesdo em %. Os dados encontrados
para a area da ferida e para a area original da ferida foram langados em planilhas do Excel® para
determinacgéo da area da taxa de fechamento da lesao, em %, leséo de acordo com a equagéao descrita.

4.9 Avaliagcao macroscoépica dos figados

Apos a eutanasia, os animais que receberam o tratamento por 7 e 28 dias,
foram fixados a prancha cirurgica para a realizacdo da necrépsia, onde tiveram seus
figados retirados. Com auxilio de lupa com 2,5 vezes de aumento foi realizada uma
analise macroscopica do figado para avaliagdo morfolégica de sua superficie quanto
a presencga de secregoes, lesbes em sua borda e aspecto de sua superficie. Através
de uma balanca digital foi realizada a pesagem do figado de cada animal dos grupos

de 7 e 28 dias. Nesses tempos, os achados foram anotados para analises.

4.10 Coleta e processamento das amostras de pele e figado

Decorridos 1, 5, 7 ou 28 dias apds a confecgao da lesao excisional, os animais
foram eutanasiados por dose letal de anestésicos. Em todos os animais, um fragmento
de pele contendo a ferida em toda sua extensido e profundidade foi retirada através
de uma pinga e uma tesoura cirurgica. O figado dos animais do tempo de 7 e 28 dias
também foi retirado com a utilizagdo de uma pinga e tesoura cirurgica. Todo esse
material foi clivado e fixado em solugéo de formalina a 10% neutro tamponado por 24

horas, armazenado em alcool 70% e posteriormente desidratado em solucdes
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sucessivas de alcool, diafanizado pelo xilol, impregnado e incluido em parafina,
conforme o seguinte protocolo de processamento histologico:

* Desidratacao: imersao em alcool 80% - 30 minutos; alcool 90% - 30 minutos;
alcool absoluto | — 30 minutos; alcool absoluto || — 30 minutos;

* Diafanizagao: imersdo em xilol | — 30 minutos; xilol Il — 30 minutos;

* Infiltragdo: imersdo em parafina | em estufa a 60°C — 30 minutos; imersao em
parafina Il em estufa a 60°C — 30 minutos;

* Inclusdo: em parafina a uma temperatura de 60°C e confecg¢ao de blocos em
parafina, com devida referéncia do animal e do grupo experimental.

Os blocos de parafina das amostras de pele e figado foram seccionados em
micrétomo, obtendo-se cortes de 4um e os cortes histologicos foram corados com

Hematoxilina-Eosina (HE), Azul de Toluidina e Tricrdbmico de Masson.

4.11 Analise morfoldgica por escore da reepitelizagao e das crostas

Foram avaliados os escores morfolégicos da reepitelizacdo e das crostas em
cortes histolégicos das feridas conforme padronizado por Estevao e colaboradores
(2019). Primeiramente, a fim de se avaliar a quantidade da crosta que foi formada na
ferida excisional, as laminas apds coloragédo com HE, foram analisadas na objetiva de
4x e concedido scores morfolégicos das crostas para cada animal de cada grupo
(DMSO, TOX e TOY) nos tempos 1, 5, 7, 14 e 28 dias, de acordo com a tabela 01.

Tabela 1 - Scores morfolégicos das crotas em cortes histologicos de lesdes excisionais
coradas com HE (adaptado de ESTEVAO et al., 2019).

Pontuacao Parametro

0 Auséncia
1 Discreto
2 Moderado
3 Forte
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Para analise da reepitelizacao foi avaliada a formacéo da nova camada epitelial
usando o objetiva de 10x. Foi entdo concedido scores morfolégicos da formagao do
novo epitélio para cada animal de cada gruo (DMSO, TOX e TOY) nos tempos 1, 5,

7, 14 e 28 dias, de acordo com a tabela 02.

Tabela 2 - Scores morfolégicos da formagéo do novo epitélio em cortes histolégicos de lesdes
excisionais coradas com HE (adaptado de ESTEVAO et al., 2019).

Pontuacgao Parametro
0 AUSENCIA — sem reepitelizacao.
1 DISCRETA — Presenga de uma pequena nova

camada epitelial. A lingua epitelial ocupa no maximo 1/3

do espacgo da lesao.

2 MODERADA - Reepitelizagdo parcial ou quase
completa. A lingua epitelial ocupa mais de 1/3 do espacgo
da ferida.

3 TOTAL - Reepitelizagao completa.

A pontuacao foi conferida aos cortes por um unico observador. Os dados foram
apresentados em média por grupo. Os graficos semiquantitativos foram gerados no
Excel®.

.12 Avaliagao histopatolégica das amostras de pele e figado

Através de um microscépio optico convencional (Olympus®), as laminas de
pele coradas com Hematoxilina-Eosina foram analisadas para avaliagdo qualitativa
quanto a presenca de edema, padrdo do infiltrado inflamatério, extensao da lesao,
reepitelizacao e tecido de granulagéo nos diferentes periodos de observagéao. O figado

foi avaliado quanto a morfologia do parénquima hepatico.
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4.13 Avaliagao morfométrica dos leucécitos, mastécitos e dos vasos
sanguineos nas lesdes excisionais tratadas com éleo essencial de A.

conyzoides

As imagens histologicas das laminas coradas em HE e Azul de Toluidina, foram
capturadas por camera digital Olympus® EP50, acoplada ao microscépio Optico
Olympus® CX23, sob foco fixo e clareza de campo. As fotomicrografias foram
avaliadas através do software Imaged versao 1.44 (Research Services Branch, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Nos cortes histologicos de pele corados em HE foram quantificados os
leucocitos nos tempos de 1, 5 e 7 dias, que foram identificados a partir de sua
morfologia caracteristica. Os vasos sanguineos foram quantificados dos tempos de 5
e 7 dias. Foram considerados novos vasos aqueles que possuiam até trés células
endoteliais em sua parede, conforme figura 15. Os leucdcitos e os vasos sanguineos
foram quantificados em 10 campos por caso/lamina, a um aumento de 400X, sendo 4
campos dispostos no leito da lesédo, e 6 campos entre a lesdo e a derme adjacente,

conforme ilustra a Figura 16.
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Figura 15 - Vasos sanguineos considerados para quantificagao da neovascularizagdo. Em
destaque, com cor, o que foi considerado para a contagem dos novos vasos sanguineos. Aumento de
400x. Escala de 100 um. Imagem com coloragéo alterada no programa Fotor®. Fonte: Acervo do Autor.

1000 pm

Figura 16 - Areas da lesdao onde foram quantificados os leucécitos e os novos vasos. Em
destaque no quadrado, a representacdo da disposicdo dos campos (4 campos dispostos no leito da
lesédo, e 6 campos entre a lesdo e a derme adjacente) para a contagem dos leucdcitos e dos novos
vasos sanguineos. Coloragao em HE. Escala de 1000 um. Fonte: FERREIRA, 2022.

Para quantificagdo dos mastdcitos, as laminas correspondentes aos tempos de
1, 5, 7 e 28 dias foram coradas com azul de toluidina. Foram percorridos todos os
campos do leito da ferida bem como a sua margem a um aumento de 400x, conforme

ilustra a figura 17. Foram consideradas mastécitos quando essas células
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apresentavam morfologia caracteristica dessa linhagem. Posteriormente os

resultados foram expressos em numero de mastocitos por lesio.
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Figura 17 - Area da lesdo onde foram quantificados os mastécitos. Em destaque no quadrado, a
representacao da area da lesdo que foi percorrida para a contagem dos mastdcitos. Escala de 1000
pum. Coloragdo em Azul de Toluidina. Fonte: FERREIRA, 2022.

4.14 Avaliagao da deposicado de colageno nas lesdes excisionais tratadas com

oleo essencial de A. conyzoides

As laminas foram coradas com Tricrobmico de Masson e posteriormente foram
analisadas para avaliagao das fibras colagenas no tempo de 28 dias. Foi utilizado um
kit de coloragdo da empresa Wcor — Corantes e Solugdes para Laboratério, seguindo
0 seguinte protocolo:

* Desparafinizar, alcoolizar e lavar a lamina com agua destilada, suavemente;

» Cobrir o corte com o reagente A e deixar agir por 5 minutos;

 Lavar a lamina com agua destilada, suavemente;

» Cobrir o corte com o reagente B e deixar agir por 3 minutos;

» Cobrir o corte com o reagente C e deixar agir por 15 segundos;

 Lavar a lamina com agua destilada, suavemente;

« Cobrir o corte com o reagente D e deixar agir por 5 minutos;

» Lavar a lamina com agua corrente por 5 minutos e também lavar em agua
destilada, suavemente;

« Cobrir o corte com o reagente E e deixar agir por 5 minutos;

 Lavar a lamina com agua destilada, suavemente;

» Cobrir o corte com o reagente F e deixar agir por 5 minutos;
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* Nao lavar. Cobrir o corte com o reagente G e deixar agir por 5 minutos;

 Lavar a lamina com agua destilada, suavemente;

 Lavar a lamina com agua destilada, mergulhar nos alcodis, xilois e, usar meio
de montagem para montar com laminula.

As imagens histologicas das laminas coradas Tricrobmico de Masson, foram
capturadas por camera digital Olympus® EPS50, acoplada ao microscépio o6ptico
Olympus® CX23, sob foco fixo e clareza de campo. As fotomicrografias foram

avaliadas qualitativamente.

4.15 Avaliacao imuno-histoquimica dos macrofagos nas lesdées excisionais

tratadas com éleo essencial de A. conyzoides

Apos desparafinizagao e hidratagao, as amostras foram aquecidas em tampao
citrato para recuperagdo antigénica por 5 minutos. Apds atingirem novamente a
temperatura ambiente, as amostras foram deixadas em agua corrente por mais cinco
minutos. Os cortes foram circulados com uma caneta hidrofébica. Para inibicao
enddgena da peroxidase, os cortes foram incubados por 30 minutos em uma solugao
de H202 6%. Apos esse tempo foram lavados com PBS + Tween a 1%, por trés vezes,
durante 5 minutos cada lavagem. Em seguida, foram lavados somente com o PBS.
Posteriormente, os cortes foram incubados com a solucdo Normal Horse Serum 2,5%,
por 30 minutos, para bloqueio das ligagdes inespecificas. Apds esse tempo, os cortes
foram incubados com o anticorpo primario, levado a geladeira para overnight.

No dia seguinte, os cortes foram lavados com PBS, durante cinco minutos, por
trés vezes. Posteriormente os cortes foram incubados com o anticorpo secundario por
40 minutos. Trata-se de um anticorpo biotinilado. Mais uma vez, os cortes foram
lavados com PBS, durante cinco minutos, por trés vezes. Apos esse procedimento,
adicionou-se Vecastain Elite ABC complex, por mais 30 minutos. Mais uma vez, os
cortes foram lavados com PBS, durante cinco minutos, por trés vezes. O DAB foi
colocado sobre os cortes para que ocorra a revelagao. Os cortes foram lavados em
agua corrente por cinco minutos. As amostras foram contracoradas com hematoxilina
de Harris, lavadas em agua corrente por mais cinco minutos, e a seguir, desidratados,

para a montagem da lamina.
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4.16 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + SEM (erro padréo da média)
em cada grupo experimental, sendo comparadas as diferengas entre as médias do
Grupos Controles e dos Grupos Tratados. Foi feito o teste de normalidade pelo
Shapiro-wilk para confirmar se os valores estarao dentro da normalidade. Para analise
estatistica foi utilizado o Programa GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, CA, USA);
onde foi utilizado o teste One-Way ANOVA, seguido do pds teste Newman-Keuls, para
comparagao entre os quatro grupos (Salina, DMSO, TOX e TOY), nos tempos de 1, 5
e 7 dias; e entre os trés grupos (DMSO, TOX e TQOY), no tempo de 28 dias. Os

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

PARTE | — RESULTADOS DA EXTRAGAO E CARACTERIZAGAO DO OLEO
ESSENCIAL

5.1 Rendimento do 6leo essencial de A. conyzoides

Ao total foram realizadas cinco extracdes do 6leo essencial de A. conyzoides,
depois de diferentes tempos de armazenagem. Em cada extragdo foram utilizadas 20g
da droga vegetal seca. Os maiores rendimentos do 6leo essencial de A. conyzoides
foram observados nas duas primeiras extragdes, 1 e 2. Os demais rendimentos do

Oleo essencial de A. conyzoides, (3, 4 e 5), estdo expressos na tabela 03.

Tabela 3 - Rendimento do éleo essencial das folhas de A. conyzoides

Extracao Rendimento (%)
1 1,025
2 1,065
3 0,81
4 0,695
5 0,545

5.2 Analise dos constituintes do 6leo essencial de A. conyzoides

Ao avaliar os componentes da amostra, através da cromatografia gasosa
acoplada ao espectrobmetro de massas, encontrou-se no oleo essencial de A.
conyzoides os componentes quimicos descritos na tabela 04. Classificando os

compostos encontrados em constituintes quimicos, tem-se em maior quantidade:
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precoceno |, B-cariofileno e precoceno I, sendo eles: B-cariofileno, a-humuleno, 6-

demetoxi-ageratocromeno, germacreno D e ageratocromeno.

Tabela 4 - Composig¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de A. conyzoides

n° composto tr IK Composto %Rel
1 26,74 1,376 a-copaeno 0,38
2 27,09 1,388 B-bourbonene 0,79
3 27,35 1,388 B-cubebeno 3,46
4 28,89 1,419 B-cariofilneo 13,77
8 30,33 1,454 a-humuleno 5,07
9 30,96 1,463 6-demetoxi-ageratocromeno 37,16
10 31,78 1,48 germacreno D 6,36
11 32,16 1,495 y-amorfeno 3,18
12 32,32 1,515 cubelol 3,6
13 32,52 1,515 ionol 1,18
16 33,03 1,523 O-cadineno 1,25
18 33,35 1,522 B-sesquifelandreno 1,22
21 349 1,532 (Z)-nerolidol 1,67
23 35,46 1,575 germacreno D-4-ol 0,83
24 35,65 1,583 epoxicariofileno 2,43
27 36,77 1,599 widdrol 0,84
32 38,35 1,647 desmethoxiencecalina 0,67
33 38,8 1,66 ageratocromeno 6,6
34 38,97 1,676 androencecalinol 0,29
39 54 51 1,946 isofitol 0,58

O grafico do cromatograma com o0s picos representativos dos compostos
encontrados apds analise do dleo, estdo representados na Figura 18. O B-cariofileno
(pico 4), a-humuleno (pico 8), 6-demetoxi-ageratocromeno (pico 9), germacreno D
(pico 10) e ageratocromeno (pico 33), estdo também representados nos graficos do

espectrometro de massas, nas figuras 19, 20, 21, 22 e 23, respectivamente.
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PARTE Il — RESULTADOS DA AVALIAGAO MACROSCOPICA DA LESAO
EXCISIONAL

5.3 Avaliagao macroscopica qualitativa das les6es excisionais tratadas com o

6leo essencial de A. conyzoides

Os parametros avaliados na ferida quanto as caracteristicas macroscoépicas
apos inicio do tratamento foram: presenga de crostas ou sinais de ressecamento e
sinais inflamatdrios como edema e rubor. A figura 24 mostra as feridas confeccionadas
nos animais dos grupos Salina, DMSO, TOX e TOY; e as lesdes logo apds a
eutanasia, de acordo com os dias de tratamento de cada grupo.

Apds um dia de aplicagao do tratamento tépico, as feridas dos animais de
todos os grupos se apresentaram com poucas secregdes e com aspecto limpido. A
ferida dos animais do grupo TOX ja se apresentavam macroscopicamente menores
quando comparada aos demais grupos nesse dia.

Apos cinco dias de tratamento, as feridas da maioria dos animais, dos grupos
DMSO, salina e TOX, apresentavam-se secas, crostas com as bordas ja ressecadas,
auséncia de secregdes e crostas em desprendimento. Ja no grupo TOY dois animais
apresentavam feridas umidas e sem bordas em desprendimento, enquanto os demais
ja apresentavam feridas secas e com bordas em desprendimento.

Quanto ao aspecto macroscopico das lesdes, apds sete dias de tratamento,
nos grupos, observava-se feridas secas, crostas com as bordas ja ressecadas e
auséncia de secregbes. A maioria das lesbes do grupo TOX mantiveram-se
visivelmente menores que os demais grupos. Entretanto, no grupo salina, a maioria
das lesbes, aparentemente maiores que o0s demais grupos, apresentaram
macroscopicamente crostas mais espessas.

Ao final de 28 dias de tratamento, um animal do grupo DMSO apresentava
ainda lesao. As cicatrizes dos animais dos grupos TOX e TOY estavam nitidamente
menores quando comparadas ao grupo salina e posteriormente ao grupo DMSO
(Figura 24).
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5.4 Avaliacao da area das lesdes excisionais tratadas com o 6leo essencial de

A. conyzoides

Apds um dia de aplicacéo dos tratamentos tépicos nao foi observada diferenca
estatistica entre as areas das feridas entre os grupos, DMSO (39,069 mm? + 2,656),
salina (45,85 mm? £ 3,737) TOX (35,968 mm? + 3,058) e TOY (44,707 mm? + 3,540).

Nos grupos que receberam cinco dias de aplicagdo dos tratamentos topicos,
também n&o foram observadas diferengas estatisticas entre as areas das feridas entre
os grupos, DMSO (26,863 mm?+ 5,143), salina (26,46 mm?+6,617) TOX (24,787 mm?
+4,718) e TOY (26,436 mm? £ 5,351).

Aos sete dias de tratamento, observou-se diferenga estatistica entre a
area da lesdo em mm?, com p = 0,0112. O grupo tratado com TOX (9,291 mm? + 1,455)
foi estatisticamente significativamente melhor que o tratado com salina (25,26 mm? +
3,201) e com TOY (25,198 mm? + 4,830). Nao houve diferencga estatistica entre TOX
vs DMSO (14,741 mm? + 4.411), DMSO vs salina, TOY vs salina e TOY vs DMSO.

Ao final dos 28 dias de tratamentos, também n&o foram observadas diferengas

estatisticas entre os grupos, conforme figura 25 — A.

5.5 Taxa de fechamento das lesoes excisionais tratadas com o 6leo essencial de

A. conyzoides

Os resultados da taxa de fechamento da ferida estdo expressos na figura 25 —
B, para os grupos DMSO, salina, TOX e TOY nos tempos de 1, 5 e 7 dias; e para 0s
grupos DMSO, TOX e TOY no tempo de 28 dias.

Apos um dia de tratamento topico nao foi observada diferenca estatistica entre
as porcentagens de fechamento das feridas entre dos grupos, DMSO (23,67 % *
4,829), salina (12,95 % + 3,471) TOX (25,73 % + 5,699) e TOY (12,46 % + 5,797).
Apos cinco dias de tratamento, também n&o foram observadas diferengas estatisticas
entre os grupos, DMSO (50,15 % % 7,892), salina (53,36 % £ 9,932) TOX (46,69 % +
10,66) e TOY (52,95 % + 7,131).

Ap0Os sete dias de tratamento tépico, foram observadas diferencgas estatisticas

da taxa de fechamento da ferida, sendo p = 0,0026, entre os grupos: TOX (80,10 % %
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3,170) e TOY (40,19 % £ 9,507); DMSO (69,71 % + 7,580) e TOY (40,19 % + 9,507);
Salina (63,48 % + 4,288) e TOY (40,19 % + 9,507). Entre os demais grupos, salina vs
TOX, salina vs DMSO e DMSO vs TOY, nao foram observadas diferencgas estatisticas.

Ao final de 28 dias, também n&o foram observadas diferengas estatisticas entre
os grupos DMSO (99,89 % +0,111), TOX (100 % % 0,00) e TOY (100 % = 0,00).
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Figura 18 — O tratamento topico com o 6leo essencial de A. conyzoides interfere positivamente

na taxa de fechamento das lesdes excisionais em camundongos Swiss. Em A observa-se o grafico

representativo das médias das areas das feridas em mm? para os periodos de teste. Foi observada

diferenca estatistica entre os grupos TOX e salina; TOX e TOY aos 7 dias (p=0,0112). Em B observa-

se a taxa de fechamento da ferida nos animais expressas em porcentagem (%). Foram encontradas
diferengas estatisticas entre TOX e TOY; DMSO e TOY; salina e TOY, (p = 0,0026). Percebe-se que

no grupo TOX houve uma discreta melhora na taxa de fechamento da lesdo excisional desde os

primeiros dias de tratamento. Os valores foram expressos com média +SEM e com n=6. Foi realizado

os testes OneWay, ANOVA para analise de varidncia entre os grupos de cada tempo experimental. Em

seguida foi realizado o pds-teste Newman-Keuls *p < 0,05.
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PARTE Il - RESULTADOS DA AVALIAGAO MICROSCOPICA DA LESAO
EXCISIONAL

5.6 Avaliacao histopatoldgica qualitativa das lesdes excisionais tratadas com o

6leo essencial de A. conyzoides

ApoOs a eutanasia dos animais, as laminas foram confeccionadas, coradas com
HE e avaliadas qualitativamente quanto aos aspectos da lesdo inicial, como a
presenca de crosta, restos celulares e infiltrado inflamatério. A partir do quinto dia
foram avaliados qualitativamente os novos vasos, fibroblastos e deposi¢ao do tecido
de granulacdo. Apds 28 dias de tratamento foram avaliados principalmente a

deposigao das fibras colagenas.

5.6.1 A avaliagéo histopatolégica qualitativa das lesbes excisionais apés um dia de
tratamento com o 6leo essencial de A. conyzoides revelou um menor infiltrado

inflamatdrio no grupo TOX

Os animais do grupo salina, apos um dia de tratamento, apresentaram uma
presenca marcante de células inflamatodrias no leito da ferida e nos tecidos adjacentes,
com predominancia de neutrofilos. Esse infiltrado inflamatorio se apresentava
qualitativamente maior quando comparado aos grupos TOX e TOY que receberam o
Oleo essencial de A. conyzoides como tratamento. Havia a presenga de um tampao
hemostatico nas lesdes e logo abaixo desse a presenca de restos celulares e edema.
Os vasos apresentavam-se menos hiperemiados que os grupos DMSO, TOX e TOY,
e nao era possivel detectar células fibroblasticas.

Os animais do grupo DMSO, apds um dia de tratamento, apresentaram um
tampéao rico em fibrinas e restos celulares, proximas a borda da lesdo. Os vasos
sanguineos se apresentavam hiperemiados. Observou-se em todos os animais uma
area edemaciada com muitos fragmentos celulares abaixo do tampao hemostatico.

Foi observada a presenca de um infiltrado inflamatdrio nos tecidos adjacentes e no
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leito da lesdo sobre a rede de fibrinas, com predominio de neutrdfilos, seguido de
linfocitos. O infiltrado inflamatdrio apresentava-se qualitativamente maior quando
comparado aos grupos TOX e TOY, e qualitativamente menor quando comparado ao
grupo salina. Uma concentragao de tecido adiposo foi observada na extenséo da leséo
na maioria dos animais.

Os animais do grupo TOX, apés um dia de tratamento, também apresentaram
um tampao hemostatico rico em fibrinas e restos celulares. Os vasos sanguineos
apresentavam-se caracteristicos ao grupo DMSO. No leito da ferida e nas
adjacéncias, percebeu-se um infiltrado inflamatério mais discreto quando comparado
ao grupo salina e DMSO, com predominancia de neutrdfilos. Ja era possivel perceber
a presenca de células fibroblasticas migrando para o leito da ferida.

Ja nos animais do grupo TOY, ap6s um dia de tratamento, observou-se um
tampao formado com caracteristicas proximas aos grupos DMSO e TOX. Abaixo
desse tampao hemostatico, notava-se um tecido edemaciado e com restos celulares.
O infiltrado inflamatério apresentava-se predominantemente com células
polimorfonucleares (neutréfilos), em menores quantidades que o grupo salina e
DMSO. A maioria dos restos celulares estavam sobre a malha formada no leito da
ferida e também havia a presencga de alguns leucdcitos ja nessa area. Notava-se a
presenca de células fibroblasticas migrando para o leito da lesao.

Todos os sinais acima descritos sdo caracteristicos da fase inicial do processo
de cicatrizagdo: hemostasia e reagao inflamatéria. Porém, ja era possivel observar
nos grupos TOX e TOY, a presenca precoce de células fibroblasticas, além de um
infiltrado inflamatoério bem menor quando comparado aos grupos salina e DMSO. Tais

achados podem ser observados na figura 26.
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5.6.2 Avaliagao histopatologica qualitativa das lesdes excisionais apds 5 dias de
tratamento com o 6leo essencial de A. conyzoides revela um atraso na deposi¢ao do

tecido de granulacédo nos grupos TOX e TOY

Decorridos cinco dias de tratamento com o 6leo essencial de A. conyzoides as
feridas foram processadas, coradas com HE e analisadas de forma qualitativa. Nos
animais tratados durante cinco dias com salina ja era possivel observar o inicio da
reepitelizacdo. Os animais apresentavam uma crosta mais espessa. Observou-se que
esse grupo apresentava uma ligeira melhora na deposi¢cdo do tecido de granulagao
no leito da ferida quando comparado aos demais grupos desse tempo. Os vasos
sanguineos apresentavam-se menos hiperemiados, e os tecidos com focos
hemorragicos, principalmente abaixo da crosta. O infiltrado inflamatério era maior que
nos demais grupos. Encontrava-se area de edemas proximas a borda da lesao e
acima do tecido adiposo. Era possivel notar as primeiras células fibroblasticas no leito
da ferida, ainda que em menor quantidade quando comparada aos demais grupos.

A reepitelizagdo também foi iniciada nos animais do grupo DMSO. Era possivel
observar a crosta na superficie da lesdo, com poucos restos de celulares abaixo. O
leito da ferida estava preenchido com tecido de granulacéo. Percebia-se um menor
numero de células inflamatorias em relagéo ao grupo salina. Além disso, era possivel
visualizar uma nova vascularizacao e a presenca de células fibroblasticas na area da
lesao.

Os animais do grupo TOX apresentavam uma crosta mais espessa, com a
presenca de edema logo abaixo dela e restos celulares. A reepitelizagdo estava em
andamento e as células do epitélio multiplicavam-se em dire¢cao ao centro da ferida.
Quando comparado ao grupo salina, o depdsito do tecido de granulagao estava um
pouco mais tardio, acumulando-se principalmente nas laterais da ferida. Um tampao
de fibrina preenchia toda a area da lesdo dos animais. Encontravam-se células
fibroblasticas no leito da ferida e poucas células inflamatoérias.

Nos animais do grupo TOY a reepitelizagdo encontrava-se bem no inicio. O
depdsito do tecido de granulagcdo também era inicial e atrasado em relagao a salina,
porém estava melhor em relagdo ao grupo TOX. A presenga de neovasos era discreta

em relagao ao grupo DMSO.
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De modo geral, os grupos DMSO, TOX e TOY, apresentaram um menor
infiltrado inflamatério € um maior numero de células fibroblasticas, quando

comparados ao grupo salina. Tais achados podem ser observados na figura 27.
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5.6.3 Avaliagao histopatolégica qualitativa das lesdes excisionais apos 7 dias de
tratamento com o 6leo essencial de A. conyzoides revela uma diminuigdo do padréao

inflamatorio e aumento dos neovasos em todos os grupos

Apds sete dias da confeccdo da lesdo e tratamento das mesmas, foi
observado em todos os grupos a presenca do tecido de granulagdo. No grupo salina
era possivel notar a presencga do tecido de granulagdo mais depositado nas bordas
da lesdo. Quando comparado ao grupo DMSO, esse tecido se apresentava menos
espesso. Era possivel notar, mesmo que qualitativamente, menor numero de células
fibroblasticas e maior infiltracdo de neutrdfilos. A reepitelizagao ja era observada,
porém nao completa. Presenca de focos de hemorragia e fibrina sob a crosta.

No grupo DMSO notava-se que a reepitelizagdo estava em andamento, porém
nao completa, apesar de estar mais avangada em alguns animais. Quanto ao tecido
de granulagdo, esse preenchia a area da lesdao e era mais espesso, quando
comparado ao grupo salina. Presenca de um menor infiltrado inflamatorio, com
predominio de células mononucleares. Encontrava-se um numero elevado células
fibroblasticas e de novos vasos quando comparados ao demais grupos.

Quanto ao grupo TOX, a reepitelizacdo também se encontrava em
andamento, a deposi¢ao do tecido de granulacéo estava semelhante ao grupo DMSO
e o infiltrado inflamatério também estava menor, com predominio de células
mononucleares. No leito da ferida notava-se a presenga de neovasos € um numero
elevado de células fibroblasticas.

No grupo TQOY, a reepitelizagdo estava mais tardia e a crosta se apresentava
mais espessa. Encontrava-se uma quantidade maior de restos celulares embaixo da
crosta quando comparado aos grupos DMSO e TOX. Com fibrina no leito da ferida e
inicio da deposicao do tecido de granulagdo que apresentava atraso. O infiltrado
inflamatorio apresentava-se também menor. Tais achados podem ser observados na

figura 28.
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5.6.4 Avaliagcao histopatoldgica qualitativa das lesdes excisionais apds 28 dias de
tratamento com o 6leo essencial de A. conyzoides mostrou completa reepitelizagéao

nos animais do grupo TOX e TOY

Ao avaliar qualitativamente e microscopicamente as feridas dos animais do
grupo DMSO, apés 28 dias de tratamento, notou-se que apenas um animal nao
apresentava uma completa reepitelizagcdo. Tal fato corrobora com a analise
macroscopica da lesdo. Os demais animais apresentavam um epitélio um pouco mais
hiperproliferado. As fibras da derme apresentavam-se densas e era possivel notar
fibroblastos no leito da cicatriz. Devido a alta densidade das fibras na derme néo foi
possivel fazer a diferenciacdo quanto a disposicéo das fibras. No entanto percebe-se
que os fibroblastos estdo dispostos longitudinalmente.

No grupo TOX todas as lesdes estavam cicatrizadas, com um denso depdsito
de matriz e uma reducdo no numero de fibroblastos quando comparados ao grupo
DMSO. Os mesmos apresentam-se dispostos de maneira longitudinal na area de
reparo. Observa-se um numero reduzido de células inflamatérias e era possivel ainda
encontrar neovasos no leito da cicatriz.

A maioria dos animais do grupo TOY, apods 28 dias de tratamento,
apresentavam um epitélio também um pouco hiperproliferado. A matriz depositada
encontrava-se semelhante ao grupo TOX. Ainda foram encontrados fibroblastos
dispostos em sua maioria de forma longitudinal. Em alguns campos observou-se
fibroblastos dispostos de maneira desordenada. Também foi observado um numero
reduzido de células inflamatdrias e a presenca de neovasos no leito no novo tecido
formado.

Nao foi encontrado a presenca de nervos, foliculos pilosebaceos ou outros
anexos na area da cicatriz. Embora todos os animais estivessem em estagio de
remodelamento, percebe-se um avango qualitativo desse estagio nos animais do

grupo TOX. Tais achados podem ser observados na figura 29.
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5.7 Avaliagao da reepitelizagao e da crosta das lesdes excisionais tratadas com

o 6leo essencial de A. conyzoides

Para avaliar a reepitelizacdo e as crostas das lesbdes excisionais, apos
processamento e coloragcao das laminas em HE, os cortes foram pontuados de acordo
com os parametros de cada analise morfologica. Dessa forma, apds analise dos cortes
e pontuacgao pelo escore, nota-se que os animais dos grupos TOX e TQOY, apos 28
dias de tratamento com o 6leo essencial de A. conyzoides, nao apresentavam crostas

na superficie da lesdo, conforme indica a figura 30.

4 [M Salina
B DMSO
[J TOX
O Toy

Escore das Crostas
N
1

1 (liia 5 d'ias T d'ias 28 ('iias

Figura 19 — Apos 28 dias de tratamento topico com o 6leo essencial de A. conyzoides, os animais
dos grupos TOX e TOY nao apresentavam mais crostas. Apds pontuagédo do escore, é possivel
notar que os animais dos grupos TOX e TOY apds 28 dias de tratamento, ndo apresentavam crotas na

superficie da lesao.
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A partir do quinto dia de tratamento, ja era possivel observar o inicio da
epitelizagdo nos grupos DMSO, TOX e TOY. A partir do décimo quarto dia de
tratamento, essa epitelizacado se torna completa e uniforme em todos os grupos. Apos
vinte e oito dias de tratamento, um animal do grupo DMSO nao apresentava
epitelizacdo completa. Apds analise dos cortes e pontuacido pelo escore, pode-se

observar os resultados na Figura 31.
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Figura 20 — Apés 28 dias de tratamento tépico com o 6leo essencial de A. conyzoides, todos os
animais dos grupos TOX e TOY apresentavam completa epitelizagdo. Apds pontuagéo do escore,
€ possivel notar que os animais dos grupos TOX e TOY apos 28 dias de tratamento, apresentavam

lesdes completamente epitelizadas.

5.8 Avaliagao morfométrica dos leucécitos das lesoes excisionais tratadas com

o 6leo essencial de A. conyzoides

Apds 1, 5 e 7 dias da confecgao da leséo, as laminas histopatolégicas coradas

com HE foram avaliadas quanto ao numero de leucécitos no leito da lesao.
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O infiltrado inflamatério apds um dia de tratamento foi maior nos grupos salina
(62,76 = 10,380) e DMSO (60,87 = 4,685). O numero de leucdcitos mostrou-se
estatisticamente menor nos grupos que receberam o tratamento com o 6leo essencial
de A. conyzoides: grupos TOX (36,85 + 3,637) e TOY (34,82 + 3,990) em relagao ao
grupo salina e DMSO, com p = 0,0042, conforme ilustra figura 32.

Na morfometria dos leucécitos no tempo de cinco dias foram observadas
diferengas estatisticas entre os grupos analisados, sendo p = 0,0026. As diferengas
foram observadas entre os grupos DMSO (27,083 £ 4,429), TOX (27,54 + 3,281) e
TOY (22,537 £ 1,350) em relagédo ao grupo salina (52,14 £ 8,791), conforme ilustra a
figura 33.

Apos sete dias de tratamento, foram observadas diferencgas estatisticas, entre
os grupos DMSO (34,02 £ 3,115), TOX (39,751 + 2,927) e TOY (28,440 + 3,288) com
o grupo salina (56,800 + 7,302), sendo p = 0,0022, conforme ilustra a figura 34.
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Figura 21 — A aplicagao topica do 6leo essencial de A. conyzoides diminuiu o infiltrado
inflamatério dos grupos TOX e TOY apdés um dia de tratamento. Em A fotomicrografias
representativas da area da lesdo, coradas com HE, aumento 400x, escala de 100 um, do grupo que
recebeu salina. Em B fotomicrografias representativas da area da lesdo, coradas com HE, aumento
400x, escala de 100 um, do grupo que recebeu DMSO. Em C fotomicrografias representativas da area
da lesdo, coradas com HE, aumento 400x, escala de 100 um, do grupo TOX, tratado com éleo essencial
de A; conyzoides. Em D fotomicrografias representativas da area da leséo, coradas com HE, aumento
400x, escala de 100 pym, do grupo TOY, tratado com 6éleo essencial de A. conyzoides. Em E avaliagéo
morfométrica dos leucécitos no tempo de um dia. Observa-se uma redugido estatisticamente
significativa do infiltrado inflamatério nos grupos que receberam o éleo essencial de A. conyzoides, p =
0,0042. Os valores foram expressos com média + SEM e com n=6. Foi realizado os testes OneWay,
ANOVA para analise de varidncia entre os grupos de cada tempo experimental. Em seguida foi
realizado o pos-teste Newman-Keuls sendo considerado p < 0,05. As diferencas estatisticas entre os
grupos sao representadas por um colchete e um asterisco. Coloragdo em HE.
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Figura 22 — A aplicagdo tépica do d6leo essencial de A. conyzoides diminuiu o infiltrado
inflamatério dos grupos DMSO, TOX e TOY apés cinco dias de tratamento. Em A fotomicrografias
representativas da area da lesdo, coradas com HE, aumento 400x, escala de 100 um, do grupo que
recebeu salina. Em B fotomicrografias representativas da area da lesdo, coradas com HE, aumento
400x, escala de 100 um, do grupo que recebeu DMSO. Em C fotomicrografias representativas da area
da lesdo, coradas com HE, aumento 400x, escala de 100 um, do grupo TOX, tratado com éleo essencial
de A; conyzoides. Em D fotomicrografias representativas da area da leséo, coradas com HE, aumento
400x, escala de 100 pum, do grupo TQOY, tratado com dleo essencial de A. conyzoides. Em E avaliagéo
morfométrica dos leucécitos no tempo de cinco dias. Observa-se uma redugdo estatisticamente
significativa do infiltrado inflamatério nos grupos DMSO, TOX e TOY, com p=0,0026. Os valores foram
expressos com média + SEM e com n=6. Foi realizado os testes OneWay, ANOVA para analise de
variancia entre os grupos de cada tempo experimental. Em seguida foi realizado o pés-teste Newman-
Keuls sendo considerado p < 0,05. As diferengas estatisticas entre os grupos sao representadas por
um colchete e um asterisco. Coloragdo em HE.
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Figura 23 — A aplicagdo tépica do 6leo essencial de A. conyzoides diminuiu o infiltrado
inflamatério dos grupos DMSO, TOX e TOY apés sete dias de tratamento. Em A fotomicrografias
representativas da area da lesdo, coradas com HE, aumento 400x, escala de 100 um, do grupo que
recebeu salina. Em B fotomicrografias representativas da area da lesdo, coradas com HE, aumento
400x, escala de 100 um, do grupo que recebeu DMSO. Em C fotomicrografias representativas da area
da lesdo, coradas com HE, aumento 400x, escala de 100 um, do grupo TOX, tratado com éleo essencial
de A; conyzoides. Em D fotomicrografias representativas da area da leséo, coradas com HE, aumento
400x, escala de 100 pum, do grupo TQOY, tratado com dleo essencial de A. conyzoides. Em E avaliagéo
morfométrica dos leucécitos no tempo de cinco dias. Observa-se uma redugdo estatisticamente
significativa do infiltrado inflamatério nos grupos DMSO, TOX e TOY, com p=0,0022. Os valores foram
expressos com média + SEM e com n=6. Foi realizado os testes OneWay, ANOVA para analise de
variancia entre os grupos de cada tempo experimental. Em seguida foi realizado o p6s-teste Newman-
Keuls sendo considerado p < 0,05. As diferencas estatisticas entre os grupos sao representadas por
um colchete e um asterisco. Coloragdo em HE.
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5.9 Avaliagao morfométrica dos mastocitos das les6es excisionais tratadas com
o o6leo essencial de A. conyzoides revela um aumento no niumero dessas

células ap6s 28 dias de tratamento nos grupos TOX e TOY

Apods 1, 5, 7, e 28 dias da confecgao da leséo, as laminas histopatolégicas
foram coradas com Azul de Toluidina e avaliadas quanto ao nimero de mastdcitos no
leito da leséo

Na analise morfométrica dos mastdcitos, apos 1, 5 e 7 dias de tratamento, ndo
foram observadas diferengas significativas entre os grupos estudados. Em um dia
DMSO (31,25 * 3,449), TOX (36,25 £ 3,881) e TOY (30,75 * 4,888). Em cinco dias,
DMSO (33,25 + 1,548), TOX (38,0 £ 9,609) e TOY (39,6 £ 5,325). Em sete dias, DMSO
(58,5 £ 88,55), TOX (45,75 + 4,211) e TOY (40,25 + 4,211). Em relagéo a distribuigéo
dessas células, em todos os grupos, foi observado um nimero menor de mastocitos
na area da lesdo, enquanto as bordas e a derme adjacente apresentaram um numero
maior dessas células, conforme ilustra a figura 35.

Apds o tempo final de 28 dias de tratamento, a analise morfométrica dos mastdcitos
revelou uma diferenca estatistica entre os grupos TOX (200,0 + 28,0) vs DMSO (110,0
1+ 17,24) e TOY (179,8 + 21,76) vs DMSO (110,0 + 17,24), sendo p = 0,0275 (Figura
36). Em relagdo a distribuicdo dessas células, foi possivel notar uma presenca
marcante de mastécitos no leito da cicatriz e na derma adjacente dos animais dos
grupos TOX e TOY. Enquanto os animais do grupo DMSO apresentaram um menor

infiltrado de mastdcitos.
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Figura 24 — A aplicagdo topica do 6leo essencial de A. conyzoides nao altera o numero de
mastoécitos nos tempos de 1, 5 e 7 dias. Em A, fotomicrografias representativas das lesdes
excisionais dos animais tratados com salina, DMSO e com o 6leo essencial de A. conyzoides (grupos
TOX e TQY), duas vezes ao dia, nos periodos de 1, 5 e 7 dias, apds coloragdo com azul de toluidina
para andlise dos mastécitos. As setas pretas indicam os mastdcitos. Aumento de 400x. Escala de
barras 100um. Em B, o grafico estatistico da analise do numero de mastdcitos por lesdo. Os valores
foram expressos com média +SEM e com n=6. Foi realizado os testes OneWay, ANOVA para analise
de variancia entre os grupos de cada tempo experimental. Em seguida foi realizado o pds-teste
Newman-Keuls sendo considerado p < 0,05. Coloragao Azul de Toluidina.
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Figura 25 - A aplicagao topica do 6leo essencial de A. conyzoides altera o nimero de mastocitos
no tempo de 28 dias. Fotomicrografias representativas das lesdes excisionais dos animais tratados
com DMSO e dos animais tratados com o 6leo essencial de A. conyzoides (grupos TOX e TOY), duas
vezes ao dia, no periodo de 28 dias, apds coloragdo com azul de toluidina para analise dos mastdcitos.
Em A, no aumento de 100x, escala de barras 500um, percebe-se um aumento no ndimero dos
mastdcitos no leito da lesdo dos grupos TOX e TOY. No aumento de 400x, escala de barras 100um, as
setas pretas indicam os mastdécitos. Na avaliagdo morfométrica entre os animais dos grupos controle,
TOX e TOY no tempo de 28 dias percebe-se uma diferenga estatistica entre os grupos TOX vs DMSO
e os grupos TOY vs DMSO, sendo p=0,0275. Em B o grafico estatistico da analise do niumero de
mastocitos por lesao. Os valores foram expressos com média +SEM e com n=6. Foi realizado os testes
OneWay, ANOVA para analise de variancia entre os grupos de cada tempo experimental. Em seguida
foi realizado o pos-teste Newman-Keuls sendo considerado p < 0,05. As diferengas estatisticas entre
0s grupos sao representadas por um colchete e um asterisco. Coloragdo Azul de Toluidina.
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5.10 Avaliagdo morfométrica dos vasos sanguineos das lesdes excisionais

tratadas com o 6leo essencial de A. conyzoides nos tempos de 5e 7

No periodo de 5 e 7 dias foram quantificados 0os novos vasos sanguineos visto
que nesses tempos ja se observava o inicio do processo da angiogénese. Foi
considerado um novo vaso aquele que apresentasse até trés células endoteliais em
sua parede.

Nos animais dos grupos tratados no tempo de cinco dias nao foram
observadas diferengas estatisticas, sendo salina (1,740 + 0,4130), DMSO (2,067 +
0,4264), TOX (1,375 £ 0,2287) e TOY (1,883 + 0,2688). Também néo foi observada
nenhuma diferenga estatistica na quantidade de novos vasos formados entre os
grupos salina (2,040 + 0,2542), DMSO (3,425 £ 0,9437), TOX (2,700 + 0,3022) e TOY
(1,872 + 0,6420) no tempo de 7 dias. Tais resultados podem ser observados na figura
37.
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5.11 Avaliacdao da deposicao das fibras colagenas das lesGes excisionais

tratadas com o 6leo essencial de A. conyzoides

Os grupos DMSO, TOX e TOY, foram comparados entre si, apdés 28 dias de
tratamento, por meio da coloragdo com o tricromico de Masson, para analise da

deposigao das fibras colagenas durante a fase de remodelamento.

No 28° dia, as lesdes dos animais tratados com DMSO, em relagédo aos grupos
TOX e TOY, apresentaram maior concentragcao de tecido de granulagédo, com fibras
colagenas mais desorganizadas na regidao da derme papilar e com fibras colagenas
de menor espessura na regidao da derme reticular. As lesbes dos animais do grupo
TOX apresentaram uma maior substituicdo do tecido de granulagdo por fibras
colagenas, que se apresentavam desorganizadas tanto na derme papilar como na
derme reticular. As lesdes dos animais do grupo TOY apresentaram uma substitui¢ao,
quase que completa, do tecido de granulagéo por tecido conjuntivo denso, com fibras
colagenas organizadas, mais espessas e dispostas em paralelo, em todas as regides
da derme, apresentando uma possivel agao favoravel a deposicéo e disposi¢cao das

fibras colagenas, conforme ilustra a figura 38
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5.12 Avaliagao imuno-histoquimica dos macrofagos na lesao excisional nos

animais tratados com o 6leo essencial de A. conyzoides

Foi observado a partir de um dia a presenca de macréfagos nas bordas da
ferida e no leito da les&o. Para confirmacéo da presenca dessas células, nesse tempo,
foi realizada a imuno-histoquimica. Apdés marcagcdo e anadlise qualitativa dos
macrofagos, percebe-se maior infiltragcdo dessas no grupo DMSO, seguido do grupo

TOY, TOX e salina, conforme figura 39.
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Figura 26 — Imunomarcag¢ao com o anticorpo F480, nas feridas excisionais, no tempo de um dia.
Fotomicrografias representativas das lesdes excisionais dos animais dos grupos salina, DMSO, TOY e
TOY, aumento 400x, escala 100um. No grupo DMSO evidencia-se qualitativamente uma maior

presenca de macrofagos. As setas brancas indicam os macréfagos.
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PARTE IV - RESULTADOS DA AVALIAGAO DOS FiGADOS

5.13 Avaliagdo macroscoépica e histopatoléogica dos figados dos animais

tratados com o 6leo essencial de A. conyzoides

Apos eutanasia, os figados foram retirados, pesados e processados
histologicamente, para avaliagao de possiveis lesées hepaticas. Em relagdo ao peso
do 6rgéo, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos. Apos 7 dias de tratamento, os valores encontrados foram: DMSO (2,249 g +
0,125), TOX (2,436 g + 0,197) e TOY (2,330 g £ 0,111). Apds 28 dias, DMSO (2,230
g +0,079), TOX (1,978 g + 0,183) e TOY (2,336 g + 0,115), conforme ilustra a figura
40 - B.

Em relagao a avaliagdo anatomopatoldgica, ndo foram observadas alteracdes
macro e microscopica na morfologia dos figados nos tempos de 7 e 28 dias.
Macroscopicamente, a arquitetura hepatica estava preservada e sem evidéncias de
necrose. Microscopicamente, o parénquima hepatico estava preservado, sem a
presenca de areas de necrose. Os hepatécitos se apresentavam normais e
poliédricos, com citoplasma acidéfilo normal devido ao grande numero de
mitocdndrias nessas células e auséncia de acumulos intracelulares anormais. Os
capilares sinusoides nao apresentaram sinais de alteragao, conforme ilustra a figura
40 - A.
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Figura 27 — A aplicagao tépica do 6leo essencial de A. conyzoides néao altera o peso do figado
dos animais em contato com a substancia em pesquisa. Em A, fotomicrografias representativas do
tecido hepatico, aumento de 400x, escala 100um, dos grupos DMSO, TOX e TOY nos tempos de 7 e
28 dias. Nao se percebe diferenga morfolégica entre os tecidos. Em B, o grafico estatistico do peso em
gramas (g) do figado dos animais do grupo DMSO, TOX e TOY nos tempos iniciais e finais do
tratamento com o 6leo essencial de A. conyzoides. Sem diferencgas estatisticas significativas do peso
do 6rgao entre os grupos. Os valores foram expressos com média +SEM e com n=6. Foi realizado os
testes OneWay, ANOVA para analise de variancia entre os grupos de cada tempo experimental. Em
seguida foi realizado o pds-teste Newman-Keuls sendo considerado p < 0,05. Coloragao em HE.
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6. DISCUSSAO

6.1 Extracao e caracterizagao do 6leo essencial

Uma importante revisdo sobre a familia Asteraceae, aponta estudos sobre o
efeito antinflamatodrio, analgésico, anticancerigeno, antimicrobiano, cicatrizante e
radioprotetor dessa familia (JAYASUNDERA et al., 2021). Nosso estudo buscou
avaliar o efeito do 6leo essencial de A. conyzoides no processo de cicatrizagcado de
feridas cutaneas excisionais em camundongos. O processo de cicatrizagao de feridas
visa recuperar e restaurar o tecido cuténeo lesado, a fim de substituir as estruturas
que foram danificadas e perderam sua funcionalidade (TRINH et al., 2022). Os
resultados obtidos nessa pesquisa indicam um efeito benéfico do 6leo essencial dessa
planta na fase inflamatéria e na fase de remodelamento da cicatrizacdo de lesdes
cutaneas.

Os 6leos essenciais sao obtidos a partir do metabolismo secundario dos
vegetais. Sdo misturas complexas de moléculas organicas, como as das classes dos
terpenoides e alcaloides. Sao produzidos e armazenados por quase todas as partes
do vegetal, incluindo folhas e flores. Além disso, apresentam-se volateis e aromaticos
(MELO E CROTTI, 2017). Os achados deste estudo mostram que o rendimento do
Oleo essencial de A. conyzoides foi de 0,828 + 0,219 (média £ desvio padrao). Melo e
colaboradores (2011) obtiveram um rendimento menor, de 0,09% para extracdo do
Oleo essencial de A. conyzoides. Por outro lado, nosso resultado esta mais proximo
ao de Jaya e colaboradores (2014), que obtiveram 0,5% de rendimento. Estudos
apontam que o rendimento apds a extracdo de diferentes 6leos essenciais por
hidrodestilagao sédo baixos, podendo chegar abaixo de 1% (MONTEIRO et al., 2017;
DEGENHARDT et al.,, 2016), esse valor se correlaciona favoravelmente ao nosso
achado.

Soma-se a isso que fatores externos, como hora da colheita do vegetal,
localidade (OZCAN e CHALCHAT, 2002), temperatura extrativa e o tempo de extragao
podem influenciar no rendimento dos 6leos essenciais (PRINS, LEMOS e FREITAS,

2006), o que podem explicar as diferengas entre nossos achados e a literatura.
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Estudos ainda apontam para diferencas entre o teor de 6leo essencial de A.
conyzoides coletados em localidades distintas. Apds a extragdo, o teor de dleo
encontrado para o vegetal coletado em um determinado municipio brasileiro foi de
0,70% enquanto em outro municipio foi de 0,48%. Fatores como genética das plantas,
podem ter influenciado na quantidade extraida do 6leo essencial (CASTRO et al.,
2004).

O método de hidrodestilagcao escolhido para extracdo do 6leo essencial de A.
conyzoides, nao utiliza solventes organicos em sua metodologia, o que proporciona
um extrato de alta qualidade sem resquicios de solventes quimicos. Tal método pode
ser empregado industrialmente (SOUZA et al., 2022) o que abre possibilidades futuras
de incorporar o 6leo de A. conyzoides em alguma forma farmacéutica. Porém, faz-se
necessario buscar alternativas mais faceis e acessiveis para melhorar a eficacia do
processo extrativo e o rendimento do 6leo essencial.

Apos extragcdo, o Oleo essencial de A. conyzoides foi caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM). Trata-se de
uma técnica padrdo para quantificar e identificar os compostos do 6leo essencial
(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2007). Foram encontrados em maior
quantidade, os seguintes compostos: precoceno |, p-cariofileno e precoceno Il. Esses
resultados se correlacionam favoravelmente com os achados de Pintong e
colaboradores (2020) e Bayala e colaboradores (2014), que obtiveram também os
mesmos componentes quimicos majoritarios. Nossos resultados também sao
consistentes com os estudos de Rosario e colaboradores (2019), que obtiveram na
extracdo por hidrodestilacdo do dleo essencial de A. conyzoides, como o principal
composto quimico, precoceno I. Também confirma nossos achados os estudos de
Melo e colaboradores (2011), que obtiveram 74,3% para o composto quimico
precoceno | e 14,23% para o cariofileno, sendo os componentes majoritarios nessa
extragao.

Em contraste com nossos achados, foi descrito na literatura que a porcentagem
de precoceno |Il, foi majoritaria apds extragdo do 6leo essencial de A. conyzoides,
obtidos apods propagacdo de mudas dos municipios de Mariana, Visconde do Rio
Branco e Vigosa (CASTRO et al, 2004). As correlagbes observadas para essa
divergéncia da composig¢do quimica dos 6leos essenciais, sdo diversas e variam de

acordo com caracteristicas como as condigdes ambientais e de cultivo, o que pode
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afetar a producdo desse metabdlito secundario pelo vegetal (SIMOES e SPITZER,
2004). Outros fatores que podem afetar diretamente a composigdo quimica dos 6leos
essenciais sao indice de pluviosidade, indice de radiacdo ultravioleta, idade do
vegetal, ataque de patdégenos e os nutrientes presentes no solo (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007).

6.2 Avaliagao macroscépica da lesao excisional

Um achado desse estudo é a redugdo do tamanho da ferida dos animais
tratados com o 6leo essencial de A. conyzoides a partir do quinto dia. Arulprakash e
colaboradores (2012) também observaram nos animais tratados com o extrato
etandlico de A. conyzoides uma reducéo significativa do tamanho da ferida. Chah e
colaboradores (2006), apés terem feito uma incisao circular de 20 mm de didmetro no
dorso dos ratos e trata-las com o extrato metanolico de A. conyzoides, notaram uma
diminuicdo da area da ferida nos tempos testados em todos os grupos. Epitelizagcéo
avancada e o didmetro das feridas gradativamente mais estreitos, também foram
achados apontados em outro estudo que utilizou o extrato de A. conyzoides associado
ao mel (MUSTAFA et al., 2005) e em nosso estudo foi possivel notar uma diminuigéo
da area da ferida no grupo TOX, tratado com o éleo essencial de A. conyzoides, ja no
sétimo dia.

Apos 28 dias de tratamento, os grupos que receberam o 6leo essencial de A.
conyzoides estavam completamente epitelizados. Tal achado vai ao encontro de
estudos que demonstraram que a administracado tépica do extrato etandlico de A.
conyzoides induziu uma reepitelizagado rapida nos animais tratados, com feridas mais
resistentes a tragdo quando comparadas ao controle (ARULPRAKASH et al., 2012).
Em humanos a reepitelizagdo € a principal responsavel pelo fechamento da ferida
SORG et al., 2017). Por isso, além de avaliarmos a reepitelizagdo desses animais,
avaliamos também a nova vascularizacéo, a deposi¢cao das fibras colagenas, bem

como algumas células envolvidas no processo, como os leucocitos e os mastacitos.
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6.3 Constituintes do A. conyzoides e sua relagdo com as células inflamatérias e

a cicatrizagao

Estudos mostram que a inflamagédo em excesso pode prejudicar a cicatrizagao
normal de feridas (WANG et al., 2019). Os animais tratados com o 6leo essencial de
A. conyzoides, mostraram uma reducgao significativa do infiltrado inflamatério quando
comparado ao grupo salina. Trabalhos realizados em outros modelos experimentais
também demonstraram o efeito anti-inflamatério de A. conyzoides. O precoceno,
principal composto quimico encontrado no 6leo de A. conyzoides, faz parte de um
grupo de metabodlitos denominado os cromenos (SIMOES et al., 2004). Os cromenos
ja foram descritos na literatura como agentes inibitérios do processo inflamatério, o
que pode justificar o fato de ter-se observado uma redugéo no infiltrado inflamatorio
descrito neste trabalho.

Em um modelo in vivo de edema de pata de ratos, induzido pela carragenina,
foi possivel observar os efeitos anti-inflamatérios dos cromenos (CHUNG et al., 2015).
Em outro estudo, de modelo de edema de pata, tratados com derivados cromenos,
também mostrou uma reducgdo significativa do edema e consequentemente do
processo inflamatério (NASEER e HUSAIN, 2019). Outro estudo que comprova a
atividade anti-inflamatoria de A. conyzoides € o de Vikasari e colaboradores (2022),
no qual foi utilizado o extrato etandlico de A. conyzoides. A inflamagdo também foi
induzida com carragenina. O extrato, em todas as doses do estudo, apresentou uma
inibicdo da resposta inflamatéria quando comparado ao controle. Até onde foi possivel
pesquisar na literatura, nosso estudo € o primeiro a relatar evidéncias do efeito anti-
inflamatdrio do éleo essencial de A. conyzoides, em um modelo de cicatrizagdo de
feridas excisionais.

Apesar de outros estudos terem encontrado constituintes da folha de A,
conyzoides, diferente dos encontrados por nos, eles também observaram uma
melhora na cicatrizagao. Um estudo relata que o tratamento com o extrato etandlico
de A. conyzoides L. de flores roxas, junto com a C. asiatica e o astaxanthin,
apresentou uma melhora na atividade cicatrizante de feridas. Os autores discutem que
os flavonoides das folhas de A. conyzoides, kaempferol e quercetina, foram os

responsaveis pelas atividades anti-inflamatdrias, imunomoduladora e antioxidadante
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(SUKMAWAN et al., 2021). Tais flavonoides ndo foram encontrados no nosso dleo.
Acreditamos que, tal fato, pode ter ocorrido pelo modelo extrativo e pelo solvente
utilizado. Sukmawan e colaboradores (2021) também descrevem que as saponinas e
alcaloides das folhas de A. conyzoides tém um importante papel na cicatrizagéo de
feridas, sendo eles: a iniciacdo de fibroblastos, reparacdo celular e acdo anti-

inflamatoéria.

6.4 Principais leucécitos envolvidos na cicatrizagao

A analise morfométrica dos leucdcitos na fase inicial do processo de
cicatrizagcdo demonstrou uma redugéo significativa do infiltrado inflamatério nos
grupos tratados com 6leo essencial em relagao ao grupo salina. Os neutréfilos eram
os leucdcitos predominantes, acredita-se que essas células, no leito da ferida, estejam
associadas diretamente ao reparo tecidual por cicatrizagdo (WILGUS, ROY e
MCDANIEL, 2013). Ha evidéncias que a atuagado dessas células nessa etapa seja a
prevencado e a eliminagcdo de microorganismos, até que a barreira epitelial esteja
novamente formada. Um atraso na chegada dessas células ao local da ferida poderia
retardar a formacao da cicatriz (LIU et al., 2014). Apds 24 horas, o numero total de
neutréfilos na ferida comega a diminuir (CAMPOS, BORGES-BRANCO e GROTH,
2007).

Os linfécitos também s&o células do sistema imune atuantes na fase
proliferativa da ferida (WANG et al., 2019) e encontrados em nossos achados. Autores
analisaram in vitro o efeito do éleo de Ageratum fastigiatum na expressdo de CD18
em linfécitos. Em concentragdes de 12.5 x 103 e 6.25 x 103 yL/mL, o éleo reduziu a
expressao de CD18 em linfocitos, CD18 € um marcador presente nas integrinas,
importantes moléculas de adesao. Ao reduzir as integrinas na superficie celular, o éleo
de A. fastigiatum poderia também reduzir a migragdo de linfocitos para o local da
inflamacao, agindo dessa forma como anti-inflamatério (SOUZA et al., 2020). De
acordo com a abordagem filogenética para o estudo de plantas medicinais, pode-se

intuir que o A. conyzoides possa apresentar um efeito anti-inflamatoério por essa via.
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Wang e colaboradores (2019), elucidaram que os linfécitos T CD3* e CD4*
estdo presentes em todos os processos de reparo da ferida, até o trigésimo dia. Tal
estudo vai de encontro ao que foi demonstrado nesse estudo, com achados de células
linfoides nos tempos iniciais da lesdo. Outro achado desses autores € que a
deficiéncia de linfécitos leva a uma epitelizagcdo mais rapida, porém com a formacgao
de um excesso de tecido fibrotico (WANG et al., 2019).

O efeito anti-inflamatério de A. conyzoides, além de estar relacionado a
capacidade de diminuir a chegada de leucocitos ao local da ferida, também pode estar
relacionado a reducdo da mieloperoxidase (MPO), a adenosina desaminase (ADA) e
a reducao de mediadores que favorecem o processo inflamatério como as IL-6, IL-10,
IL-17A, fator de necrose tumoral e interferon gama (VIGIL DE MELLO et al., 2016).
Em um estudo recente, o extrato aquoso de A. conyzoides, reduziu os niveis de IL-13,
IL-18, TNF-a e caspase-1, inibindo dessa forma o processo inflamatério (XU et al.,
2023).

Prolongar alguma fase do processo de cicatrizagdo ou obter com os estudos
respostas excessivas do organismo, podem prolongar a cicatrizagdo, diminuindo a
capacidade de reparo da pele. Estudos que se dediquem a transicdao da fase
inflamatdria para a fase da proliferacao celular e deposicdo da matriz, tornam-se
extremamente necessarios, para evitarem erros durante a cicatrizagdo LANDEN, LI e
STAHLE, 2016).

6.5 Papel dos mastoécitos envolvidos na cicatrizagao de feridas

Observamos nos tempos iniciais o predominio de mastdcitos na borda da lesao.
Ja apds 28 dias de tratamento, essas células predominaram no leito da cicatriz, mais
precisamente na derme papilar, sendo estatisticamente encontradas em maiores
quantidades nos grupos TOX e TOY. Trautmann e colaboradores (2000), relataram
um aumento no numero de mastocitos na borda da ferida, nos 10 primeiros dias da
lesdo. Os autores ainda sugerem, que os mastdcitos contribuem para a cicatrizagao
liberando citocinas (IL-4), que visam ajudar no reparo da lesdo, bem como na

estimulagao da proliferagao de fibroblastos.
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Estudos apontam que o fechamento da ferida foi prejudicado nos animais
deficientes de mastdcitos, nos seis primeiros dias (WELLER et al., 2006). A
importancia dos mastdécitos, contribuindo de forma significativa no fechamento da
lesdo, pode ser apoiada em alguns estudos. Apds estudos in vitro, foi demonstrado
que os mastocitos convertem fibroblastos em miofibroblastos com capacidade de
contragdo (GAILIT et al, 2001). Sabe-se também que essas células liberam
mediadores que aumentam a vasodilatagdo e permeabilidade vascular, como a
histamina (WELLER et al., 2006). Outro estudo aponta que em torno de sete dias apds
o término de ativagdo dos mastdcitos, 0 numero de vasos sanguineos aumentou
consideravelmente no mesentério de ratos (NORRBY, JAKOBSSON e SORBO,
1986). Esses indicios nos mostram como os mastécitos estdo envolvidos no processo
de cicatrizacao de feridas.

O fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-31), derivado de mastdcitos,
atua de forma pré-fibrética, principalmente na fase proliferativa da cicatrizagdo. Com
isso, ele induz a proliferagdo de fibroblastos e a deposicdo da matriz. Ja o TGF-p2
derivado do mastocito, aumenta a deposigdo do colageno na MEC (ELIEH, WOHRL
e BIELORY, 2020). Entado, como em nossos resultados foi demonstrado um aumento
da deposicao de colageno, nos grupos tratados com o Oleo essencial de A.
conyzoides, apoés 28 dias, podemos correlacionar esse fato com o aumento de
mastocitos encontrados na cicatriz. Tal fato também pode ser confirmado apds a
coloragdo com o tricrémico de Masson, coloragdo histoquimica especifica para
colageno. Outra via possivel para explicar tais achados é que os mastécitos podem
limitar o processo inflamatério durante as etapas da cicatrizagao, liberando moléculas
anti-inflamatérias, o que contribuiria para melhora da cicatrizagdo de feridas (KOMI,
KHOMTCHOUK e SANTA MARIA, 2020; WULFF e WILGUS, 2013).

Younan e colaboradores (2011), avaliaram a fase inflamatéria, proliferativa e
de remodelamento, em camundongos deficientes de mastdcitos, concluindo que
essas células participam da proliferagao celular, da formagao do tecido de granulagéo,
da neovascularizagdo e da maturagdo das fibras colagenas durante o processo

cicatricial.
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6.6 A formagao de novos vasos sanguineos

Em linhas gerais, nossos resultados mostram que n&do houve diferencas
significativas no numero de neovasos nos tempos de 5, 7 e 14 dias. Estudos apontam
que a diminui¢gdo da formagao de novos vasos impedem que ocorra a cicatrizagao
normal das lesbes cutdneas de camundongos (WANG et al, 2019). A
neovascularizacdo desempenha um papel importante na proliferacdo de células
epiteliais. Por isso, a formacdo de neovasos, € um fator importante para avaliar a
velocidade de cicatrizagdo das feridas cutaneas (JIANG et al., 2017). Estudos
apontam que o aumento na expressao da proteina VEGF pode acelerar o processo
da neovascularizagdo (JIANG et al., 2017). Esse aumento na angiogénese pelo VEGF

podera ocorrer através da secregado de angiopoetina-2, ANG-2 (FOLKMAN, 2006).

6.7 Deposicao do colageno e formagao da cicatriz

Apos 28 dias, observamos qualitativamente, que os animais tratados com 6leo
essencial de A. conyzoides, apresentaram maior substituicdo do tecido de granulagéo
por fibras colagenas na neoderme. Os animais do grupo TOX, apresentavam um
padrao de organizagdo em alguns pontos em rede, enquanto no grupo TOY as fibras
estavam mais densas e alinhadas em paralelo. Sabe-se que a sintese do colageno,
bem como sua deposigédo e degradagéo, sdo processos essenciais para uma melhor
cicatrizacdo de feridas (JIANG et al., 2017). Estudos tém relatado que apéds a
administragcao topica do extrato etandlico de A. conyzoides, histologicamente
observou-se nas feridas dos animais tratados melhor deposic¢ao das fibras colagenas.
Bioquimicamente, nesses estudos, foi dosado hexosamina e acido irbnico que séo
substancias fundamentais para o depdsito do colageno. Os niveis aumentados dessas
substancias, até o 8° dia, aumentou também o conteudo de colageno em até 100%,
quando comparado ao grupo controle. Além disso, as feridas tratadas tornaram-se
40% mais resistentes a tracdo. Os achados dos autores mostram que de modo geral,

apo6s a administragao topica do extrato etandlico, as fibras de colageno apresentavam-
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se densamente mais compactas e dispostas em paralelo, nos animais tratados
topicamente com o extrato etandlico de A. conyzoides. Na MEC dos animais tratados,
além da maior deposicao de fibras de colageno, era possivel perceber que elas se
apresentavam embebidas em fibroblastos proliferativos. Nos animais do grupo
controle, as fibras de colageno estavam frouxamente compactadas e arranjadas de
forma irregular (ARULPRAKASH et al., 2012).

Um outro estudo buscou avaliar a interferéncia do DMSO na deposigcdo do
colageno em feridas de camundongos. Nas feridas tratadas com controle foi
observado a presenga de um colageno mais denso e espesso. Ja no grupo tratado
com DMSO as fibras colagenas apresentavam-se mais finas, revelando atraso na fase
do remodelamento (KANT, JANGIR e KUMAR, 2020). Tal achado vai de encontro aos
nossos resultados, tendo em vista que nos grupos tratados com o éleo essencial de
A. conyzoides, observamos fibras mais densas, quando comparado ao grupo tratado
com o DMSO.

6.8 Fibroblastos e macréfagos

Neste trabalho foi possivel notar a presenga de macréfagos e fibroblastos nos
grupos tratados com o 6leo essencial de A. conyzoides a partir do primeiro dia de
tratamento. Os macréfagos séo células complexas, tradicionalmente envolvidas nos
processos de cicatrizacdo de feridas. Sao divididos de forma tradicional em dois
subgrupos, M1 e M2, respectivamente com fendtipos pro-inflamatorios e anti-
inflamatdrios (XUE et al., 2014). Atualmente acredita-se que os macréfagos séo vistos
com uma série de fenoétipos, a depender dos estimulos e ambiente nos quais estao
inseridos (MOSSER e EDWARDS, 2008; SNYDER et al., 2016). Os macrofagos M1
promovem a inflamacao, liberando substancias como espécies reativas de oxigénio,
IL-1, IL-6, TNF-a, VEGF e PDGF (MAHDAVIAN DELAVARY et al., 2011). Durante as
etapas da cicatrizacao de feridas, vai ocorrendo uma transigdo dos macréfagos para
o fendtipo M2 (KHALLOU-LASCHET et al., 2010). Esses ultimos, expressam L-4, IL-
10 e IL-13, que séo eficazes no reparo de feridas (EMING, KRIEG e DAVIDSON, 2007;
BARRIENTOS et al., 2008).
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Estudos apontam que a partir do oitavo dia de tratamento era possivel observar
a presencga de macrofagos e fibroblastos além de moderada deposigao de colageno
(ARULPRAKASH et al., 2012). Até onde foi possivel pesquisar, nosso estudo é o
primeiro a relatar a presencga de células fibroblasticas a partir do primeiro dia de
tratamento com o 6leo essencial de A. conyzoides. O aumento de fibroblastos
observado qualitativamente neste estudo pode ter ocorrido devido a presenga do
DMSO e do ¢leo essencial. Estudos em camundongos apontam que o DMSO
promove a proliferagdo de fibroblastos (GUO et al., 2020). Torna-se necessario, em
uma proxima etapa, quantificar o numero de fibroblastos entre os grupos salina,

DMSO e tratado com o 6leo essencial de A. conyzoides.

6.9 Escolha do DMSO como agente solubilizante do 6leo essencial de A.

conyzoides e seu uso no processo de cicatrizacao de feridas

O DMSO foi o agente escolhido neste estudo para diluir o éleo essencial de A.
conyzoides, pois € amplamente utilizado nas solubilizagdes de extratos (AMPARO et
al., 2018), diluicdes ou formulagbes para tratamentos tépicos de feridas. Autores ja
utilizaram o extrato metandlico de A. conyzoides. diluido em DMSO, para avaliagéao
da atividade antibacteriana no processo de cicatrizagdo de feridas (CHAH et al., 2006).
Estudos também relatam o uso de DMSO associado a silica amorfa e ao acido
metanossulfénico como agente tépico dessecante para feridas (SCHAWARZER et al.,
2021). Wichaiyo e colaboradores (2021), utilizaram DMSO como controle para
avaliacéo do reparo de feridas cutaneas em camundongos (WICHAIYO et al., 2021).
Jiang e colaboradores (2017), utilizaram perclorato de dracorodina dissolvido em
DMSO e vaselina para avaliar a cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos wistar. Em
outra analise, o DMSO promoveu a melhora na cicatrizacdo de camundongos normais
e diabéticos (GUO et al., 2020). Esses trabalhos corroboram com a nossa escolha do
DMSO como veiculo para o 6leo essencial de A. conyzoides.

Em nosso estudo, os camundongos tratados com o 6leo essencial de A.
conyzoides, apresentaram uma taxa de fechamento macroscopico da ferida mais

acelerado. O estudo de Wichaiyo e colaboradores (2021), elucida que os
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camundongos tratados com a droga desatinibe, exibiram uma taxa de fechamento da
ferida mais rapida quando comparada ao grupo controle DMSO. Em contrapartida, foi
observado nos estudos de Jiang e colaboradores (2017), que feridas excisionais
tratadas com pomada a base de DMSO, vaselina e perclorato de dracorodina em ratos
wistar, apresentaram uma velocidade de cicatrizagcdo maior em relagdo ao grupo
controle.

Guo e colaboradores (2020), utilizaram diversas concentragoes de DMSO em
feridas excisionais em camundongos, demonstrando que em baixas concentragdes o
DMSO acelera o fechamento de feridas, e em altas concentragdes, induz o atraso no
processo cicatricial. Em nosso estudo, foi observado no grupo que usou apenas
DMSO puro como tratamento, um retardo no processo de cicatrizacdo ao final dos
vinte e oito dias, enquanto nos grupos que utilizaram o 6leo essencial de A. conyzoides
diluido em DMSQO, o resultado foi melhor. Diferentes doses de DMSO podem explicar
resultados diversos como esse (KANT, JANGIR e KUMAR, 2020).

No estudo de Kant, Jangir e Kumar (2020), o DMSO acelerou o fechamento
das feridas nos tempos iniciais, 7 e 12 dias, e no tempo de 21 dias foi observado que
as feridas ndo estavam completamente cicatrizadas. Uma opcao para aplicagao futura
deste estudo seria tratar os animais com lesdo cutanea apenas nos primeiros dias
com DMSO e 6leo essencial de A. conyzoides, a fim de observar alguma possivel

interferéncia no atraso da cicatrizagcao de feridas nos tempos finais.

7. CONCLUSAO

Nossos dados revelam que o Oleo essencial de A. conyzoides apresentou
resultado positivo e benéfico no processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas em
camundongos. Este resultado se manifesta através dos seguintes processos:

® Reducdo do infiltrado inflamatério na fase inicial do processo de
cicatrizagdo, sugerindo que o 6leo essencial de A. conyzoides tenha um
efeito anti-inflamatério;

® Fechamento mais rapido da area da lesao;
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® Aumento significativo do numero de mastécitos no leito da ferida,

refletindo em uma melhor deposic¢ao de fibras colagenas.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Acreditamos que o A. conyzoides possui um grande potencial terapéutico,
quando utilizado no tratamento de feridas de pele. O estudo com plantas medicinais
tem se mostrado promissor e importante no desenvolvimento de solu¢des inovadoras
para os desafios da saude publica. Apesar dos avangos na medicina, existem desafios
persistentes na eficacia, seguranca e qualidade das terapias para a cicatrizagao de
feridas. Nesse contexto, o 6leo essencial de A. conyzoides, surge como um candidato
atraente para acelerar o processo de cicatrizagdo de feridas, podendo também
melhorar os resultados estéticos.

Esse estudo também fornece novas informagdes para que, em um futuro,
possam ser produzidas formulacbdes farmacéuticas a base do dleo essencial de A.
conyzoides para o tratamento de lesdes cutadneas. Dessa forma, os efeitos da
inflamacao poderiam ser minimizados, bem como uma melhor deposigao de colageno,
resultando em cicatrizes com melhor aspecto.

Embora os resultados sejam encorajadores, € fundamental que pesquisas
futuras explorem melhor seu potencial terapéutico, bem como seu mecanismo de
acgao, avaliando a segurancga de seu uso nos pacientes. Sugerimos mais estudos na

area e com diferentes analises.
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