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Resumo

Lesdes térmicas configuram um tipo diferenciado de ferida cuténea, necessitando de atencédo
adequada. Sendo assim, objetivou-se avaliar a acdo terapéutica de extratos de Bixa orellana L.
e Triticum aestivum como ativos em formulacdes tdpicas frente a lesdes térmicas de 2° grau
em modelo experimental. Primeiramente, identificou-se os compostos do éleo de urucum. No
ensaio, feridas induzidas experimentalmente foram tratadas diariamente com: formula
contendo Oleo de urucum e extrato aquoso de trigo (LCFT 2001), formula com 6leo de
urucum e extrato etandlico de trigo (LCFT 2002), pomada comercial (CP), auséncia de
tratamento (CN). Aos dois, cinco, oito, 14 e 25 dias, avaliou-se clinicamente a presenca de
exsudato, edema, necrose, crosta, granulacéo e epitelizacdo. Também, determinou-se a &rea de
lesdo, e amostras de pele foram coletadas para avaliacdo histoldgica e tensiométrica.
Clinicamente, aos oito dias, as formulas apresentaram menor percentual de crosta que 0s
grupos controle e ainda LCFT 2001 demonstrou maior percentual de granulagéo.
Histologicamente, aos cinco dias o LCFT 2002 apresentou angiogénese semelhante ao CP,
porém menor inflamacdo. Aos oito dias, as férmulas continham angiogénese em arcos,
enquanto os grupos controle angiogénese fina e o LCFT 2001 demonstrou inflamacao
exuberante, enquanto o CP com inflamacdo moderada. Conclui-se que formulag¢bes contendo

extratos de trigo e urucum, estimulam a cicatrizagao de lesdes térmicas.
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Abstract

Thermal lesions constitute a differentiated type of skin wound, requiring adequate attention.
Thus, the objective of this study was to evaluate the therapeutic action of Bixa orellana L. and
Triticum aestivum extracts as active in topical formulations against 2nd degree thermal
lesions in an experimental model. First, the annatto oil compounds were identified. In the
trial, experimentally induced wounds were treated daily with: formula containing annatto oil
and aqueous wheat extract (LCFT 2001), formula containing annatto oil and ethanolic wheat
extract (LCFT 2002), commercial ointment (CP), no treatment (CN). At two, five, eight, 14
and 25 days, the presence of exudate, edema, necrosis, crust, granulation and epithelialization
was clinically evaluated. Also, the lesion area was determined, and skin samples were
collected for histological and tensiometric evaluation. Clinically, at eight days, the formulas
presented lower percentage of crust than the control groups and LCFT 2001 showed higher
percentage of granulation. Histologically, at five days, LCFT 2002 presented angiogenesis
similar to CP, but less inflammation. At eight days, the formulas contained angiogenesis in
arches, whereas the control groups fine angiogenesis and the LCFT 2001 showed exuberant
inflammation, while the CP with moderate inflammation. It is concluded that formulations
containing extracts of wheat and annatto stimulate the healing of thermal lesions.

Keywords: Burn; Small animals; Healing; Inflammation.

Resumen

Las lesiones térmicas constituyen un tipo diferenciado de herida en la piel, que requiere
atencion adecuada. Asi, el objetivo de este estudio fue evaluar la accion terapéutica de los
extractos de Bixa orellana L. y Triticum aestivum como activos en formulaciones topicas
contra lesiones térmicas de segundo grado en un modelo experimental. Primero, se
identificaron los compuestos de aceite de annato. En el ensayo, las heridas inducidas
experimentalmente se trataron diariamente con: férmula que contiene aceite de achiote y
extracto acuoso de trigo (LCFT 2001), férmula que contiene aceite de achiote y extracto de
trigo etanolico (LCFT 2002), pomada comercial (CP), sin tratamiento (CN) A los dos, cinco,
ocho, 14 y 25 dias, se evalu6 clinicamente la presencia de exudado, edema, necrosis, corteza,
granulacion y epitelizacion. Ademas, se determind el area de la lesidn y se recogieron
muestras de piel para evaluacion histoldgica y tensiométrica. Clinicamente, a los ocho dias,

las formulas presentaron un menor porcentaje de corteza que los grupos de control y LCFT
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2001 mostr6 un mayor porcentaje de granulacion. Histol6gicamente, a los cinco dias, LCFT
2002 present6 una angiogénesis similar a la CP, pero menos inflamacion. A los ocho dias, las
formulas contenian angiogénesis en arcos, mientras que los grupos de control de angiogenesis
fina y el LCFT 2001 mostraron inflamacién exuberante, mientras que la CP con inflamacion
moderada. Se concluye que las formulaciones que contienen extractos de trigo y anato
estimulan la curacion de las lesiones térmicas.

Palabras clave: Quemaduras; Pequefios animales; Curacion; Inflamacion.

1. Introducgéo

Lesdes térmicas ocorrem em consequéncia de acidentes domésticos, como mordidas
em fios elétricos, uso de colchdes térmicos e incéndios. Mesmo que comumente elas nao
levem risco de vida ao paciente, este tipo de lesdo pode levar a complicagdes sistémicas
graves (Pavletic, 2018). Apds a ocorréncia de um acidente térmico o organismo sofre uma
necrose de coagulacdo que segue em expansao por até 48 horas apos a injuria. Conforme a
intensidade do calor e tempo de contato com a pele se determina a profundidade da leséo que
é didaticamente dividida em primeiro, segundo e terceiro graus (Vale, 2005).

A queimadura de primeiro grau acomete apenas a epiderme, apresenta eritema, dor e
calor, e ndo desenvolve complicacbes sistémicas. Enquanto as lesdes de segundo grau
acometem toda epiderme e a derme de forma superficial ou profunda, decorrem com dor,
eritema, calor e erosdo, e podem apresentar complicacBes sistémicas. Ja as de terceiro grau
atingem a epiderme, derme e hipoderme até o subcutaneo, com caracteristicas escura e firme
com grandes chances de apresentar complicac@es sistémicas (Vale, 2005).

Dessa forma, lesdes térmicas sdo um desafio para 0 médico veterinario, que necessita
conhecer sua fisiopatologia e as condicGes de cada afeccdo para que possa efetuar o
tratamento adequado (Vaughn & Beckel, 2012). Entre os diversos tratamentos topicos
disponiveis no mercado, o uso de compostos naturais é cada vez mais explorado, ja se tem
conhecimento do uso de babosa, caléndula, berberis e erva de sdo jodo em lesbes cutaneas,
inclusive na medicina veterinaria (Vujanovic & Vujanovic, 2013; Drudi et al, 2018).

Além dessas plantas, estudos apontam potencial acdo cicatrizante de extratos de
urucum em feridas abertas, com efeito pro-inflamatério e indutor de angiogénese (Santos et
al, 2014; Sharma & Roy, 2014; Capella et al, 2016). E, também, a a¢do de extratos de trigo
como um estimulante da fibroplasia (Tillmann et al, 2014; Sanguigno et al, 2015; Tillmann et

al, 2018). Por isso, objetivou-se avaliar a acdo terapéutica de extratos de Bixa orellana L. e
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Triticum aestivum como ativos em formulacgdes topicas frente a lesGes térmicas de 2° grau em

modelo experimental.

2. Metodologia

Os extratos vegetais foram obtidos a partir de sementes das plantas Bixa orellana L. e
Triticum aestivum, adquiridas comercialmente com origem certificada e ficha técnica. As
sementes das plantas foram secas e trituradas para aumentar a superficie de contato,
favorecendo as extragdes. Para as sementes de Bixa orellana L. utilizou-se a técnica Sohlet
com hexano como solvente, a uma temperatura de 68°C, por seis horas. O 6leo fixo obtido
passou pelo evaporador rotativo para remocdo do solvente e obtencdo do 6leo de urucum
purificado. O oleo foi, entdo, acondicionado em refrigerador (4°C), ao abrigo da luz, até sua
utilizagdo. Enquanto para as sementes de Triticum aestivum utilizou-se duas formas distintas.
A primeira pela técnica de sonificacdo por ultra-som, utilizando 50 gramas de trigo em 500 ml
de 4gua destilada mantidos em sonificacdo durante 30 minutos, obtendo um extrato aquoso.
Apbs, o extrato foi filtrado, liofilizado e armazenado em ultrafreezer -80°C. A segunda
técnica utilizada para a obtencdo de um extrato etandlico, ocorreu pela mesma técnica de
sonificagdo por ultra-som, utilizando 25g de sementes em 150mL de solvente alcool etilico,
mantidos em sonificacdo durante 30 minutos. Apo6s, o solvente foi eliminado em
rotaevaporador e o extrato armazenado em ultrafreezer -80°C.

Para a quantificacdo e identificacdo dos compostos presentes no extrato oleoso de Bixa
orellana L. utilizou-se equipamento Shimadzu GC-MS QP2010 Ultra com autoinjetor AOC-
20i e biblioteca de espectro de massas NIST 2011. Pardmetros de injecdo, cromatografia e
espectrometria de massas seguiram o metodo proposto por Lisec et al. (2006), no qual 1uL de
amostra foram injetados a 230°C para temperatura do injetor e razdo de split para injecdo de
1:100. Além disso, obteve-se o perfil de acidos graxos totais do extrato, sendo determinada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, seguindo o método descrito
pelo COI (2015).

Nas amostras de trigo (extrato aquoso e etanolico) a obtengdo dos metabdlitos e as
condigdes analiticas ocorreram com base no metodo proposto por De Vos et al. (2007). A
matriz gerada foi processada no software MetaboAnalyst 4.0 no formato .csv e a
normalizagdo dos dados para 0 modo negativo foi realizada pela mediana e escalonamento de
Pareto. Para a analise univariada foram utilizados Teste-t (p < 0,01) ¢ Fold Change [log2(FC)]

(+3,0< x < -3,0). Os ions que apresentaram diferenca pelo Test-t e log2(FC) foram
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identificados através da comparacgdo dos valores de m/z experimental com os valores de m/z
tedricos e perfil de fragmentacdo obtidos em bases de dados online como FooBD
(http://foodb.ca/spectra/ms/search), METLIN (https://metlin.scripps.edu), HMDB
(http://www.hmdb.ca/spectra/ms/search) e PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) com
um intervalo de precisdo de 10 ppm. As férmulas moleculares sugeridas nas bases de dados
foram comparadas com as formulas obtidas através do SmartFormula, ferramenta disponivel
no software DataAnalysis 4.2, que disponibiliza uma lista com a razdo m/z, ion formula e
padréo isotopico das possiveis formulas moleculares.

A confeccdo das formulagOes se deu com os trés extratos vegetais em diferentes
combinagdes. O primeiro contendo o extrato oleoso de B. orellana L. e extrato aquoso de T.
aestivum (formula LCFT-2001), o segundo apresentando o extrato oleoso de B. orellana L. e
0 extrato etandlico de T. aestivum (férmula LCFT-2002), sendo todos os extratos utilizados
em concentragOes habilitadas em estudos anteriores (Tillmann et al, 2014; Capella et al,
2016). Apresentacdo de ambas formulagdes foi em creme, visto que se elaborou emulsdes
formadas por uma fase hidrofilica (contendo os diferentes extratos de T. aestivum) e uma fase
lipofilica (contendo o extrato oleoso de B. orellana L.). Na elaboracéo dos produtos difundiu-
se 0s compostos acido estedrico, monoestearato de glicerila, lanolina, vaselina sélida, vaselina
liquida, metilparabeno, propilparabeno, propilenoglicol, trietanolamina, extrato oleoso de B.
orellana L. e o extrato aquoso de T. aestivum (formula LCFT-2001) ou o extrato etanolico de
T. aestivum (formula LCFT-2002).

Para este estudo foram utilizados Rattus norvegicus albinus oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Todos machos (60 dias) da linhagem
Wistar, os quais foram mantidos com agua e racao especifica ad libitum durante todo periodo
experimental. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal —
UFPel, sob processo n° 23110.001878/2016-96 recebendo o coédigo n° 1872-2016. Os
animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, de acordo com o tratamento
recebido: férmula LCFT-2001 (grupo LCFT-2001), formula LCFT-2002 (grupo LCFT-2002),
formulacdo comercial a base de colagenase (grupo controle positivo - CP) e auséncia de
tratamento (grupo controle negativo - CN). Os animais receberam anestesia dissociativa com
associagdo de xilazina (10mg/kg) e cetamina (100mg/kg), por via intraperitoneal, para a
confeccdo de duas lesdes térmicas de segundo grau no dorso, utilizando equipamento de ponta
cubica metélica a uma temperatura de 100°C durante 20 segundos de acordo com o descrito
por Capella et al. (2018). Os animais receberam cloridrato de tramadol (5mg/Kg), via

subcutanea no transoperatorio, 12 e 24 horas apés o procedimento, afim de estabelecer
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analgesia aos mesmos. Cada ferida foi tratada imediatamente ap6s o procedimento cirurgico e
diariamente com a aplicacdo de 0,1mL dos tratamentos propostos. O periodo experimental
totalizou 25 dias de tratamento e aos dois, cinco, oito, 14 e 25 dias, parte dos animais foi

eutanasiada (conforme anexo da resolugdo normativa n°® 37, de janeiro de 2018, CFMV) para

avaliacdo clinica, histopatoldgica e tensiométrica das lesdes.

Na avaliacdo clinica, as lesdes de cada grupo nos diferentes tempos de tratamento,
foram observadas quanto a presenca/auséncia de exsudato, crosta, tecido de granulagéo,
tecido necrotico, edema e epitelizacdo. Para a andlise de retracdo cicatricial, realizou-se o
registro fotogréfico das lesdes utilizando-se cdmera fotogréfica digital (Samsung ES17) fixada
ao tripé, de modo a manté-la a 15cm de distdncia da ferida. A imagem obtida tratada no
programa GIMP 2® para obtencdo de uma camada Unica da lesdo e posteriormente, no
programa Image J® onde determinou-se a area da lesdo em mm?2.

As amostras de tecido coletadas na necropsia foram fixadas em formol 10%,
processadas, coradas em hematoxilina-eosina e avaliadas, atribuindo-se escores aos seguintes
parametros: epitelizacdo, padrdo de colageno, inflamacdo e angiogénese. Para a avaliacdo
tensiométrica, utilizou-se um molde em formato de ampulheta para que as amostras de pele
contivessem duas extremidades para fixagdo ao equipamento e a ferida ndo apresentasse pele
integra adjacente. Utilizou-se dez amostras de cada grupo de tratamento aos 25 dias, nas quais
se verificou a tensdo (Pascal) méxima suportada pela area da lesdo no momento da
deformacéo, por meio da maquina universal de ensaio (DL 500).

Para os dados continuos (area e tensiometria) as diferencas entre os tratamentos nos
diferentes tempos foram avaliados por meio de testes Anova com dois fatores (tratamento e
tempo), seguidos de comparacdo maultipla por meio de teste de LSD, depois de aplicados 0s
testes de normalidade de Kolmogorov-smirnov e Homosedasticidade de Levene. Ja as
avaliaces histopatoldgicas avaliadas em escore foram comparadas por meio de teste de
Friedmann seguidas de comparacdo multipla pelo teste de Dunn. O efeitos dos diferentes
tratamentos sobre os parametros clinicos (presenca/auséncia), nos diferentes tempos foram
avaliados por testes exato de Fisher. Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio
dos softwares SPSS® 20.0 e Epiinfo® 7.2.2.6 . Considerou-se o valor minimo de confianca de

95% em todas as analises estatisticas.

3. Resultados
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Na analise cromatografica metaboldmica obteve-se 0s compostos do extrato oleoso de
Bixa orellana L. descritos na tabela 1. Também realizou-se a analise de &cidos graxos
presentes nesse extrato identificando os compostos citados na tabela 2.

Tabela-1: Metabdlitos identificados por GC/MS no extrato de Bixa orellana L.

Identificacéo Tempo de

Retencao
Benzene, 1-ethyl-4-methyl- 3.324
Undecane, 3,8-dimethyl- 4.318
Dodecane, 2,6,10-trimethyl- 4.438
Benzene, 1,3-bis(1-methylethyl)- 5.079
Benzene, 1,4-bis(1-methylethyl)- 5.307
Anethole 6.485
Cyclohexene, 4-ethenyl-4-methyl-3-(1-methylethenyl)-1-(1- 6.996

methylethyl)-, (3R-trans)-

.alpha.-Cubebene 7.114
.alfa.-Copaene 7.384
.gamma.-Muurolene 7.507
(-)-Aristolene 7.778
Bicyclo[5.2.0]nonane, 2-methylene-4,8,8-trimethyl-4-vinyl- 7.810
.beta.-copaene 7.883
.alpha.-Guaiene 8.232
Isoledene 8.662
(-)-.alpha.-Panasinsen 8.754
1,4-Benzenediol, 2,3,5-trimethyl- 9.100
Selina-6-en-4-ol 9.485
(-)-Globulol 9.927
1,3a-Ethano(1H)inden-4-ol, octahydro-2,2,4,7a-tetramethyl- 10.080
Isoledene 11.914
Hexadecanoic acid, ethyl ester 11.953
geranyl-.alpha.-terpinene 11.990
Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 12.281
Epiglobulol 12.511
9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester 12.616
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9,12-Octadecadienoic acid, ethyl ester 13.021
Hexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol, 3,7,11,16-tetramethyl- 13.249
trans-Geranylgeraniol 13.394

Squalene 16.532

.gamma.-Tocopherol 17.619
2-(3,7-Dimethyl-octa-2,6-dienyl)-4-methoxy-phenol 17.701
Ergost-5-en-3-ol, (3.beta.)- 18.545
Stigmasterol 18.691

.gamma.-Sitosterol 18.995

Fucosterol 19.087
Stigmast-4-en-3-one 19.807
Stigmasta-4,24(28)-dien-3-one, (24E)- 19.907
Farnesyl bromide 20.037

Tabela-2: Identificacdo de &cidos graxos presentes no extrato oleoso de Bixa orellana L.

Identificacéo Tempo de Retenc¢do
Capric acid 8,704
2-Decenoic acid 8,961
2-Hexadecenoic acid 10,212
6-Octadecenoic acid 12,773
Pentadecanoic acidr 13,075
9-Hexadecenoic acid 14,565
Hexadecanoic acid 15,168
Linoleic acid 20,716
Linolenic acid 20,816
Oleic acid 21,116
Elaidic acid 21,362
Stearic acid 22,286
cis-11-Eicosenoic acid 24,212
Eicosanoic acid, methyl ester 24,424
Heneicosanoic acid 26,854
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No Triticum aestivum identificou-se os principais compostos distintos entre os extratos
etandlico e aquoso em uma analise metabolémica (tabela 3) e de compostos fendlicos

presentes em ambos extratos (tabela4).

Tabela-3: Metabolitos detectados por LC-MS/MS que apresentaram diferenca significativa (p
<0.01 e fold-change (FC) > 3.0) entre os tratamentos

Extrato Aquoso x Etanolico

Identificacdo tentativa

Log2(FC) p-valor
(-)-Pinellic acid -3,31 9,44e-09
Maleic acid -3,68 1,55e-08
5-5'-Dehydrodiferulic acid -1,68 3,02e-08
9,12,13-trihydroxy-10,15-octadecadienoic acid -3,88 3,58e-07
Ricinoleic acid 3,21 8,08e-07
Mallic acid -3,65 2,77e-06
Pinellic acid -2,34 7,01e-06
hydroxy-hexadecanoic acid 1,78 0,00016
9-hydroperoxy-10E,12-octadecadienoic acid 2,92 0,00018
9,10-Epoxy-18-hydroxy-octadecanoic acid 2,09 0,00069
Octadeca-2,9-dienoic acid 1,92 0,00105

Tabela-4: Teor de compostos fendlicos (ug g1) em extratos de trigo

Identificagéo Fxtrato
Aquoso Etanolico
Acido Hidroxibenzoico ND 17.53+2.65
Acido cafeico ND 0.96
Catequina 3.28+0.10 ND
Acido ferdlico 24.64+0.81 154.79+24.80
Acido p-coumérico 2.18+0.01 5.23+0.61
Acido sinapico ND 14.86+2.10
Acido siringico 5.14+0.14 10.05+2.14
Acido vanilico 26.39+3.43 72.54+15.19
Acido salicilico 6.39+1.16 157.67+£15.27

ND- Néo detectado

10
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Na avaliacdo clinica de lesdes térmicas, analisando as lesdes de cada grupo, nos
diferentes tempos de tratamento, quanto a presenca/auséncia de exsudato, crosta, tecido de
granulacdo, tecido necrotico, edema e epitelizacdo, obteve-se resultados promissores em
relacdo aos farmacos testados. Quanto aos parametros exsudato e reepitelizacéo, as lesdes ndo
diferiram entre os grupos de tratamento, apresentando valores semelhantes ao longo do tempo
de cicatrizacao (Fig. 1). A formulacdo LCFT 2002 apresentou maior presenca de edema aos
dois dias de tramento, diferindo estatisticamente dos grupos LCFT 2001 e controle positivo
(p=0,02) (Fig. 1). Contudo, essa diferenca ndo manteve-se nos demais momentos de avaliacéo
em que os grupos apresentaram-se de forma similar. Quanto a presenga de tecido necrdtico,
tecido de granulacéo e crosta, o LCFT 2002 apresentou, ja aos dois dias de tratamento, menor
presenca de tecido necrético e maior presenca de tecido de granulacdo diferindo dos grupos
LCFT 2001 (p=0,01 e p=0,05) e controle negativo (p=0,03 e p=0,05), sugerindo uma
aceleragdo do processo cicatricial (Fig. 1).
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Figura 1. Percentual de presenca de exsudato, epitelizacdo, edema, tecido necrotico,

tecido de granulacdo e crosta de feridas tratadas com LCFT 2001, LCFT 2002, produto
comercial e sem tratamento, aos dois, cinco, oito, 14 e 25 dias. Letras diferentes representam

frequéncias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Aos cinco dias a evolucdo cicatricial era proxima entre os grupos de tratamento, sendo
0 grupo controle positivo com significativa menor presenca de tecido necrético e maior
presenga de crosta e tecido de granulagdo quando comparado aos demais grupos (p<0,05). Ja
aos oito dias o grupo controle positivo (GP) manteve a alta presenca de crostas, enquanto 0s
grupos tratados com as formulacgdes testes foram significativamente menores (Fig. 1). Além

12




Research, Society and Development, v. 9, n. 3, 61932379, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i3.2379

disso, o grupo LCFT 2001 apresentou a maior presenca de granulacdo diferindo dos demais
grupos (p<0,004), sugerindo a maior regeneracdo do tecido cutdneo em relagdo aos demais
tratamentos.

Aos 14 dias os tratamentos testados mostraram valores semelhantes ao controle
positivo nos pardmetros: tecido necrético e crosta. Enquanto o grupo controle positivo
apresentou maior presenca de tecido de granulacdo diferindo dos demais grupos neste
momento de avaliagao (p<0,05). Aos 25 dias ndo foi observado presenga de tecido necrotico
e/ou de granulacdo nas lesdes cutaneas. Ainda nesteperiodo o grupo GP,, apresentou maior
presenca de crosta em relagcdo aos demais grupos apesar de ndo diferir estatisticamente dos
demais grupos (Fig. 1).

Quanto a area de lesdo observou-se que aos dois dias de tratamento todos 0s grupos
apresentaram lesdes de tamanho semelhantes, ndo diferindo entre si. Ja aos cinco dias o grupo
controle negativo expressou menor area diferindo do grupo controle positivo (p=0,005) e
LCFT 2002 (p=0,005), e o grupo controle positivo com maior area em relacdo ao grupo
LCFT 2001 (p=0,005). Enquanto aos oito dias de tratamento o grupo LCFT 2001 demonstrou
menor area de lesdo em média diferindo dos demais grupos (p=0,005). Esta diferenca nédo
manteve-se nos demais momentos de avaliacdo, com a reducgdo da area de lesdo em todos 0s
grupos de forma semelhante expressando a evolugéo cicatricial de todos os grupos.

Na avaliacdo tensiométrica todos os grupos de tratamento apresentaram resisténcia
semelhantes, ndo diferindo estatisticamente, sendo o grupo tratado com LCFT 2002
apresentando valores numéricos maiores quando comparado aos demais grupos de tratamento
(Tab 5).

Tabela 5. Tensdo média suportada pelas amostras de tecido cutaneo com lesdo térmica

de 2° grau, que receberam os diferentes tratamentos durante o periodo de 25 dias.

Grupo de Tratamento Tensdo média supertada (Pa)
LCFT 2001 0,22
LCFT 2002 0,27
CP 0,26
CN 0,24

Histologicamente, quando observadas as amostras de pele, verificou-se, em todos 0s
grupos, a evolucdo cicatricial dentro dos padrdes fisiolgicos. Aos dois dias de tratamento
todos 0s grupos apresentaram auséncia de colageno, reepitelizacdo, de angiogénese e
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quantidade de inflamac¢do moderada n&o diferindo entre si. Aos cinco dias de tratamento todos
0S grupo apresentaram reepitelizacéo inicial, ndo diferindo entre si (Fig. 2). Quanto ao padrao
colageno, o grupo controle positivo demonstrou alta quantidade de colageno tipo fino, sendo
similar ao grupo LCFT 2002, mas diferindo significativamente dos grupos LCFT 2001
(p=0,001) e controle negativo (p=0,006) em que prevaleceu a auséncia de colageno (Fig. 2).
Da mesma forma na avaliacdo de angiogénese o grupo controle positivo diferiu dos grupos
controle negativo (p=0,006) e LCFT 2001 (p=0,047), apresentando alta quantidade de vasos
novos em padrdo fino enquanto os demais ainda tinham auséncia de angiogénese (Fig. 2). Ja4 o
grupo LCFT 2002, também apresentou uma angiogénese mais avangada diferindo do grupo
controle negativo (p=0,029). Ainda aos cinco dias de tratamento o grupo controle positivo
exibiu uma inflamacédo exuberante, diferindo do grupo LCFT 2001 que tinha inflamacéo leve
(p=0,000). Os grupos LCFT 2002 e controle negativo demonstraram inflamacdo moderada

semelhante ao grupo controle positivo, ndo diferindo estatisticamente. (Fig. 2).

Reepitelizagéao Angiogénese
3 3
2 3 A A
| . . ‘ | AcIA la | I
5 G BC B
2 dias S dias 8 dias 14 dias 25dias 2 dias 5 dias 8 dias 14 dias 25 dias
®ICFT2001 = LCFT2002 mCP CN ®LCFT2001 ®mLCFT2002 =CP CN
Inflamagao Colageno

2

A 2
1 B BC 1
. ABI
& BC 5 B B

2 Dias 5 Dias 8 Dias 14 Dias 25 Dias 2 dias S dias 8 dias 14 dias 25 dias

BLCFT2001 mWLCFT2002 m CONTPOS CONT NEG WICFT2001 ®mLCFT2002 mCP mCN

Figura 2. Demonstracdo da mediana de reepitelizacdo, indicando auséncia (0), inicial
(1), moderada (2), completa (3); de angiogénese, indicando auséncia (0), padrdo alto/fino (1),
padrédo alto/arcos (2), baixo/grosso (3); de inflamacdo, indicando exuberante (0), moderada
(1), discreta (2), auséncia (3); de colageno, indicando auséncia (0), padrao alto/fino (1),
padrdo alto/denso (2), baixo/denso (3); de feridas tratadas com LCFT 2001, LCFT 2002,
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colagenase e sem tratamento, aos dois, cinco, oito, 14 e 25 dias. Letras diferentes representam
valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

Aos oito dias de tratamento todos 0s grupos de tratamento estavam com alta
quantidade de colageno de padrdo fino e com reepitelizacdo inicial. J& nas avaliacbes de
angiogénese 0s grupos testes diferiram significativamente do grupo controle negativo
(p<0,01) (Fig. 2). As lesdes tratadas com LCFT 2001 e LCFT 2002 apresentaram alta
quantidade de novos vasos sanguineos do tipo em arcos, enquanto 0S grupos controles esta
angiogénese era alta, mas ainda de vasos finos. Além disso, os grupos LCFT 2001 e controle
negativo demonstraram inflamagdo exuberante em suas lesdes, enquanto 0s grupo controle
positivo e LCFT 2002 estavam com inflamag&o moderada diferindo entre eles (p=0,05) (Fig.
2).

Aos 14 dias as amostras tratadas com as formulas tépicas e o grupo controle positivo
se equipararam, com colageno denso em alta quantidade, enquanto no grupo controle negativo
o colageno ainda era padrdo fino em alta quantidade, porém sem diferencas estatisticas. Além
disso, o grupo LCFT 2002 demonstrou uma reepitelizacdo moderada nesse momento,
enquanto os demais grupos permaneciam com reepitelizacdo inicial, mas também sem
diferengas estatisticas significativas. Para a angiogénese, todos os tratamentos expressaram
um padréo de alta quantidade de vasos sanguineos do tipo em arcos. E ainda aos 14 dias todos
0s grupos apresentaram inflamacao moderada.

Por fim, aos 25 dias de tratamento todos os grupos demonstraram aspectos
semelhantes dos parametros analisados na histopatologia, estando com padrdo de colageno
denso em alta quantidade, reepitelizagdo completa, baixa quantidade de novos vasos

sanguineos do tipo maduros e leve inflamagéo (Fig. 2).

4. Discussao

Os resultados gerados neste estudo mostram que o tratamento de feridas cutaneas com
as formulagdes topicas contendo os ativos Triticum aestivum e Bixa orellana L. sdo capazes
de acelerar a cicatrizagdo. Neste estudo, aos cinco dias de tratamento as formulacGes topicas
contendo os ativos dos extratos vegetais demonstraram clinicamente maior percentual de
tecido necrotico e menores percentuais de crosta e tecido de granulacdo quando comparados
ao grupo controle positivo. Assim como na avaliacdo histopatoldgica em que o grupo controle
positivo apresentou maior infiltrado inflamatério, angiogénese e coldgeno em relacdo aos

grupos testes. Ainda, em relacdo a area de lesdo, 0s grupos testes e 0 grupo controle positivo
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expandiram suas areas diferindo do grupo controle negativo. Nesse momento observando em
conjunto as andlises realizadas, o grupo controle positivo comportou-se conforme o esperado
para este tipo de lesdo cutanea, visto que a colagenase é uma enzima que atua na desnaturacdo
das estruturas de colageno, assim possui comprovada acdo terapéutica na cicatrizacdo de
lesBes térmicas agindo no desbridamento da lesdo (Hussein Ali E Adnan, 2018).

De forma menos evidente os grupos tratados com as formulas topicas expressaram
pequena acdo cicatrizante. Os compostos identificados no extrato oleoso de Bixa orellana L.
possuem conhecida acéo terapéutica, como os terpenos com acéo anti-inflamatoria, analgésica
e antibidtica (Silva et al., 2018) e os acidos graxos que sdo amplamente utilizados no
tratamento de lesdes cutaneas em geral estimulando a cicatrizagdo (Mota et al., 2015).

Ainda aos cinco dias de tratamento, em relacdo aos grupos testes observou-se que o
LCFT 2002 demonstrou menor percentual de tecido necrético em relacdo ao LCFT 2001,
demonstrando uma melhor evolu¢do na cicatrizacdo, o que também ¢é evidenciado na
histologia com maior indice de angiogénese e de infiltrado inflamatério possivelmente pela
acao dos diferentes extratos do ativo de Triticum aestivum. O extrato etandlico presente na
formula LCFT 2002 apresentou maiores concentracdes dos compostos Acido salicilico e
Acido Hidroxibenzoico, os quais apresentam acdo esfoliante, promevendo a descamacio da
pele e removendo o tecido desvitalizado (Arif, 2015). Além disso, o extrato etandlico
apresentou maiores concentracdes de Acido ferdlico, Acido 5-5'-dihidrodiferulico, Acido
maleico e Acido pinélico, conhecidos antioxidantes que impedem a degradacdo de fibras
estruturais como colageno e elastina, auxiliando na regeneracdo do tecido epitelial (Silva et
al., 2017).

Aos oito dias de tratamento € visivel a acdo das formulacdes topicas, que apresentaram
clinicamente menor percentual de crosta e maior de tecido de granulacéo e na histopatologia
uma angiogénese mais avancada e um padrdo de colageno semelhante ao grupo controle
positivo. Ainda destaca-se o tratamento com LCFT 2001 que nesse momentos, demonstrou
uma inflamagdo exuberante e a menor &rea de lesdo, indicando intensa atividade do
organismo. Os &cidos graxos presentes no ativo Bixa orellana L. estimulam a acdo de
mediadores quimiotaticos para neutrofilos e macrofagos e a producdo de fatores de
crescimento, que vdo promover um efeito pro-inflamatério, limpeza do local lesionado e
permitir a reconstituicdo do tecido (Lania et al., 2019). Campelo et al. (2015), demonstrou o
aumento da proliferacdo celular e a reducdo da area de lesdes térmicas tratadas com misturas

de &cidos graxos, em sete dias de tratamento. Entretanto, o estudo de Campelo et al. (2015)
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fez a administracdo dos tratamentos via oral, diferindo da forma proposta neste estudo,
possibilitando a acdo destes compostos por outras vias, que nao a topica local.

Alguns fatores locais podem prejudicar a cicatrizagcdo, como a presenca de residuos no
interior da lesdo, este € 0 caso das lesdes térmicas que apresentam uma espessa camada de
tecido necrdtico atuando como uma barreira fisica para a reconstituicéo do tecido (Oliveira &
Dias, 2012). Assim, explica-se a menor acdo das formulacBes tOpicas nos primeiros
momentos de avaliacdo (dois e cinco dias), enquanto o tratamento com colagenase
demonstrou-se efetivo. Entretanto, aos oito dias de tratamento com a remocdo do tecido
necrético as formulagOes atuaram de forma expressiva, superando ou equiparando-se ao grupo
controle positivo em diversos pontos de avaliagdo, como mencionado anteriormente, e esta
atuacdo manteve-se até o final do periodo de tratamento.

Aos 25 dias de tratamento todos os grupos continham reepitelizacdo completa, com
padrdo colageno denso mas em alta quantidade, e com mesma forca de resisténcia suportada
na avaliacdo tensiométrica, indicando um tecido ainda imaturo. Porque no processo de
maturacdo tecidual as fibras colagenas tornam-se espessas e vao entremeando-se, sendo esta
condicdo essencial na qualidade da cicatriz, pois quanto mais maduro o colageno mais
resistente é a lesdo (Oliveira & Dias, 2012).

Por fim, os produtos LCFT 2001 e LCFT 2002 demonstraram potencial terapéutico no
tratamento de lesbes térmicas, com a exacerbacdo da inflamacdo e da angiogénese aos oito
dias de tratamento, permitindo maior perfusdo do infiltrado inflamatério e a intensificacéo
deste, agindo de forma expressiva, o que reflete um efeito pré-inflamatério superior aos
tratamentos controles. Contudo, pelo atraso de atuacdo nos primeiros dias de tratamento,
todos 0s grupos apresentavam caracteristicas cicatriciais semelhantes ao final dos 25 dias de

tratamento.

5. Concluséao

Conclui-se que as formulagdes topicas propostas nesse estudo contendo extrato oleoso
de Bixa orellana L., aquoso e etandlico Triticum aestivum demonstram uma dificuldade no
desbridamento das lesdes removendo o tecido necrético nos primeiros dias de tratamento,
porém no decorrer do tratamento as formulacGes apresentaram importante acdo pro-
inflamatoria promovendo a aceleragdo da regeneracdo tecidual. Assim as formulacdes deste
estudo possuem um potencial cicatrizante semelhante a colagenase para o tratamento de
lesBes térmicas.
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