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RESUMO

A pele, o maior 6rgédo do corpo humano, € composta pela epiderme e pela derme, que protegem
0 organismo contra injurias. Lesdes cutaneas, como queimaduras de primeiro, segundo e
terceiro graus, comprometem essas funcOes e iniciam a reparacdo tecidual, que envolve
hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo. Dada a importancia de desenvolver
estratégias que melhorem esse processo, o 6leo de pequi (Caryocar brasiliense) destaca-se por
seus compostos bioativos com propriedades cicatrizantes e anti-inflamatorias. A acgéo
terapéutica deste 6leo pode estar relacionada a anexina-Al (AnxA1l), uma proteina que medeia
a inflamacdo e participa de processos como proliferacdo e diferenciacao celular. Sendo assim,
este estudo visa avaliar a atividade regenerativa do 6leo de pequi em queimaduras cutaneas de
segundo grau em camundongos. Para isso, realizou-se uma queimadura no dorso de
camundongos, que foram tratados (Tratado n=18) ou ndo (Controle n=18) topicamente com
oleo de pequi, e sacrificados em 7,14 e 21 dias. Foi feita a coleta do fragmento da regido do
ferimento e da regi&o adjacente, que foi fixado e processado histologicamente para a realizacdo
de diversas analises histopatologicas. Tanto no grupo Tratado, quanto no grupo Controle, aos 7
dias, ndo houve evidéncias de reepitelizacdo. Contudo, a analise morfométrica do epitélio
neoformado revelou, aos 14 dias, uma maior altura epitelial no grupo Tratado em comparacéo
ao Controle (p < 0,05). Apds 21 dias, a altura epitelial se tornou semelhante nos dois grupos,
sugerindo que o 6leo de pequi acelerou a fase proliferativa, promovendo um fechamento mais
rapido das feridas. Foi visto, um aumento gradual de colageno tipo | na derme dos animais do
grupo Controle (ndo significativo), enquanto no grupo Tratado, a quantidade desse colageno se
manteve estavel, sugerindo que o Oleo de pequi inibiu sua deposi¢do. Por outro lado, a
quantidade de fibras reticulares (colageno tipo I11) aumentou significativamente no grupo
Tratado em 7, 14 e 21 dias em relacdo aos seus respectivos Controles (p < 0,05; p <0,0001; p
<0,001; respectivamente), indicando que o 6leo de pequi modulou a deposi¢do deste colageno
durante todo o processo de regeneracdao. Além disso, a intensidade da expressdo da proteina
AnxAl, tanto no epitélio queimado, quanto no epitélio conservado, foi semelhante entre 0s
diferentes grupos experimentais analisados. Entretanto, ao quantificar as células epiteliais
imunomarcadas para AnxAl no epitélio recem-formado, foi observado que nos animais
Tratados havia uma quantidade menor aos 14 dias (p < 0,05) e maior aos 21 dias, em
comparacdo ao Controle. Além disso, no epitélio conservado (regido adjacente ao local da
gueimadura), a quantidade de células positivas para AnxAl foi semelhante entre todos os
grupos experimentais. Os resultados sugerem que o Oleo de pequi diminui a atividade
inflamatoria local, regulando assim a expressdo de AnxAl, que por sua vez retarda a maturacdo
de colageno tipo Il para colageno tipo | favorecendo a reparagdo tecidual, em detrimento da
cicatrizacdo. Dessa forma, conclui-se que o 6leo de pequi pode modular as fases da reparacao
tecidual, aumentando a espessura do epitélio e a deposicdo de fibras reticulares, mostrando-se
promissor para o tratamento de queimaduras cutaneas.

Palavras Chaves: Queimadura de pele; Oleo de pequi; Pele; Colageno; Anexina-Al.



ABSTRACT

Skin present two layers, the epidermis and dermis, which protect the organism against injuries.
First, second, and third-degree burns, can compromise skin functions and initiate tissue repair,
which involves hemostasis, inflammation, proliferation, and remodeling. To develop strategies
that enhance this process, study of pequi oil (Caryocar brasiliense) medicinal proprieties stands
out for its bioactive compounds with healing and anti-inflammatory properties. The therapeutic
action of this oil may be related to annexin-Al AnxAl), a protein that mediates inflammation
and participates in processes such as cell proliferation and differentiation. Therefore, this study
aims to evaluate the regenerative activity of pequi oil in second-degree skin burns in mice. A
burn was made on the back of mice, which were treated (Treated n=18) or not (Control n=18)
topically with pequi oil, and sacrificed on days 7, 14 and 21. A fragment of the wound region
and the adjacent region was collected, which was established and processed histologically for
the performance of several histopathological analyses. In both Treated and Control groups,
there was no evidence of re-epithelialization at 7 days. However, morphometric analysis of the
newly formed epithelium revealed, at 14 days, a greater epithelial height in the Treated group
compared to the Control group (p < 0.05). After 21 days, the epithelial height became similar
in both groups, indicating that pequi oil accelerated the proliferative phase, promoting faster
wound closure. A gradual increase in type I collagen was observed in the dermis of the animals
in the Control group (not significant), while in the Treated group, the amount of this collagen
remained stable, indicating that pequi oil inhibited its deposition. On the other hand, the amount
of reticular fibers (type 11l collagen) increased significantly in Treated group at 7, 14, and 21
days compared to their respective Controls (p < 0.05; p < 0.0001; p < 0.001, respectively),
indicating that pequi oil modulated the deposition of this collagen throughout the regeneration
process. Furthermore, the intensity of AnxAl protein expression, both in the burned epithelium
and in the preserved epithelium, was similar among the different experimental groups analyzed.
However, quantifying the epithelial cells immunostained for AnxAl in the newly formed
epithelium, showed that in Treated animals there was a smaller amount at 14 days (p < 0.05)
and a greater amount at 21 days, compared to the Control. Furthermore, in preserved epithelium
(adjacent to the burn site), the number of AnxAl-positive cells was similar among in the two
groups. The results suggest that pequi oil decreases local inflammatory activity, thus regulating
the expression of AnxAl, which in turn delays the maturation of type Ill collagen to type I
collagen, favoring tissue repair, to the detriment of healing. Thus, it is concluded that pequi oil
can modulate the phases of tissue repair, increasing epithelial thickness and the deposition of
reticular fibers, showing promise for the treatment of cutaneous burns.

Key Words: Skin burn; Pequi oil; Skin; Collagen; Annexin-Al.
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1. REVISAO DE LITERATURA
1.1. PELE

A pele, considerada o maior 6rgdo do corpo humano, é composta pela epiderme e
pela derme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). A epiderme, camada superficial da pele, é
formada por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. J& na camada mais interna
encontra-se a derme, subdividida em derme superficial, constituida por tecido conjuntivo
propriamente dito frouxo, e derme profunda, formada por um tecido conjuntivo
propriamente dito denso ndo modelado. Embora apresentem diferentes constituintes, a
epiderme e a derme, que séo separadas por uma membrana basal, conectam-se pelas papilas
dérmicas da derme (GARTNER; HIATT, 2003). Além disso, existe o tecido subcutaneo a
derme (conhecido como hipoderme) rico em tecido adiposo que, apesar de ndo ser uma
porcdo da pele, une o tegumento aos outros 6rgdos do corpo (Fig. 1) (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2017)

epiderme~< 5%,

glandula
sebacea
derme < nerve

glandula — vasos
sudoripara sanguineos
hipoderme

foliculo

piloso

Figura 1. Imagem ilustrativa dos componentes da pele. Imagem adaptada de
BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019.



A espessura da pele é determinada de acordo com as regifes mais sensiveis ou de
maior atrito, podendo ser espessa e fina, sendo que a pele fina é localizada na maior parte do
corpo, enquanto a pele espessa € encontrada apenas nas articulagdes, palma das méaos e planta
dos pés. Na pele espessa, ndo sdao encontrados foliculos pilosos e glandulas sebaceas, que
estdo presentes na pele fina, enquanto as glandulas sudoriparas estdo presentes em ambos 0s
tipos de pele. A epiderme possui cinco importantes subcamadas, que Sdo essenciais para o
processo de queratinizacdo, sendo elas: basal, espinhosa, granulosa, Iicida e cornea, sendo
que na pele fina ndo ha presenca da camada lucida, e a camada cornea é menos espessa em
relacdo a pele grossa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A camada basal apresenta, principalmente, células basais, que sdo clubicas com
nicleos maiores e com alta atividade mitética, que auxilia no processo de reestruturacao
celular. Além disso, nessa camada também estdo presentes as células de Merkel
(mecanorreceptoras que contribuem para funcdo de percepcdo) e os melandcitos (célula
produtora do pigmento melanina). O queratindcito, responsavel pela producdo de queratina
(proteina fibrosa com pouca quantidade na camada basal), € a principal célula da epiderme,
que também faz o armazenamento da melanina que € uma proteina sintetizada pelos
melandcitos na camada basal, que contribui para prote¢do contra radiacdo ultravioleta
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Em conjunto com a camada basal, a camada espinhosa,
onde se inicia 0 processo de queratinizacdo, participa do processo de renovacao celular, e
apresenta em sua composicdo células cuboides com ntcleos centralizados. E importante
ressaltar a presenca das células de Langerhans (células dendriticas) na camada espinhosa,
que sdo importantes para o sistema imune devido a sua funcdo de apresentadoras de
antigenos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A camada granulosa é mais reduzida, podendo chegar até cinco camadas de células
pavimentosas com nucleos centralizados e contendo granulos de querato-hialina em seu
citoplasma, os quais interagem com a membrana plasmatica, contribuindo para formacéo da
barreira da pele e impedindo a desidratacdo do organismo. Ao decorrer da diferenciacdo dos
queratindcitos da camada basal até a superficie, essas células vdo morrendo e perdendo suas
organelas (GARTNER; HIATT, 2003). A camada lcida apresenta células pavimentosas,
porgue seus nucleos e organelas citoplasmaticas foram eliminados por enzimas lisossomais.
Essa é uma camada transparente de queratinocitos mortos, que contém a proteina eleidina
de coloracdo clara, além desta camada ser caracterizada pela numerosa quantidade de
queratina (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; NGUYEN;



SOULIKA, 2019). Por fim, a camada cornea é definida pela abundancia de células mortas,
achatadas e sem nucleos, além de apresentar uma maior quantidade de queratina sintetizada
pelos queratindcitos, ao comparar com a camada basal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A derme, localizada abaixo da epiderme, fornece flexibilidade, resisténcia a tracédo
e elasticidade a pele. Ela é subdividida em duas camadas, a primeira é a papilar, formada por
tecido conjuntivo frouxo, que se associa com a base da epiderme pelas papilas dérmicas,
sendo rica em vasos sanguineos. Ja a derme reticular é constituida por tecido conjuntivo
denso ndo modelado, possuindo uma menor quantidade de células e uma grande quantidade
de colageno tipo | e fibras eléasticas (ROSS; PAWLINA, 2016). A alta elasticidade da derme
pode ser explicada devido a proteina soltvel elastina (feita de fibrilina) que esté presente nas
fibras elasticas, que sdo produzidas pelos fibroblastos (a principal célula da derme), que
também produzem colageno, sendo fundamental para o processo de reparacdo tecidual
(ROSS; PAWLINA, 2016). Os fibroblastos, miofibroblastos e células imunoldgicas, como
macrdfagos, mastocitos e linfocitos, também contribuem para melhor funcionalidade e
integridade desta camada (NGUYEN; SOULIKA, 2019). Além disso, no decorrer do
envelhecimento ocorre uma diminuicdo na producdo dos componentes da derme, como
fibroblastos, colageno e elastina, provocando a reducédo da elasticidade, da vascularizagao e
0 aparecimento de rugas (FENSKE; LOBER, 1986).

O colageno (originado do termo “producao de cola”) € uma proteina fibrosa que esta
presente na derme, sendo também encontrado em 0ssos, tenddes e cartilagens. A sintese
dessa proteina é feita pelos fibroblastos, os quais secretam o procolageno (molécula
precursora) que se matura até formar as fibras colagenas. Algumas vitaminas contribuem
para a producdo desta proteina, em especial a vitamina C, sendo que sua deficiéncia pode
provocar o escorbuto, que contribui para problemas na cicatrizacdo (CANTY; KADLER,
2005; SHAW et al., 2017).

Esta molécula contém em sua estrutura molecular véarios aminoécidos como a glicina,
hidroxiprolina e prolina, proporcionando estabilidade e firmeza a pele, € uma fibra resistente
que pode inclusive auxiliar na cicatrizagdo de feridas e manter a integridade dos tecidos
(BEDOYA et al., 2016; ZAGUE, 2015). Existem cerca de 30 tipos de colageno, que podem
formar longas fibrilas, outros associados a essas fibrilas, e outros que se ancoram a elas
(SOUZA; CASTRO; SILVA, 2021). Os principais tipos de colageno presentes na pele séo
o0s do tipo I e tipo 11, sendo que o primeiro é o mais abundante, sendo composto por fibras

mais espessas e estdo relacionadas com a resisténcia da pele, e 0 segundo (também conhecido



como fibra reticular) é formado por fibras mais finas e delicadas (BEDOYA et al., 2016;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Logo abaixo da derme, associada ao tecido conjuntivo frouxo, encontra-se a
hipoderme que, apesar de ndo ser considerada uma porcdo da pele, é importante para
conecta-la aos musculos e 0ssos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Os adipdcitos, sdo suas
principais células, e juntos formam o tecido adiposo, que contribuem para um bom
isolamento térmico e suprimento de energia (KHAVKIN; ELLIS, 2011; ROSS; PAWLINA,
2016). Além disso, este tecido subcutaneo, também apresenta funcéo secretora, pois libera
adipocinas (LESLIE BAUMANN; SOGOL SAGHARI; EDMUND WEISBERG, 2009).

A pele possui diversas fungdes, como a termorregulacdo, a percepgdo sensorial e
formacdo de uma barreira fisica, protegendo o corpo contra atritos externos, desidratacéo,
radiacdo ultravioleta, além de agentes quimicos, fisicos e microbiologicos (KHAVKIN;
ELLIS, 2011). Outra importante funcdo é a sintese da vitamina D3, por meio de um processo
de isomerizag&o que acontece quando a radiagdo ultravioleta do sol entra em contato com o
tecido cutaneo e seus componentes (COSTA, 2018). O pH da pele ¢ acido, variando entre
5,4 e 5,9, sendo uma estratégia de protecdo para dificultar a sobrevivéncia de invasores
patogénicos (NGUYEN; SOULIKA, 2019; SCHMID-WENDTNER; KORTING, 2006).

Algumas celulas imunoldgicas auxiliam para uma melhor funcionalidade da pele,
mantendo a homeostase e protegendo contra agressdes e possiveis infeccdes. Em condicBes
favoraveis, essas células monitoram todo o ambiente procurando alguma ameaca. Ao
encontrar alguma anormalidade, como no caso de lesdes, elas ativam-se e recrutam outras
células para o local da lesdo, iniciando uma resposta inflamatoria. A ajuda de outras células
para combater o estimulo inflamatorio é importante, porque garante a eficacia da resposta
imunoldgica e a restauracao tecidual. Nesse caso, 0os macrdéfagos e as células dendriticas
contribuem para a fagocitose do patdgeno, apresentando o antigeno para a célula T, que
juntamente com as células natural killer (NK) também tém funcdo de eliminar células
infectadas e tumorais (NGUYEN; SOULIKA, 2019).



1.2. LESOES NA PELE

A eficacia da barreira protetora da pele, pode ser prejudicada em caso de lesdes
cutaneas provocadas por agentes agressores, como por exemplo a queimadura (BARTOSCH
et al., 2013). Essas lesdes, representam a maior incidéncia de ferimentos e 6bitos no Brasil,
sendo um problema de satde publica, em que 65,8% foram do género masculino e 34,2% do
género feminino (LEITAO et al., 2014). Um estudo do Ministério da Satde apontou que, no
periodo de cinco anos entre 2015 e 2020, as queimaduras foram responsaveis por 19.772
6bitos (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE; MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
Nesse sentido, a queimadura é uma lesdo grave que resulta em um dano tecidual causado,
especialmente, quando a pele esta exposta a altas temperaturas (por exemplo: chama de
fogo), radiacbes ou até mesmo em temperaturas muito baixas, promovendo a destrui¢éo
tecidual, que pode levar a 6bito, dependendo da gravidade (BARTOSCH et al., 2013). A
queimadura pode provocar uma grave necrose e ser colonizada por uma gama de
microrganismos patogénicos, especialmente no periodo que a lesdo estiver exposta e sem
protecdo até a finalizacdo do reparo tecidual, que pode promover uma reacao sistémica no
organismo devido as consequéncias ao tecido lesionado (QUINN et al., 1985; VALE, 2005).
Além disso, o tratamento para queimadura ainda é muito dificil, especialmente porque essa
condicdo induz uma resposta inflamatdria, que se ndo cuidada pode causar complicacdes
graves (RAVAT et al., 2011), deixando a lesdo vulneravel a colonizacdo de microrganismos
patogénicos devido ao comprometimento da barreira cutanea (QUINN et al., 1985).

As lesdes sdo classificadas de acordo com sua causalidade, profundidade, area
afetada e gravidade (BARTOSCH et al., 2013). A profundidade determina a intensidade da
gueimadura, nesse caso, ela pode ser: de primeiro, segundo e terceiro graus. A de primeiro
grau compromete somente a epiderme (mas mantém a integridade da membrana basal), tem
auséncia de bolhas, ndo deixa cicatriz, e tende a ter uma rapida recuperacao dessa camada.
A queimadura de segundo grau atinge a epiderme e parcialmente a derme, causando
destruicdo da camada basal, deixando bolhas e tem uma cicatrizacdo lenta (variando entre 3-
4 semanas). Ja a queimadura de terceiro grau atinge todos os constituintes da pele, ela ndo
apresenta bolhas e nem sensibilidade, mas pode chegar até 0 0sso, e precisar de enxertia
(LATARJET, 1995; VALE, 2005). As queimaduras mais superficiais, como as de primeiro
e segundo graus, se ndo tratadas podem evoluir para casos mais graves (EVERS;
BHAVSAR; MAILANDER, 2010).



1.3. REPARO TECIDUAL

Para que o processo de reparacdo tecidual seja bem-sucedido, sd@o necessarias
algumas etapas importantes, como a hemostasia, a inflamacdo, a proliferacdo e a

remodelagéo (Fig. 2).
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Figura 2. Os estagios do reparo de feridas e seus principais componentes celulares.
Imagem adaptada de WILKINSON e HARDMAN (2020).

Quando ocorre uma lesdo na pele inicia-se o processo de hemostasia, pela ativacdo da
agregacdo plaquetaria, culminando na formacéo de um coagulo composto por fibrinas no
local lesionado. Além disso, é nesse periodo inicial que ocorre a producdo de fibras
reticulares (colageno tipo IIl) (LIMA et al., 2022). Posteriormente, na fase inflamatoria,
ocorre o recrutamento de células do sistema imunoldgico, como por exemplo macr6fagos,
neutrofilos e mastocitos, para o local afetado, onde liberam mediadores quimicos, que séo
responsaveis pela contracdo dos vasos sanguineos, ocasionando uma diminui¢cdo em seu
fluxo sanguineo, conhecido como vasoconstricdo (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Estes
mediadores também estimulam as respostas pro e anti-inflamatorias, regulando a intensidade
da inflamacdo (STRONCEK; REICHERT, 2007). Como apontado anteriormente, o



colageno é um dos principais constituintes da derme, contribuindo para uma pele firme,
rejuvenescida e resistente, dessa forma, ele também é importante no processo de reparacao
tecidual. Quando ocorre a hemostasia, essa proteina é exposta, resultando na ativacédo e
agregacao plaquetéaria, e formando coagulos compostos com fibrinas no local lesado. Além
disso, € nesse periodo inicial da etapa da inflamag&o que ocorre a nova producéo das fibras
reticulares (colageno tipo I11) que sdo mais favordveis ao processo de reparacdo tecidual
(LIMA et al., 2022).

Ja na fase proliferativa, ocorre a reepitelizacdo que promove a restauracdo da
epiderme. Os fibroblastos também contribuem para aceleracdo da reepitelizacdo, ao
estimular a migracéo, proliferacdo e diferenciacdo dos queratindcitos vizinhos para o local
de interesse, liberando o fator de crescimento de queratindcitos (KGF) (TSIROGIANNI;
MOUTSOPOULOS; MOUTSOPOULOS, 2006). O processo de angiogénese, também se
inicia nesta etapa, e é estimulado pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que promove
a migracdo das células endoteliais e formacdo de novos capilares sanguineos no local da
gueimadura. Por fim, a formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno
caracteriza o final da fase proliferativa, que tem a fungéo de nutrir e oxigenar os componentes
celulares que ali se encontram (EVERS; BHAVSAR; MAILANDER, 2010; STRONCEK;
REICHERT, 2007).

O fibroblasto, principal célula da derme, é ativado pelo fator de crescimento derivado
de plaquetas-12 (PDGF-12) para sair do estado de repouso e iniciar a atividade da sintese
dos componentes da matriz extracelular do tecido conjuntivo. Além disso, o fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) estimula a produgdo de colageno tipo I ¢ induz a
diferenciacéo dos fibroblastos em miofibroblastos, a fim de promover a contracdo da ferida,
auxiliando no processo de fechamento da ferida (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER,
2006; LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994).

De acordo com a literatura, a deposi¢do de colageno é um processo gradual, que ocorre
em todos 0s processos de reparo tecidual, intensificando-se na fase de remodelacéo. Essa
proteina € um importante constituinte da derme, pois promove um aumento da resisténcia da
ferida e contribui para reorganizagéo e sustentacdo da matriz extracelular (BROUGHTON;
JANIS; ATTINGER, 2006; MATHEW-STEINER; ROY; SEN, 2021; SINGER; CLARK,
1999). Na fase de remodelagéo, que ocorre por volta do 21° dia da leséo, acontece eventos
diretamente relacionados com a distribuicdo de colageno na derme da regido lesionada. Esta

molécula, inicialmente se apresenta na forma de colageno tipo Il e é gradativamente



substituida por colageno tipo I, que apresenta maior espessura e proporciona maior
resisténcia ao local da ferida. Durante esta reorganizacdo da nova matriz, os fibroblastos e
os leucaocitos secretam colagenases que degradam o colageno 111, dando lugar ao colageno
do tipo I na nova matriz (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

1.4. COMPOSTOS NATURAIS NA MEDICINA

Tendo em vista a necessidade de desenvolver estratégias terapéuticas que promovam
a melhora do processo de reparo tecidual, diversas plantas tém sido estudadas por possuirem
em sua composicdo moléculas bioativas com propriedades medicinais, com capacidade
antioxidante, anti-inflamatoria e pré-regenerativa. Dentre esses compostos, alguns tém um
importante papel contra os radicais livres, como os flavonoides, carotenoides e fendis
(CARVALHO et al., 2006; MANACH et al., 2004).

Nesse contexto, destaca-se 0 pequizeiro, que € uma arvore frutifera de porte médio,
tipico do cerrado brasileiro, com cerca de 10 metros de altura e com raizes profundas que
facilita sua adaptacdo em diferentes climas e solos. Vale ressaltar a versatilidade desta
arvore, que contribui de vérias formas para a sociedade, sendo que a casca pode ser utilizada
para fabricacdo de utensilios, as folhas para a tintura e o fruto para consumo gastronémico
(BATISTA etal., 2010; DOMBROSKI et al., 2010; THAMER; PENNA, 2006). Além disso,
essa arvore possui uma grande importancia medicinal, pois as cascas e folhas possuem
propriedades diuréticas, além de poderem ser utilizadas para tratamentos de resfriados
(BATISTA et al., 2010). De acordo com a literatura, essas folhas sdo ricas em taninos
(compostos fendlicos), que apresentaram a capacidade para combater tumores, como 0
sarcoma 180 (cancer de pele) (DOMBROSKI et al., 2010).

O pequi (Caryocar brasiliense), que em tupi significa casca espinhosa e que é um fruto
carnoso com uma ou mais sementes, apresenta um epicarpo (casca de coloragao verde-claro
a amarelado), um mesocarpo (parte carnosa, propria para consumo) e um endocarpo (parte
que envolve a semente), rigido e espinhoso. O mesocarpo tem em sua composicdo 0s
carotenoides, que possuem acao antioxidantes e sdo responsaveis pelo pigmento amarelo-
alaranjado dessa regido (BEZERRA; BARROS; COELHO, 2015; DOMBROSKI et al.,
2010). . Este fruto possui um potencial nutritivo, relacionado com sua rica variedade de

compostos, como célcio, proteinas, esteroides, alcaloides, lipideos, betacaroteno, vitaminas



e minerais, além de sua atuagdo como redutor do processo inflamatério (BATISTA et al.,
2010; MIRANDA-VILELA; RESCK; GRISOLIA, 2008).

Além de ser importante para a gastronomia regional do Centro-Oeste, o0 6leo extraido
da polpa do pequi € rico em nutrientes e compostos bioativos, e contribui para pesquisas
cientificas, a fim de utiliza-lo como tratamento médico (BATISTA et al., 2010). Este 6leo
apresenta propriedades medicinais importantes para o tratamento de lesdes cutaneas, por
exemplo, e pode ser administrado em seres humanos pelas vias oral, interna, topica ou
inalatdria, de acordo com o objetivo do tratamento (JANE BUCKLE, 2014). Além disso,
possui efetiva acdo terapéutica devido a sua baixa polaridade e volatilidade, além de
apresentar propriedades lipofilicas (CUNHA; ROQUE; NOGUEIRA, 2012).

De acordo com a literatura, o 6leo do pequi atua na reducdo do estresse oxidativo
(MIRANDA-VILELA; RESCK; GRISOLIA, 2008), pois apresenta propriedades
antioxidantes (que auxiliam no combate a radicais livres) e anti-inflamatoria, devido a sua
composicdo ser rica em acidos graxos insaturados, como &cido oleico e acido linoleico,
contribuindo para reparacdo tecidual durante a fase proliferativa da cicatrizacdo (BATISTA
et al., 2010; BEZERRA; BARROS; COELHO, 2015). O pequi também apresenta um odor
forte, e essa caracteristica esta relacionada com alguns dos seus compostos bioativos, como
os terpenos (-ocimeno e 0 b-eudesmol) e os ésteres (que esté relacionado com sabor do
fruto) (CORDEIRO et al., 2013).

1.5. ANEXINA-Al

O dleo de pequi pode desempenhar sua acao terapéutica por meio da interacdo de
varias moléculas presentes nos tecidos animais. E possivel que a anexina-Al (AnxAl),
proteina 37 quilodaltons (kDA), seja uma delas, pois além de mediar a inflamacéo, ela esta
envolvida em importantes papéis fisiopatologicos, incluindo proliferacdo, diferenciacdo e
morte celular (SHEIKH; SOLITO, 2018). Estruturalmente, as anexinas compreendem dois
dominios: uma pequena regido N-terminal, especifica para cada membro da familia de
anexinas, e uma regido C-terminal, formada por quatro a oito dobras repetidas de uma
sequéncia conservada de 70 a 80 aminoacidos, responsavel pela afinidade ao célcio e
consequente ligacao aos fosfolipidios (RESCHER; GERKE, 2004) (Fig.3).
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Figura 3. Estrutura da proteina Anexina-Al. Imagem adaptada de RESCHER e
GERKE (2004).

Quando esta proteina é ativada, atua nos processos inflamatorios, podendo ser
classificada com uma proteina mediadora enddgena, e sua sintese é induzida por diversos
estimulos, principalmente, pelos glicocorticoides que estdo envolvidos na resposta
inflamatéria e na expressdo de mediadores pro-inflamatorios. Além disso, esta proteina
também esta vinculada aos efeitos imunossupressores dos glicocorticoides, atuando como
mediadora das ac@es anti-inflamatdrias deste horménio (KAMAL; FLOWER; PERRETTI,
2005; SMITH, 1996). Para executar suas funcles, a AnxAl é secretada e atua de forma
autdcrina ou parécrina, ligando-se a receptores externos especificos da membrana plasmatica
da célula alvo (TAYLOR et al., 2000; YANG; HUTCHINSON; MORAND, 1999) e
algumas células envolvidas no processo inflamatério, tais como mondcitos, macréfagos e
neutrofilos, que também expressam AnxAl, compondo cerca de 4% do seu conteddo
intracelular (GOULDING, 1990; MORAND et al., 1994). Além disso, esta proteina inibe a
transmigracao dos neutréfilos, eosinofilos e basofilos durante a resposta inflamatoria, assim
como na migracdo destes leucocitos para locais de inflamacdo (GETTING; FLOWER;
PERRETTI, 1997; GOULDING et al., 1998).

Além de atuar como anti-inflamatorio, a AnxAl possui efeitos apoptdticos em
células inflamatdrias, cujo mecanismo pode estar relacionado com o aumento de célcio no
interior da célula (SOLITO et al.,, 2001). Na inflamacdo granulomatosa da pele de
camundongos, foi observado um aumento significativo do nivel de AnxAl expressa nos
neutrofilos, resultando em uma maior exposicdo da porcdo proteica, sendo que 0S

glicocorticoides e as citocinas podem interferir neste aumento (OLIANI; GIL, 2006). Assim
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como os leucdcitos, os mastdcitos, que sdo células residentes do tecido conjuntivo, e as
células endoteliais, s6 sdo ativados quando ha algum processo inflamatorio (OLIANI et al.,
2000). Essas expressdes podem ser em diferentes intensidades, como no caso dos mastocitos
que estdo presentes ndo s6 no tecido conjuntivo, mas também nas mucosas, 0 que pode
ocorrer em casos de reagdes alérgicas (SILVA et al., 2019). A AnxAl por ser um 6timo
mediador para o processo inflamatorio, pode restabelecer a migracdo das células, assim
como minimizar a proliferacdo celular e expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, garantindo
assim a homeostase do organismo (CARDIN et al., 2017).

A AnxAl impede a atividade da fosfolipase A2 (PLA2), que é a principal enzima
que participa da producdo de mediadores inflamatérios, como os leucotrienos, por meio da
ligacdo com o substrato do PLA2, o acido araquidénico, ou pela captura do préprio PLA2,
impedindo uma possivel promocdo da inflamacdo (KIM et al., 2001; NOURSHARGH,;
MARELLI-BERG, 2005). As acOes anti-inflamatdrias da AnxAl podem expressar-se em
locais diferentes, resultando em func@es distintas em cada constituinte, o que é possivel com
ajuda de outras células. Sendo assim, ela também pode inibir a producdo de 6xido nitrico
por macrofagos ativados, e reduzir a transmigracdo de leucécitos para o local de inflamacao,
protegendo assim o tecido contra mais danos (CROSARA-ALBERTO et al., 2002). Além
disso, a AnxAl, ao influenciar as atividades das moléculas de adesdo, selectinas e integrinas,
contribui para a diminuicdo da transmigracdo de leucécitos para o tecido inflamado
(PERRETTI; FLOWER, 1996).

No contexto do remodelamento tecidual, estudos tém mostrado que, seguido a uma
inflamacdo grave, a AnxAl tem sido eficiente em promover quimiotaxia de células epiteliais
provenientes de células-tronco para reparar a camada epitelial do intestino, restabelecendo
assim a homeostasia (BABBIN et al., 2006, 2007, 2008; LEONI et al., 2013).

Este projeto, baseado nas informacdes apresentadas até aqui, buscou investigar
tratamentos alternativos que sejam eficazes para o tratamento de queimaduras de segundo
grau, investigando um possivel potencial do 6leo de pequi neste processo, com foco nos

eventos celulares e moleculares tanto na epiderme quanto na derme da pele lesionada.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este projeto tem como objetivo avaliar a atividade regenerativa do 6leo de pequi na

pele de camundongo submetido a queimadura de segundo grau.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar histologicamente a morfologia do tecido lesado;
- Analisar as fibras colagenas na lesdo;

- Avaliar a expressao da proteina anexina-Al na pele.

3. METODOLOGIA

3.1. ANIMAL: MODELO EXPERIMENTAL DE QUEIMADURA

As amostras de pele de camundongos Balb-c utilizadas neste estudo sdo provenientes
do desenvolvimento de um projeto anterior intitulado “Estudo do potencial anti-inflamatorio
e cicatrizante do Oleo de pequi em queimaduras de pele em camundongos Balb-c”,
cadastrado na SGPP sob o numero 73/2022 (STRUTZ, OLIVEIRA e MIMURA, 2023 —
dados ndo publicados), aprovada pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Mato Grosso - CEUA UFMT 23108.010533/2022-11.

Em vias gerais, 36 camundongos machos Balb-c (90 dias de idade) foram divididos
aleatoriamente em dois grupos experimentais: i) Controle: grupo controle, com queimadura
sem tratamento, tendo apenas aplicacao de solucédo salina na lesdo; e ii). Tratado: queimadura
com tratamento com 6leo de pequi (aplicacdo topica diaria de 30uL sobre a lesdo). Cada um
desses grupos experimentais foi dividido em trés subgrupos, em que os animais foram

sacrificados nos dias 7, 14 e 21 ap0s a producdo da queimadura (n = 6 / grupo).

Para a indugéo da queimadura foram utilizados 36 camundongos machos Balb-c, com
90 dias de idade. Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal, com 0,2mL/100g

de cetamina e 0,05mL/100 g de xilazina, tiveram seu dorso tricotomizado e, posteriormente,
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assepsiado com solucéo de povidine. Apds, um bloco metalico com dimensdes de 1,0 cm?
foi aquecido por 1 minuto em agua a 100°C e, em seguida, posicionado na pele do dorso do
animal por 8 segundos para caracterizar uma queimadura de segundo grau (adaptado de
SOUZA et al., 2017). Imediatamente ap0s o trauma, as lesdes foram cobertas com gaze
umedecida em solucdo salina gelada. Os animais receberam codeina analgésica via gavagem
(ImL/kg) logo apos a inducdo da lesdo. Além disso, a dgua oferecida aos camundongos por
todo o periodo experimental também tinha esse analgésico diluido (30mg/L). Ao final do
periodo experimental, os animais foram sacrificados, por meio da administracdo de
superdosagem dos mesmos anestésicos descritos anteriormente, na concentracdo de
30mg/Kg e 300mg/Kg (xilazina e cetamina, respectivamente) seguindo as orientag0es do
Guia de Eutanasia para Animais em Pesquisa e Ensino, da Comisséo de Etica no Uso de

Animais, da Universidade Federal De Sao Paulo-Unifesp.

O oOleo de pequi foi extraido do mesocarpo dos frutos de Caryocar brasiliense
provenientes de uma propriedade rural, localizada no municipio de Pontal do Araguaia-MT
(16°00'27,4"S 52°21'01,0"W). Apdbs preparo da amostra da polpa do pequi, a extracao
lipidica foi realizada por Soxhlet, utilizando éter de petréleo como solvente. O solvente foi
removido por rotaevaporagdo a 60°C e o Gleo armazenado a baixas temperaturas. A
aplicacdo do 6leo de pequi foi iniciada no primeiro dia do procedimento cirirgico e ocorreu

até o dia do sacrificio dos animais.

3.2. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

A regido da lesdo cutanea, em toda sua extensdo e profundidade, juntamente com a
pele integra adjacente foi coletada, fixada em paraformaldeido tamponado a 4%, por um
periodo de 24 horas a 4°C. Em seguida, o material foi submetido a um processo de
desidratagdo em banhos crescentes de etanol, sequido de diafanizagdo em xilol e inclusdo
em parafina (Histosec). Cortes de 4um foram obtidos por microtomia e submetidos as
seguintes coloragdes:

- Hematoxilina & Eosina (H.E.): para analise morfologica e morfométrica por meio
de microscopia Optica. Foram capturadas 5 imagens por lamina, com aumento final de 200x,
para evidenciar as estruturas da epiderme e da derme. A analise morfométrica foi realizada

no epitélio com o auxilio do software Image-Pro Plus.
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- Picrosirius-Hematoxilina: para analise do colageno por meio de microscopia de
polarizacdo. Foram capturadas 3 imagens por lamina, com aumento final de 200x, utilizando
o filtro polaroide, que evidencia as fibras colagenas deixando-as birrefringentes. As fibras

colagenas foram contabilizadas com o auxilio do software ImageJ.

3.3. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Com o intuito de investigar a acdo do 6leo de pequi ha modulagdo da proteina anti-
inflamat6ria AnxA1 na pele, foi realizada a técnica de imunohistoquimica como descrito a
seguir: os cortes histoldgicos (4um) foram confeccionados em laminas silanizadas e em
seguida desparafinizados e hidratados. Posteriormente, os cortes foram incubados em panela
de presséo por 4 minutos para a recuperacao antigénica utilizando 10mM tampao citrato pH
6,0, seguida pela inativacdo de peroxidases enddgenas com perdxido de hidrogénio 3 % em
metanol por 30 minutos, do bloqueio de proteinas com soro normal de cabra a 10 % em
TBS/BSA a 1%, por 2 horas em camara Umida e temperatura ambiente. Apos, 0s cortes
foram incubados com o anticorpo primario polyclonal rabbit anti — anexina Al (1:1000;
Invitrogen, Frederick, MD, USA) diluido em TBS/BSA & %, overnight, a 4 °C, em camara
umida. No dia seguinte, os cortes foram lavados em TBS, incubados com anticorpo anti -
rabbit (1:100; Invitrogen, Frederick, MD, USA) diluido em TBS/BSA a 1% por 1 hora,
lavados em TBS e revelados com 3,3°- diaminobenzidina (DAB) (Dako) na concentragédo
1:20 por 2 minutos. Apds esta reacdo, os cortes foram contra-corados com Hematoxilina de
Harris. Os controles negativos das rea¢6es foram obtidos omitindo-se o anticorpo primario.

Para quantificar a expressdo da anexina-Al e realizar a analise densitométrica, foram
capturadas cinco imagens de cada lamina, tanto da regido do epitélio da queimadura quanto
do epitélio conservado, utilizando um microscopio 6ptico com objetiva de 40x. Em seguida,
as imagens foram analisadas no software Image-Pro Plus para quantificacdo das células

positivas para anexina, e pelo software ImageJ para realizacdo da densitometria.
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3.4. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram demonstrados como média + erro padrdo das médias.
Diferencas estatisticas foram comparadas pela ANOVA, seguidas, se significativas, pelo
teste de Bonferroni. Os valores de P menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. MORFOLOGIA E MORFOMETRIA EPITELIAL

A andlise morfoldgica das laminas coradas com H.E. demonstrou que o processo de
reepitelizacdo foi mais eficiente na pele dos animais que receberam o tratamento com 6leo
de pequi. Na pele queimada tanto dos animais do grupo Controle quanto do grupo Tratado,
apesar de ndo haver ainda a formacdo de um novo epitélio aos 7 dias (Fig. 4A-B), foi
observada a presenca de tecido de granulacdo no local da queimadura, juntamente com uma
casca que recobria o ferimento. Além disso, foi evidente uma maior estratificacdo de epitélio
neo-formado ao 14° dia de tratamento com 6leo de pequi, quando comparado com o grupo
Controle (Fig. 4C-D). Ja aos 21 dias, 0 epitélio se apresentou com 0 mesmo aspecto de
estratificagdo em ambos os grupos (Fig. 4E-F).

Para a avaliacdo histoldgica da restauracao epitelial apds a queimadura da pele dos
animais dos grupos Tratados com Gleo de pequi e Controles, nos periodos de 14 e 21 dias,
foi realizada a morfometria epitelial (Fig. 4C-F). Essa andlise revelou que o epitélio dos
animais do grupo Tratado no periodo inicial de 14 dias apresentou uma altura
significativamente maior em comparagdo ao respectivo Controle (p < 0,05; Fig. 4G),
indicando uma reepitelizacdo mais acelerada. Ja aos 21 dias, a altura epitelial da pele dos
animais dos grupos Tratado e Controle ndo apresentou diferenga estatisticamente
significante (Fig. 4G).

A queimadura de segundo grau compromete a epiderme, parte da derme e,
consequentemente seus anexos. Para reestruturar esses componentes perdidos, o reparo
tecidual é iniciado (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Na fase
proliferativa, ocorre a reepitelizagdo, na qual os queratinocitos da borda da ferida,

estimulados por fatores de crescimento, migram, proliferam e aumentam de tamanho no
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local lesado, contribuindo para formacdo de um novo epitélio (MANDELBAUM; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Além disso, a angiogénese (uma das etapas da fase
proliferativa) fornece nutricdo e oxigenacdo para acelerar a formacdo do tecido de
granulacdo (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). A cicatrizacdo, embora essencial
para restaurar a integridade da pele, pode resultar em cicatrizes patolégicas e aumentar o
risco de infecgdes (ZUCOLOTTO et al., 2023). Diante desse cenario, o 6leo de pequi foi

utilizado como tratamento para acelerar esse processo e diminuir possiveis infeccoes.

Os resultados observados no presente estudo, que mostraram a formagdo de um
epitélio mais desenvolvido nos animais Tratados, sugerem que o 6leo de pequi intensificou
0s eventos relacionados a fase proliferativa, favorecendo sua acelera¢do e consequente
fechamento mais rapido da ferida. Isso é extremamente importante para minimizar as
chances de infeccOes, que comumente ocorrem em feridas abertas. Esses dados indicam um
possivel efeito proliferativo do 6leo de pequi nas células da epiderme, ja que, apds a sua
administracdo topica, o epitélio apresentou-se mais desenvolvido. Tal efeito pode estar
relacionado as propriedades terapéuticas desse fruto, que pode estar associado com o0s acidos
graxos insaturados que estimulam a producdo de fatores de crescimento (BATISTA et al.,
2010).

Os acidos graxos insaturados, como o oleico e linoleico, possuem a capacidade de
eliminar bactérias. Essa protecdo contra microrganismos no ferimento contribui para um
reparo tecidual mais réapido e eficiente (BATISTA et al., 2010; BEZERRA; BARROS;
COELHO, 2015). Essas moléculas organicas também atuam como mediadores pro-
inflamatdrios, desencadeando uma rapida resposta inflamatoria para minimizar os danos e
contribuindo para prote¢do do local lesado, criando um ambiente imido e rico em fatores de
crescimento que favorecem a reepitelizacdo, sendo fundamental para a resolucdo da
inflamacdo e regeneracdo tecidual (BATISTA et al., 2010). Nossos resultados estdo
alinhados com a literatura, que sugere que 0s processos pro-inflamatérios e anti-
inflamatdrios podem ocorrer de forma sincronizada e complementar durante a reparagédo
tecidual (BASSEL-DUBY; OLSON, 2006; SMITH, 2000), demonstrando que o 0leo de

pequi é um bom agente terapéutico para acelerar a reepitelizacdo.
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Figura 4. Imagens representativas da reepitelizacdo dos animais dos grupos Controle
(n=18) e Tratado (n=18) com 6leo de pequi apos os periodos de 7, 14 e 21 dias subsequente
a queimadura de segundo grau [A-F]. Aumento: 200X. *: queratina; Epi: epitélio; E.C.:
epiderme conservada; De: derme; Cabeca de seta: casca da ferida; Seta: Tecido de
granulacdo. Coloracdo: Hematoxilina & Eosina (H.E). Barra: 100 um. Morfometria epitelial
[G]. Os dados demonstram uma média + S.E.M. da altura do epitélio em pm. * p < 0,05
versus respectivo Controle, utilizando o teste estatistico ANOVA.
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4.2. AVALIACAO DE COLAGENO

A sintese da fibra colagena é realizada pelos fibroblastos, que migram para area
lesionada para atuar na restauracdo do tecido afetado, iniciando o processo de reparacao.
Isso é de extrema importancia, ja que a resisténcia a tracdo da cicatriz é equivalente a
quantidade de coldgeno existente nela (NASCIMENTO et al., 2016). A estrutura molecular
das fibras de colageno permite a deteccdo de suas diferentes formas de organizacdes por
meio da birrefringéncia, que pode ser visualizada com o auxilio de um filtro de polarizacéao
(RIBEIRO et al., 2013). Com essa finalidade, amostras da pele queimada dos animais
experimentais foram submetidas a coloragdo de picrosirius-hematoxilina e analisadas por
meio de microscopia de polarizacéo, a fim de avaliar as fibras colagenas do tipo I (Fig. 5) e
I11 (fibra reticular; Fig. 6) presentes na derme da pele. A microscopia de polarizacdo permite
a visualizagdo de uma birrefringéncia de tonalidades avermelhada e verde, a qual diferencia

o colageno do tipo | da fibra reticular, respectivamente.

A andlise do colageno tipo | revelou um aumento gradativa na quantidade desse tipo
de coldgeno com o passar do tempo nos animais dos grupos Controle, com uma maior
quantidade aos 21 dias em comparagdo com grupo 7 dias (p< 0,0). J& nos animais do grupo
Tratado, foi observada a manutencéo da quantidade de colageno do tipo | entre os diferentes
periodos analisados (Fig. 5M). Esses dados sugerem que o 6leo de pequi pode modular a

deposicdo de colageno tipo |, interferindo na fase de remodelacéo da ferida.
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Figura 5. Imagens representativas de cortes histolégicos corados com picrosirius-
hematoxilina para analise do colageno tipo | (vermelho/amarelo) nos animais dos grupos
Controle (n=18) e Tratado (n=18) com 6leo de pequi apo6s o periodo de 7, 14 e 21 dias
subsequente a queimadura de segundo grau sem [A, C, E, G, | e K] e com polarizacéo [B,
D, F, H, J e L]. Aumento: 200X. Barra: 100um. Quantificacdo do colageno tipo | [M]. Os
dados demonstram uma média = S.E.M, * p < 0,05 versus Controle 7 dias, utilizando o teste

estatistico ANOVA.
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Em contrapartida, ao analisar as fibras reticulares, observou-se uma quantidade
significativamente maior desse tipo de fibra na derme dos animais Tratados em relacdo aos
Controles, nos dias 7, 14 e 21 de tratamento, (p < 0,05; p < 0,0001; p < 0,001;
respectivamente) (Fig. 6M). Esse resultado revela a capacidade do 6leo de pequi de modular
a deposicdo de colageno em todas as fases do processo de regeneracéo tecidual, prologando

a fase de remodelacéo.

Sabe-se que as fibras coldgenas sdo fundamentais para a fase de remodelacdo do
processo de reparo tecidual, sendo que o colageno do tipo | (maduro) apresenta uma maior
resisténcia e, consequentemente, maior predominancia na derme (CUNHA; PARAVIC;
MACHADO, 2015), cuja composicdo é de 80% de colageno do tipo | e 20% do tipo IlI
(RIBEIRO et al., 2015). E importante ressaltar que, inicialmente, os fibroblastos produzem
fibras reticulares (fibras “imaturas”), que gradualmente sdo degradadas por colagenases ¢
substituidas por colageno do tipo | em um processo de maturacgéo tecidual (RIBEIRO et al.,
2015). O reparo tecidual tem sucesso quando ha equilibrio entre a degradacdo da matriz
antiga e a sintese da nova matriz (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Na etapa
final do processo de reparo, ocorre a maturagdo e a reorganizacao das fibras na derme, que
sdo responsaveis principalmente por conferir resisténcia mecanica a pele (CHEN;
PRZYBOROWSKI; BERTHIAUME, 2009).

A maior deposicao de fibras reticulares nos grupos experimentais Tratados com 06leo
de pequi, quando comparado aos respectivos grupos Controle, sugere um retardo na
maturacdo do colageno. Esse fato indica que o Oleo de pequi pode estar regulando a
remodelacdo tecidual, possivelmente por meio da inibicdo da degradacdo das fibras
reticulares e do retardo da sintese de colageno tipo I.

De acordo com a literatura, o 6leo de pequi possui alto teor de diversos subtipos de
carotenoides, prevenindo possiveis complicagdes e minimizando a liberacdo de mediadores
inflamatdrios (RABBERS et al., 2019). O processo inflamatorio desordenado pode inibir a
proliferacdo de fibroblastos e, consequentemente, a deposicdo de colageno (BATISTA et al.,
2010), que se for exacerbada ndo é benéfica durante a reparacéo tecidual, pois pode haver a

formacé&o de cicatrizes hipertroficas ou queloides (MEDHI et al., 2013).
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O estudo de RODERO (2013) buscou investigar possiveis mecanismo para deposicao
excessiva de coladgeno, demonstrando ser uma possivel consequéncia do aumento precoce
da expressdo génica do colageno tipo I, por volta do segundo dia apds o ferimento, mas
também foi observado que ocorre uma reducdo nos dias subsequentes, provavelmente por
causa da acao do macrofago, sugerindo ser um bom regulador para essa transcri¢éo, evitando

assim possiveis complicagdes.

A diminuicdo na deposicdo de colageno maduro também foi observada em um
estudo, realizado em ratos, utilizando a terapia com dexametasona, um glicocorticoide
sintético que promoveu a redugdo do RNAm para colagenos a1(I) e al(IIl) na pele dos ratos,
reduzindo os niveis de tropocolageno, além de afetar os niveis de metaloproteinases (MMPs)
e colagenases (OISHI et al., 2002). Esses glicocorticoides também podem interferir nos
processos de cicatrizagdo ao inibir o PDGF, que estimula a proliferacdo de fibroblastos
(BEER; LONGAKER; WERNER, 1997; TENIUS; BIONDO-SIMOES: 10SHI|, 2007),
prejudicando a deposicdo de colageno do tipo I, consequentemente, comprometendo a
formacéo de um novo tecido. Embora nao tenhamos investigado diretamente a atividade das
MMPs neste estudo, nossos resultados, que indicam uma reducdo na deposicéo de colageno
maduro, sugerem que 0 Gleo de pequi pode estar modulando a remodelacéo tecidual por
meio da influéncia na sintese e degradacdo do colageno. Essa hipotese é corroborada por
TZAPHLIDOU (2004), que demonstra que a diminuicdo dos niveis de colageno pode estar
relacionada a reducdo da sintese de pré-colageno pelos fibroblastos, juntamente com o
aumento da atividade de MMPs.

Nessa perspectiva, o 6leo de pequi demonstrou ser um eficiente modulador do
processo de reparagéo tecidual, aumentando a producao das fibras reticulares e retardando a
deposicao de colageno tipo |.
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Figura 6. Imagens representativas de cortes histolégicos corados com picrosirius-
hematoxilina para analise da fibra reticular (verde) dos animais dos grupos Controle (n=18)
e Tratado (n=18) com o6leo de pequi apds o periodo de 7, 14 e 21 dias subsequente a
queimadura de segundo grau sem [A, C, E, G, | e K] e com polarizagéo [B, D, F, H,Je L].
Aumento: 200X. Coloracédo: Picrosirius-Hematoxilina. Barra: 100 um. Quantificacdo das
fibras reticulares [M]. Os dados demonstram uma média + S.E.M. **** p <(,0001 versus
Controle, *** p < 0,001, * p < 0,05 versus Controle, utilizando o teste estatistico ANOVA
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4.3. AVALIACAO DA EXPRESSAO DA ANEXINA-A1

A proteina AnxAl mimetiza a acdo anti-inflamatoria dos glicocorticoides, atuando
diretamente na via do &cido araquidénico (FLOWER, 1988; PERRETTI; GAVINS, 2003),
e inibindo o processo de diapedese dos leucdcitos, principalmente das células
polimorfonucleares, na parede vascular da microcirculagéo inflamada, por meio da clivagem
das proteinas de adesdo que ligam os leucdcitos ao endotélio (GAVINS; HICKEY, 2012;
SOLITO et al., 2000). Além disso, por ser importante na resposta inflamatoria (HAYES et
al., 2004), essa proteina também atua na reparacao tecidual, modulando a producdo de
colageno tipo Il e contribuindo para o fechamento de feridas (LAI et al., 2018).

Diante dessa importancia, decidimos investigar o papel da AnxAl no processo de
reparo cutaneo. Utilizamos a técnica de imunohistoquimica para analisar sua expressao nos
diferentes tempos experimentais, tanto no epitélio queimado (Fig. 8A-D), quanto no epitélio
conservado adjacente ao local da queimadura (Fig. 7A-F). Essas andlises revelaram que a
intensidade (densitometria) da expressdo da proteina AnxAl tanto no epitélio conservado
(Fig. 7G), quanto no queimado (Fig. 8E), foi semelhante entre os diferentes grupos

experimentais em todos os periodos analisados.

Ao analisar a quantidade de células positivas para a proteina AnxAl no epitélio
conservado, foi constatado uma porcentagem de células imunopositivas semelhantes entre
0s animais dos grupos Tratado e Controle em todos os periodos experimentais analisados
(aproximadamente 30%), com excecdo do periodo de 7 dias, quando houve uma menor
quantidade de células imunopositivas, principalmente no grupo Tratado (p <0,05) (Fig. 7H).
Entretanto, ao quantificar as células epiteliais imunomarcadas para AnxAl no epitélio
gueimado, aos 14 dias foi observado que nos animais do grupo Tratado com éleo de pequi
havia uma menor quantidade desse tipo celular (aproximadamente 8%) em relacdo ao seu
Controle (aproximadamente 15%; p <0,05) (Fig. 8F). Ja no periodo de 21 dias, o nimero de
células positivas para AnxAl no epitélio queimado da pele dos animais Tratados aumentou
consideravelmente, atingindo o valor apresentado pela regido de pele conservada do mesmo
grupo experimental (aproximadamente 30%); enquanto, nos animais Controle de 21 dias

apresentou um menor aumento (aproximadamente 22%) (Fig. 8F).



24

Ainda, ao analisar o epitélio conservado, observamos uma estabilidade na quantidade
de células positivas para AnxAl em torno de 30% nos grupos experimentais de 14 e 21 dias
(Fig. 7F), sugerindo um padrdo que pode ser utilizado como referéncia para analisar o
epitélio queimado. A literatura apresenta poucas informacfes sobre a quantidade dessa
proteina na pele, mas considerando o potencial anti-inflamatdrio da AnxAl, a partir desses
dados podemos sugerir que o dleo de pequi promoveu uma evolucdo mais eficiente da
reparacao tecidual. Sob essa perspectiva, o 6leo de pequi demonstrou ter um importante
papel na modulacdo da resposta inflamatoria, pois o epitélio queimado apresentou uma
quantidade inferior de células imunomarcadas com AnxAl em 14 dias. No entanto, a
resolucdo do processo cicatricial, caracterizada pela normalizagdo dos niveis de AnxAl,
ocorreu apenas em 21 dias de tratamento (Fig. 8F), pois sua concentracdo estabilizou em
torno de 30%, assemelhando-se ao epitélio ndo lesionado. Embora alguns estudos
demonstrem uma variabilidade dessa proteina durante o reparo tecidual (HELENA
RIBEIRO SOUZA, 2016), e outros uma maior quantidade durante a proliferacdo celular
(GAVINS; HICKEY, 2012; LIM; PERVAIZ, 2007), nossos resultados divergem desses

achados.

A menor quantidade de AnxAl no epitélio queimado do grupo Tratado, sugere uma
atenuacao da inflamacdo e uma aceleracao da restauragdo do epitélio. Além disso, um estudo
in vitro mostrou que a AnxAl atua na migracdo de fibroblastos (BIZZARRO et al., 2012),
podendo contribuir para a deposi¢do das fibras reticulares. Consequentemente, a correlacéo
entre a reducdo da inflamacdo, a modulacdo da expressdo da AnxAl e o aumento da
deposicdo de fibras reticulares sugere que o Oleo de pequi acelera a regeneragdo,

promovendo um reparo tecidual mais eficiente.

Embora a AnxAl seja expressa na pele normal, por possuir funcéo estrutural, é na
pele lesionada que ela atua em diversos processos bioldgicos, como inflamacao,
angiogénese, proliferacéo e diferenciacdo celular, além de contribuir para o fechamento de
les@es epiteliais (BASTIAN et al., 1993; LEONI et al., 2013; LIM; PERVAIZ, 2007). Outro
trabalho (LEONI; NUSRAT, 2016) mostra que a AnxAl regula o processo inflamatorio,
induzindo a producgdo de mediadores anti-inflamatdrios e promovendo um importante papel
na cicatrizacao de feridas. Em geral, a expressdo desta proteina tende a aumentar nas fases
iniciais do processo inflamatorio, induzindo a reducdo da migracdo de leucocitos e

reprogramacdo dos macrofagos, contribuindo para a resolugdo da inflamacéo
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(BELVEDERE et al., 2014). E possivel que, no nosso modelo experimental, esse aumento
tenha ocorrido em um periodo anterior ao primeiro analisado. Entretanto, os dados do nosso
grupo de pesquisa (ndo publicados) mostraram que o 6leo de pequi possui um efeito anti-
inflamatério em modelo de heterotransplante de pele, reduzindo a transmigracdo de
neutrofilos do sangue e a quantidade de mastdcitos para o tecido lesado, provavelmente por
meio da modulacdo da proteina AnxAl. Dessa forma, a reducdo da inflamacéo local,
promovida pelo 6leo de pequi, pode explicar o motivo pelo qual a AnxAl apresentou-se

reduzida no epitélio queimado dos animais submetidos ao Tratamento com 06leo de pequi
(Fig. 8).

A reducdo na expressdo da AnxAl, conforme demonstrado por outro estudo
(BASTIAN et al., 1993), indica um estado cutaneo mais saudavel, corroborando para
hipbtese central deste estudo, que é de que ndo h& mais uma inflamagdo exacerbada. A
reducdo dessa expressdo nos grupos experimentais pode ser explicada pelas propriedades
antioxidantes do 6leo de pequi (BATISTA et al., 2010), que inibem a producdo de radicais
livres, reduzem a atividade de enzimas inflamatdrias e modulam a expressdo de genes
relacionados a inflamacdo (BATISTA et al., 2010; VIEIRA et al., 2008).

E valido ressaltar que as propriedades terapéuticas do 6leo de pequi se devem aos
seus inimeros constituintes, como os compostos fenolicos, que também contribuem para o
sucesso do reparo tecidual, e os diferentes tipos de &cidos graxos insaturados, como o &cido
oleico (BEZERRA; BARROS; COELHO, 2015; VIEIRA et al., 2008). Além disso, a
presenca de compostos fendlicos, como flavonoides e acidos fendlicos, também exerce uma
potente acdo antioxidante, neutralizando os radicais livres e modulando a resposta
imunolégica (BEZERRA; BARROS; COELHO, 2015; VIEIRA et al., 2008), podendo
contribuir para reducdo da expressdo de AnxAl e aceleracdo do processo de cicatrizacdo,
pois 0 excesso de radicais livres pode agredir outros tecidos adjacentes e promover o
aumento das respostas inflamatdrias. Nesse caso, 0 excesso de radicais livres estimula o
estresse oxidativo, o que pode prejudicar alguns eventos que ocorre na cicatrizagdo, como a
proliferacdo celular e a deposicéo de coldgeno (COLSON; GRINSTAFF, 2012; NGUYEN;
MOBASHERY; CHANG, 2016).
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Os nossos dados sugerem que o 6leo de pequi, que sabidamente atua diminuindo a
inflamacdo local, regula a expressdo da proteina AnxAl nas células do epitélio queimado,
modula tanto a fase proliferativa quanto a fase de remodelacdo da reparacdo tecidual,
aumentando a espessura epitelial no local da queimadura e a deposicao de fibras reticulares.
Assim, em conjunto, esses resultados revelam que o 6leo de pequi promove uma melhora
significante do processo de reparagé@o tecidual, por meio da atuacdo nas suas diferentes
etapas, demonstrando um efetivo potencial terapéutico para o tratamento de queimaduras
cutaneas de segundo grau em camundongos. Entdo, o 6leo de pequi se destaca como um
agente terapéutico promissor para tratamento de queimaduras, podendo ser alvo para futuros

tratamentos dermatologicos.
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Figura 7. Imagens representativas da imuno-histoquimica para Anexina-Al na pele
conservada dos animais dos grupos Controle (n=18) e Tratado (n=18) com o6leo de pequi
apos o periodo de 7, 14 e 21 dias da queimadura de segundo grau [A-F]. Aumento: 400X.
Epi: epitélio; Seta: célula negativa para AnxAl; Cabeca de seta: célula positiva para AnxAl.
Barra: 50um. Analises densitométrica [G] e quantitativa [H] de células positivas para
AnxA1 no epitélio conservado. Os dados demonstram uma média + S.E.M. * p < 0,05 versus
controle, utilizando o teste estatistico ANOVA.
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Figura 8. Imagens representativas da imuno-histoquimica para Anexina-Al na pele
gueimada dos animais dos grupos Controle (n=18) e Tratado (n=18) com 6leo de pequi apds
0 periodo de 14 e 21 dias subsequente a queimadura de segundo grau [A-D]. Aumento:
400X. Epi: epitélio; Seta: célula negativa para AnxAl; Cabeca de seta: célula positiva para
AnxAl. Barra: 50 um. Andlises densitométrica [E] e quantitativa [F] de células positivas
para AnxAl no epitélio queimado. Os dados demonstram uma média = S.E.M. * p < 0,05
versus controle, utilizando o teste estatistico ANOVA.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados aqui apresentados podemos concluir que o éleo de pequi:
- Aumenta a espessura epitelial durante a reparacdo tecidual;
- Inibe a sintese de colageno tipo I, mas estimula a deposicéo de colageno tipo IlI;

- Promove a reducdo na quantidade de células positivas para anexina Al no periodo

de 14 dias e, posteriormente, essa quantidade € normalizada ao 21° dia.

Sendo assim, o 6leo de pequi mostra-se promissor como produto terapéutico para acelerar o

fechamento da ferida e potencializar o reparo tecidual em queimaduras cutaneas.
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7. ANEXO

@ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO COMITE DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS DO ARAGUAIA (CEUA-Araguaia)

CERTIFICADO

Certificamos gue o Protocolo N? 23108.01053372022-11, do Projelo intifiulado “Estudo do
potencial anti-inflamatorio e cicatrizante do cleo de pequi em gueimaduras de pele em
camundongos Balb-¢”, sob a responsabilidade de Ketlyn Cristina Rodrigues Strutz e Sergio
Marcelino de Oliveira estd de acorde com os Principics Eficos na Experimentagio Animal
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), tendo sido
aprovado pelo Comite de Etica no Uso de Animais do Araguaia (Universidade Federal de Maio

Grosso — UFMT / Campus do Araguaia), em reunido ordinaria de 01/04/2022.
CERTIFICATE

We certify that the Protocol N® 23108.010533/2022-11, related to the Project entitled “Ewvaluation
of the anti-inflammatery and healing action of pegui oil on skin burns in Balb-¢ mice™, is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the Mational Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA). This Project was approved by the Committes
gin Ethics in the Use of Animals of Araguaia (Federal University of Mato Grosso — UFMT / Campus

of Araguaia) in reunion at 04/01/2022.

Barra do Gargas, 01 de Abril de 2022,

Frof. Dr. Kleber Eduardo de Campos
FPresidente do CELA-Araguaia
Fortana CONSEFPE no. 0T/PROPEq/2020

Universidade Federal ge Main Grosso — UFKMT E-mal: ceua. cua. imafgmail.com
Campius Unhersitirio do Aragusia — Unidade 1l
Avenida Vakdon Vargio, n* 6.390. Barma do Gangas - Maln Grosso. CEP: TBE00-D00
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