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RESUMO

DANILEVICZ , Chris Krebs. Efeito da formulagcdo mucoadesiva com extrato de
Curcuma longa L. no reparo de ulceras em pele e mucosa bucal de ratos.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Farmacia) — Faculdade de

Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2016.

LesbBes ulceradas sdo extremamente comuns e diversos protocolos terapéuticos vem sendo
utilizados, buscando aliviar a sintomatologia dolorosa e acelerar o reparo. Curcuma longa L.
tem sido proposta como tratamento de varias doencgas por possuir propriedades antioxidante,
antitumoral e anti-inflamatoria. O objetivo desse estudo foi avaliar a agédo topica da
formulacdo mucoadesiva com extrato de Curcuma longa L. (FMC) no reparo de Ulceras em
pele e em mucosa bucal de ratos. Foram utilizados 90 ratos machos (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia, Mammalia da linhagem Wistar), pesando entre 270 e 370g. Os animais
foram divididos em 3 grupos experimentais (n=30): Grupo Controle (GC), Grupo Placebo
(GP) e Grupo Curcuma longa L. (GCL). Foi realizada uma ulcera na pele do dorso e outra na
lingua de cada animal utilizando um instrumento punch de 10 e 3mm, respectivamente. Nos
animais do GC houve apenas a manipulacdo dos animais sem nenhum tipo de tratamento;
os animais do GP receberam duas aplicacdes diarias de formulacdo mucoadesiva preparada
sem principio ativo e os animais do grupo GCL receberam duas aplicaces diarias da
formulacdo mucoadesiva contendo extrato de Curcuma longa L. Apés 3, 5, 10, 14 e 21 dias
foram eutanasiados 6 animais de cada grupo. Foram realizadas analises clinicas (peso e
medida das feridas) e avaliagdo histopatolégica (reepitelizagdo e inflamacdo). A analise
clinica e histopatoldgica revelaram diferencas entre os grupos em relagdo a medida da area
da Ulcera, grau de reepitelizacdo e inflamacédo. O tratamento com FMC (GCL) estimulou o
reparo acelerado de feridas tanto em pele como em mucosa bucal. Na pele o GCL foi
superior ao GC e GP na analise de 10 dias enquanto que, ha mucosa bucal aos 5 dias. Os
animais tratados com FMC apresentaram reducdo do tempo de cicatrizagdo das Ulceras
associado a aceleracao do reparo epitelial, diminuicdo do infiltrado neutrofilico e aumento da
inflamacao crénica com proliferagéo de fibroblastos. Com base neste estudo, concluiu-se que

a FMC estimula o reparo de ulceras em pele e mucosa bucal.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacao, Ulcera, Mucosa bucal. Curcumina, Curcuma longa L.

Fitoterapicos.



ABSTRACT

DANILEVICZ , Chris Krebs. Effect of mucoadhesive formulation with Curcuma
longa L. extract (FMC) in skin and oral mucosa ulcer wound healing in rats.
Final Paper (Graduation in Pharmacy) — School of Pahrmacy, Federal University of
Rio Grande do Sul, 2016.

Ulcerative lesions are extremely common and several treatment protocols have been used
seeking to relieve painful symptoms and accelerate wound healing. Curcuma longa L. exhibit
antioxidante, anti-tumor and anti-inflammatory properties and has been proposed as
treatment for various diseases. The aim of the present study was to evaluate the topical
action of mucoadhesive formulation with Curcuma longa L. extract (FMC) in skin and oral
mucosa wound healing. Ninety male rats (Rattus norvegicus albinos, Rodentia, Mammalia
Wistar), weighing between 270 and 370g were divided into 3 groups (n = 30): control group
(CG), Placebo Group (GP) and Group Curcuma longa L. (GCL). Ulcers with 10 mm and 3mm
in diameter were made on the skin of the back and dorsum of the tongue , respectively with a
punch. CG animals were only handling without any treatment; GP animals received two daily
applications of the neutral mucoadhesive formulation and animals GCL group received two
daily applications of the mucoadhesive formulation extract of Curcuma longa L. Six animals
from each group were euthanized on days 1, 3, 5, 7 and 14. Clinical analysis (weight and
injuries area) and histopathologic evaluation (re-epithelialization and inflammation) were
performed. Clinical and histopathologic analysis revealed differences between the groups
regarding the ulcer area, degree of re-epithelialization and inflammation. Treatment with FMC
(GCL) accelerated wound healing in both skin and oral mucosa ulcers. In skin, GCL was
superior to GC and GP at 10 day, whereas the oral mucosa lesions were at 5 days. The
animals treated with FMC decreased time of healing of ulcers associated with acceleration of
epithelial repair, decreased neutrophil infiltration and increased chronic inflammation with
fibroblast proliferation. In conclusion, FMC stimulates skin and oral mucosa ulcers wound

healing.

PALAVRAS-CHAVE: Wound healing, Ulcers, Oral mucosa, Curcumin, Phytotherapy.
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INTRODUCAO

O reparo tecidual € um processo fisiologico complexo cujo objetivo final é
restaurar a integridade tecidual danificada. Este processo envolve uma variedade de
eventos e inicia-se com a hemostasia, prosseguindo em trés fases dinamicas e
interrelacionadas denominadas de fase inflamatoria, proliferativa e remodelativa, que
ocorrem de forma continua, temporal e por vezes simultinea (MENDONCA,
COUTINHO-NETO, 2009). Ao longo dessas fases ha a interacdo de diversas
células, proteinas de matriz extracelular e seus receptores medidados por meio de

citocinas e fatores de crescimento (LOPEZ- JORNET et al. 2011).

Apéds a acdo do agente agressor, € iniciada a fase inflamatoria, marcada pela
liberacdo de mediadores quimicos inflamatérios (histaminas, citocinas, complemento,
etc) que promovem alteracdes vasculares e exsudativas no sitio da lesdo. Neste
momento ocorre a migracao de células inflamatérias para o local da agressao tem
como objetivo eliminar agentes agressores e fagocitar componentes do tecido
conjuntivo danificados, além de preparar o tecido para a proxima fase através da
liberacdo de fatores de crescimento. A fase seguinte, denominada de proliferativa é
marcada pelos fendmenos de reepitelizacao, fibroplasia e angiogénese. Estes dois
ultimos fenbmenos séo responsaveis pela formacao do tecido de granulacéo, tecido
que representa o arcabouco do reparo tecidual, ocupando a area da lesdo e sendo
responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente dita. Por fim, ocorre a fase de
remodelamento que se caracteriza por alteracées na matriz extracelular e maturacéo
dos elementos teciduais, com a deposicao de proteoglicanas e colageno, na tentativa
de recuperar a estrutura tecidual normal. Nesta fase, a maioria dos vasos,

fibroblastos e células inflamatérias desaparecem por processos de emigracgéao,
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apoptose ou processos de morte celular desconhecidos (MENDONCA, COUTINHO-

NETO, 2009).

O processo de reepitelizacdo compreende a migracdo e proliferacdo das
células epiteliais basais presentes nas bordas da ferida e ele é de extrema
importancia para formacédo da barreira epitelial composta por diversas camadas e
assim reestabelecer a homeostase tecidual (BEN AMAR, WU, 2014; PELICIOLI et
al., 2014). A inducao da proliferacédo e da migracao das células epitelais é um evento
desejado durante o reparo de feridas, assim o0s protocolos terapéuticos buscam,
entre outros aspectos, estimular este processo (PELICIOLI et al., 2014). Diversas
vias de sinalizacdo estéao ativas durante o reparo, incluindo a via da AKT/mTOR. Um
aumento na migracao epitelial resultando na aceleragéo do reparo é observado como

resultado da superexpresséao desta via (SQUARIZE et al., 2010).

Lesbes em pele representam um problema de saude publica sendo foco de
infeccbes além de gerar dor e desconforto e a capacidade de reparacgao tecidual tem
grande importancia para a sobrevivéncia dos individuos tanto em lesfes acidentais
como em lesBes cirargicas. Da mesma forma, as ulceracdes em boca, tais como a
Glcera traumatica e a ulceracdo aftosa recorrente, representam uma queixa muito
comum na pratica clinica do cirurgido dentista e geram desconforto dificultando a
alimentacdo e a fonacdo. Os protocolos de tratamento utilizados para essas les6es
visam acelerar o reparo e aliviar a sintomatologia. Entre as op¢des de tratamento
propostas pode ser citado o uso de analgésicos, antibidticos, antissépticos,
imunomoduladores, antiinflamatérios, fitoterapicos além de tratamentos locais
especificos como remocao cirargica, debridamento, cauterizacdo quimica, ultrassom
de baixa densidade e fototerapia laser (SCULLY; SHOTTS, 2000; FIELD; ALLAN,

2003; LEAO et al., 2007; MARTINS et al., 2009; MIZIARA, 2009; FERNANDES et al.,
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2010; SQUARIZE et al. 2010; LOPEZ- JORNET et al. 2011; MARTINS et al., 2011;

PAVESI et al., 2010; WAGNER et al., 2013).

Atualmente, percebe-se que os corticoesteroides, como o clobetasol, séo
amplamente precritos para o tratamento de lesfes baseado em sua eficacia clinica,
entretanto buscam-se terapias alternativas uma vez que mesmo administrado de
forma topica, os corticoesteroides podem levar a reacbes adversas sistémicas se
forem absorvidos pela corrente sanguinea (MARTINS et al., 2009). Embora na
maioria dos casos, os efeitos adversos sejam brandos, é possivel encontrar diversos
relatos na literatura de pacientes que desenvolveram sindrome de Cushing pelo uso
topico de corticoesteroides (GEN et al., 2007; SEMIZ et al., 2008; MARTINS et al.,

2009; PRAMICK et al., 2009; TIWARI et al., 2013).

Fatores como a biodiversidade nacional e a possibilidade de acesso com
menor custo fazem dos produtos naturais e seus subprodutos importantes
alternativas terapéuticas (BATISTA et al., 2012). Plantas medicinais contribuem de
forma significativa para cuidados primarios de satde em muitos paises e servem de
ponto de partida para o desenvolvimento de varios semissintéticos analogos. O uso
de fitoterapicos no reparo de feridas vem sendo muito estudado (MARGARET et al.,
1998; OHARA, 1998; SHUKLA et al., 1999; PAIVA et al., 2002; SUGUNA et al., 2002;
MUKHERJEE et al., 2003; CHAUDHARI; MENGI, 2006; LUSBY ; et al.,, 2006;
MENSAH et al., 2006; SHETTY et al., 2007; SPERONI et al., 2007; MARTINS et al.,
2009; ARAUJO et al., 2010; COELHO et al., 2015.) isto porque vérias plantas tem
principios ativos como alcaldides, triterpenos e biomoléculas que influenciam em uma

ou mais fases do reparo.
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Dentre as plantas medicinais, uma espécie muito utilizada na medicina popular
e que possui propriedades farmacoldgicas aplicaveis no contexto do reparo € a raiz
da Curcuma Longa L. Esta é um polifenol também conhecida como acafrédo-da-india,
acafrdo-da-terra, carcuma, tumeérico ou gengibre amarelo (GOEL et al., 2008; GUPTA
et al., 2012; AGGARWAL et al., 2013). De origem asiatica (india e Indonésia), a
Curcuma longa L. pertence a familiado gengibre (Zingiberaceae) e é largamente
cultivada em regides tropicais e subtropicais da Asia, india, China e América Latina
(RAMSEWAK et al., 2000; ARAUJO e LEON, 2001; LEE et al, 2010;
ANNADURAI et al.,, 2013). Esta planta herbacea, perene, mede aproximadamente
um metro de altura e a partir de sua raiz seca e moida se extrai um p6 de cor
amarelo alaranjado utilizado normalmente como condimento alimentar ou corante
amarelo (FARAZZUDIN et al., 2014; LUER et al., 2014). A curcumina corresponde
ao componente mais ativo e abundante da Curcuma longa L. Estudos tém
demonstrado que fendis e grupos metdxi sdo os responsaveis pelas propriedades
biolégicas da curcumina, ja que este € um composto polifendlico (AHSAN et al.,
1999; RAMSEWAK et al.,, 2000; MAHESHWARI et al., 2006; LI et al., 2011). Seu
uso medicinal esta baseado em suas propriedades anti-inflamatérias e anti-
microbianas, além de apresentar caracteristicas antimutagénicas, anticancerigenas e
antioxidantes, podendo ser utilizada tanto na forma tépica quanto sistémica (LUER el
al., 2014; REDDY et al.,, 2014). Diversos estudos tém demostrado os diferentes
efeitos benéficos da curcumina, como propriedades anti-inflamatérias
(BALASUBRAMANYAM et al., 2003; JURENKA, J.S. , 2009; HENROTIN, 2013),
antioxidante (RUBY et al., 1995; SCARTEZZINI e SPERONI, 2000; FUJISAWA
et al., 2004; YOUSSEF et al., 2004), antibacteriana (NEGRI et al., 2005; NAZ et al.,

2010), antiparasitaria (PEREZ-ARRIAGA et al., 2006), antimalarica
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(NANDAKUMAR et al., 2006), antitumoral (JORDAN et al., 2016) entre outros.
Outro ponto importante relacionado ao uso da curcumina € sua seguranca. Os
curcuminoides da Curcuma longa L. apresentam um bom perfil de seguranca
tanto em humanos (12g/dia) (LAO et al, 2006) quanto em animais
(100mg/kg/dia) (TEITEN et al., 2010), ndo manifestando toxicidade mesmo em altas

doses.

Figura 1: Imagem da Curcuma longa. (A) Visdo geral do rizoma (B) Raiz pulverizada.
Fonte: SANTOS, E. X. F. Efeitos da Formulagdo Mucoadesiva com Extrato de Curcuma
Longa L. em Animais Portadores de Mucosite Intestinal Induzida Por 5-Fluorouracil. 2014. 87
fl. Dissertagdo de Mestrado - Programa de PGOs - Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Goiés.
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Figura 2. Estrutura molecular da curcumina, analogos naturais e principais metabolitos.
Programa ChemBioDraw Ultra 13.0 Suite. (Fonte: SANTOS, E. X. F. Efeitos da Formulagdo
Mucoadesiva com Extrato de Curcuma Longa L. em Animais Portadores de Mucosite
Intestinal Induzida Por 5-Fluorouracil. 2014. 87 fl. Dissertagdo de Mestrado - Programa de
P6s -Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Goias.

A Curcuma longa L, apresenta trés curcuminoides principais em sua
composi¢cdo, a curcumina (diferoilmetano [1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-
heptadieno-3, 5 diona]), desmetoxicurcumina (DMC) e bisdemetoxicurcumina
(BDMC). A curcumina, no entanto, mostrou-se mais ativa do que o DMC ou BDMC.
Estudos indicam que os dois grupos metoxi, dois grupos hidroxilo fenélicos e dois
duplo conjugados, presentes na curcumina desempenham um papel essencial nas
atividades proliferativas e pro-inflamatorias, estimulando o reparo tecidual. Da
caracterizacdo deste curcuminoide possui: férmula molecular de C21H2006, ponto
de fusdo a 183 ° C, peso molecular de 368,37 g/mol,espectrofotometricamente,
apresenta maxima de absorcdo de 430nm em metanol e em acetona a absorcéo

ocorre em 415-420 nm (GOEL, 2008).
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Uma das principais preocupacfes o uso da curcumina no uso de diferentes
aplicacoes clinicas é a sua biodisponibilidade oral baixa devido ao metabolismo de
primeira passagem, pois a molécula ao ser metabolizada endogenamente, através da
glucuronidacao hepatica, € excretada na sua maior parte permanecendo disponivel
sistemicamente apenas uma pequena fracdo (NAGPAL, M., SOOD, S., 2013). Desta
forma, a utilizacdo de de extratos vegetais contendo esse principio ativo incorporados
em formulacbes mucoadesivas é uma estratégia interessante para o reparo de
lesBes cutaneas. Isto porgque estes sistemas apresentam capacidade de aderir-se a
superficie das células de epitélios ou da camada de muco que as recobre,
prolongando assim o tempo de contato do farmaco no local de absorcao/acéo,
aumentando a biodisponibilidade local ou sistémica do farmaco (MOHAMMADI-
SAMANI; BAHRI-NAJAFI; YOUSEFI, 2005). Diferentes estudos realizados com
curcumina e compostos mucoadesivos demonstraram que esta associagdo aumenta
a sua biodisponibilidade (CHEN et al., 2012) e impede a sua degradacdo (AKHTAR;

RIZVI; KAR, 2012).

O modelo animal permite avaliar o efeito clinico do tratamento com
fitoterapicos, mas, além disso, ele permite um estudo mais apronfundado dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos no processo de reparo, sendo assim
possivel que se compreenda através de quais destes mecanismos o tratamento
proposto age. Modelos experimentais também s&o necessarios para investigar

seguranca do produto e eficacia do tratamento para uso clinico no reparo de feridas.
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OBJETIVO

Objetivos gerais

Avaliar o efeito clinico e histopatoldgico da acdo da formulacdo mucoadesiva
com Curcuma longa L. (FMC) no reparo de lesbes em pele e em mucosa bucal de

ratos.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito clinico da FMC no reparo de Ulceras na pele de rato.

Avaliar o efeito clinico da FMC no reparo de Ulceras na mucosa bucal de rato.

Avaliar microscopicamente o padrdo de reepitelizacdo e inflamacédo das

Ulceras na pele tratadas com FMC.

Avaliar microscopicamente o padrdo de reepitelizacdo e inflamacdo das

Ulceras em mucosa bucal tratadas com FMC.

Avaliar o efeito do tratamento com FMC nos mecanismos envolvidos com o

processo de reepitelizacéo da pele.

Avaliar o efeito do tratamento com FMC nos mecanismos envolvidos com o

processo de reepitelizacdo da mucosa bucal.
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MATERIAIS E METODOS

O Projeto de pesquisa foi encaminhado para aprovacdo pela Comissdo de
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UFRGS e Comissédo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do HCPA e Comité de Pesquisa (CEP) do HCPA. Foi solicitado
verba a FIPE (Fundacdo de Incentivo a Pesquisa e Eventos) junto ao HCPA. O
protocolo experimental utilizado neste estudo seguiu os principios de ética e
experimentacdo animal, baseado na lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 e na
Diretriz Brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e
didaticos (DBCA) do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA-2016) que visam o aprimoramento de condutas na experimentacao
animal. Este protocolo também seguiu o Guia de Severidade dos Procedimentos
Cientificos (CEUA-UFRGS) e enquadra-se na categoria leve, pois é provavel que os

animais experienciem dor, sofrimento ou desconforto leves que durem pouco tempo.
Delineamento
Tratou-se de um ensaio experimental, controlado e cego.

Hipotese experimental: o uso tépico da FMC tem acado anti-inflamatéria e promove

de forma acelerada o reparo de Ulceras em pele e em mucosa bucal de ratos.

Hipo6tese nula: o uso tépico da FMC ndo tem acao antiinflamatéria e ndo promove

de forma acelerada o reparo de Ulceras em pele e em mucosa bucal de ratos.
Obtencéao do extrato e preparo da medicacgéo tépica

A formulacéo utilizada neste trabalho (formulacdo mucoadesiva com extrato

de Curcuma longa L.) foi desenvolvida no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica,
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e fornecidas pelo professor Dr. Ricardo Neves Marreto da Faculdade de

Farméacia/UFG.

A formulagdo mucoadesiva contem 0s seguintes componentes descritos no

quadro 1:

Quadro 1. Composicdo da formulacdo mucoadesiva com extrato de Curcuma longa L.
(FMC) .

Excipiente Quantidade
Extrato de CL 2,0%
Polaxamer 407® 15%
Polietilenoglicol 400 30%
Soluplus® 1,5%
Metabissulfito de sodio 0,1%
Bissulfito de sddio 0,1%
Acido citrico 0,15%

Propilenoglicol

Foi utilizado o polimero mucoadesivo polaxamer 407 (15%, p/p) (SigmaAldrich,
St. Louis, Missouri, Estados Unidos), que é um copolimero em bloco do éxido de
etileno e 6xido de propileno. A formulagéo foi obtida pelo uso do extrato de Curcuma
longa (Gamma Comércio, Importacdo e Exportacdo LTDA, Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brasil), que é uma preparagdo enriquecida em curcumindides. O teor de
curcumindides especificado foi de 96,45%. O preparo foi realizado da seguinte

maneira. em um recipiente com capacidade adequada adicionou-se o
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polietilenoglicol e o propilenoglicol e a mistura foi aguecida e a 65 °C sob constante
agitacdo com auxilio de chapa aquecedora (Nova Etica, Vargem Grande Paulista,
Sdo Paulo, Brasil) Acrescentou-se entdo o polaxamer 407® até a completa
solubilizacdo, mantendo-se a mesma temperatura. Apos a solubilizacdo, adicionou-
se 0 soluplus e agitou-se a mistura até sua completa dispersdo. Em seguida,
adicionou-se lentamente a curcumina até a sua solubilizacdo, sempre mantendo a
temperatura em 65°C. A formulacao pronta foi entdo armazenada em um recipiente

em temperatura ambiente e sob protecao da luz.
Experimento

Utilizou-se 90 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia da
linhagem Wistar) machos, pesando entre 270 e 370g. Os animais foram adquridos de
biotério certificado pela Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e foram alojados individualmente em cada caixa
plastica (40x30x16 cm), com racdo padrédo do UEA e agua ad libitum, temperatura de
22°C podendo variar 2°C para mais ou para menos e ciclo claro/escuro de 12 horas.

A parte experimental foi realizada na UEA.

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais (n=30 animais por

grupo):

- Grupo Controle (GC): manipulagdo dos animais sem nenhum tipo de
tratamento;

- Grupo Placebo (GP): uso topico da formulagdo mucoadesiva neutra, contendo
somente 0s excipientes (sem substancia ativa)

- Grupo da formulagdo mucoadesiva com extrato de Curcuma longa L. (GCL):

uso tépico da FMC.
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O célculo amostral utilizando como desfecho primario o fechamento clinico da
ferida foi baseado em trabalhos da literatura que utilizam metodologia semelhante
(MENDONCA et al, 2009; WAGNER et al., 2013) com numero de 6 animais por
grupo por dia de eutanasia. Inicialmente os animais foram pesados e anestesiados
com anestésico geral injetavel por via intraperitoneal utilizou-se uma mistura de 50mg
de quetamina e 5mg de xilazina por quilograma de peso corporal do animal e para
atingir a anestesia geral foi utilizado isofluorano 1-2% . Ap0s a anestesia foi
realizada a tricotomia, com uma maquina disponibilizada pela UEA, no dorso dos
animais envolvendo uma area de aproximadamente 3,0 cm de comprimento e 2,0 cm
de largura na regido lombar e foi realizada a anti-sepsia destas areas com solucéo de
digluconato de clorexidina a 2%. Em seguida foi realizada a ferida cirurgica no centro
do dorso dos animais utilizando um intrumento chamado “"punch"” de 10mm de
diametro e de 02mm de profundidade sendo a base incisionada com uma lamina de
bisturi n°® 15. Obtendo-se entdo uma ferida cirtrgica, de bordas bem delimitadas,
regulares e com diametro de 10mm. Uma leve compressdo de um minuto com a
gaze foi efetuada até ocorrer uma hemostasia relativa da lesdo (Grau de severidade:
moderado). ApGs esse procedimento foi realizado as Ulceras na por¢cao central do
dorso lingual de cada animal utilizando-se um instrumento punch de 3mm de
diametro circunferencial e de 0,2mm de profundidade, sendo a base incisionada com
uma lamina de bisturi n® 15. Obtendo-se também uma ferida cirdrgica, de bordas
bem delimitadas, regulares e com didmetro de 3mm. E também realizou-se uma leve
compressdo de um minuto com a gaze da mesma maneira como nas feridas
realizadas no dorso com objetivo de ocorrer uma hemostasia relativa da lesédo (Grau
de severidade: moderado). Com intuito de controlar a dor dos animais foi utilizado

farmaco opidide, Tramadol 5mg/kg, via intraperitoneal de 12/12 horas por 2 dias.
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Cada animal do GP e GCL recebeu duas aplicacbes diarias de formulacéo
mucoadesiva neutra e formulacdo mucoadesiva com extrato de Curcuma longa L,
respectivamente. Com o intuito de padronizar as quantidades aplicadas foi utilizado
uma colher medidora de 0,5g, para ambas Ulceras dorso e mucosa bucal. Os
produtos foram aplicados com haste flexivel até o recobrimento total da ferida sob
anestesia inalatéria com isoflluorano. O GC foi submetido a manipulacdo diaria
semelhante aos demais grupos; porém, sem tratamento. Foram mortos 6 animais
apos 3, 5, 10, 14 e 21 dias para cada grupo experimental através de anestésico
inalatorio isofluorano. A seguir realizou-se as medidas clinicas das Ulceras. As areas
excisionadas foram cirurgicamente removidas e fixadas em solucao formalina a 10%
tamponada. O material fixado foi enviado ao Laboratério de Patologia Experimental
do HCPA onde foi processado e emblocado em parafina utilizando os procedimentos

de rotina histopatologica.

Estudo Clinico

Os animais foram pesados no inicio e nos dias de sacrificio tendo sido
monitorados diariamente para determinar o estado da ferida (aberto versus fechado).
As feridas foram fotografada nos dias de sacrificio. A area da ferida foi calculada em
pixels utilizando o software ImageJ 1.48v (National Institutes of Health, EUA) e, em
seguida, convertida em mmz2 utilizando o objeto fotografado como uma escala de
referéncia. O percentual de reparo foi calculado como [(area inicial - area no

respectivo tempo de avaliacdo) / (area inicial)] x 100 (Khorasani et al., 2009).

Apos a realizagdo das medidas clinicas as feridas foram seccionadas e uma
parte foi submetida para analise histopatolégica e outra foi congelada para posterior

analise molecular.
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Estudo Histopatoldgico

Realizou-se cortes histologicos semi-seriados na espessura de 4um em
micrétomo, que foram submetidos ao protocolo de coloracdo com os corantes de
hematoxilina-eosina e foram observados em microscopio Optico. Inicialmente
realizou-se uma andlise descritiva de cada tempo experimental comparando o0s
grupos. A seguir, realizou-se andlise semi-quantitativa por meio de escores. Para
medir o grau de reepitelizacdo foram utilizados os critérios descritos por Sinha,

Gallaher (2003), subdivididos em 5 graus:

egrau O: reepitelizac&o no final da ferida;

egrau 1: reepitelizacdo cobrindo menos de metade da ferida;

egrau 2: reepitelizacdo cobrindo mais da metade da ferida;

egrau 3: reepitelizacao recobrindo toda a ferida com espessura irregular;

egrau 4: reepitelizacéo recobrindo toda a ferida e de espessura normal.

O grau de inflamacéo foi avaliado pelas 4 fases de resolugcdo do processo
inflamatério descrito por Kumar, Cotran, Robbins (2003), e utilizado por Camacho-

Alonso, Lopez-Jornet (2007),

egrau 1: inflamacao aguda (membrana piogénica);

egrau 2: predominancia de inflamagéo aguda difusa;

egrau 3: predominancia de processo inflamatério cronico (fibroblastos

proliferando);
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egrau 4: resolucao e cicatrizacéo (reducao ou desaparecimento da inflamacao

cronica apesar de algumas células inflamatorias persistirem).

Os cortes foram analisados por dois patologistas cegados e o nivel de

concordancia entre os examinadores foi calculado e o valor de kappa acima de 5.]

Anélise Estatistica

Os dados foram expressos como média e desvio padrdao. A SPSS verséo 19.0
foi utilizado para a andlise estatistica. Grupos, épocas de avaliacdo e a interacao
entre o tempo de grupo e avaliacdo foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis
ou one-way Anova. O nivel de significancia foi fixado em 5% (p <0,05). O coeficiente
Kappa foi calculado para determinar a concordancia inter-examinador entre 0s

escores de reepitelizacéo e inflamacéao.
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RESULTADOS

1. ANALISE DO PESO
A analise individual de cada grupo mostrou que todos demonstraram leve
perda de peso no dia 3 seguido de aumento gradual do peso até dia 14 e dia 21.
Assim como, nédo foi observada alteracdo de peso significativa entre 0os grupos ao

longo do periodo experimental (Figura 3).
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400=
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2 350+
o -2~ Placebo
(7]
)] - .
o 300 = Curcumina
250+
200

3 5 10 14 21
Periodo Experimental (Dias)

O-

Figura 3. Andlise do peso dos animais ao longo do tempo experimental de acordo com o
grupo, utilizou-se o teste estatistico Kruskal-Wallis.

2. ANALISE DO REPARO DAS ULCERAS EM PELE
Analise Clinica
A avaliacdo clinica das areas das feridas em pele situada no dorso dos
animais revelou que, nos dias 3 e 10, houve uma diferenca significativa entre todos
0s grupos. Em ambos os periodos, o GCL apresentou menores medias que o GC e
GP (Figura 4; Figura 5). O GCL mostrou maior nimero de animais com fechamento
completo da ferida (Tabela 1). Nos demais tempos experimentais (14 e 21 dias) néao

foi evidenciada diferenca clinica na area das ulceracdes. Todos os animais do GCL
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demonstraram fechamento da ferida aos 14 dias enquanto que o GP apenas aos 21
dias e os CG teve 02 animais com ulceracdo presente ao final do experimento

(Tabela 1).

Tabela 1. Nuomero de animais com lesdes em pele abertas ou fechadas por grupo e por
periodo experimental.

Dia3 Dia5 Dial0 Dial4 DiaZ21

GC  Aberto 6 6 6 2 2
Fechado 0 0 0 4 4
GP  Aberto 6 6 6 1 0
Fechado O 0 0 5 6

DIA10

CONTROLE  PLACEBO CURCUMII\!I.A

Figura 4. Aspecto clinico das tlceras em pele no dia 10 comparando os trés grupos.
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Figura 5. (a) Gréfico demonstrando o padréo de fechamento das feridas de pele acordo com
0 grupo experimental ao longo do tempo (* indica diferenca estatistica entre 0os grupos).
Nota-se reducédo da area da ferida de pele no GCL nos dias 3 (b) e 10 (c) quando comparado
ao GC e GP (*p < 0.05, *p < 0.01). Teste estatistico one-way Anova.
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Andlise descritiva do reparo das Ulceras em dorso de pele

No dia 3, todos os grupos demonstraram padrao semelhante de reparo tecidual
com ampla ulceracdo, pouca ou ausente migracao epitelial em direcdo ao centro da
ferida. O conjuntivo exposto exibia intenso infiltrado inflamatério agudo (infiltrado de
polimorfonucleares) e na profundidade notava-se pouca deposicdo de fibras

colagenas e angiogénese.

No dia 5, pode-se verificar um melhor padrédo de reparo nos animais do GP e
GCL que exibiam reepitelizacdo cobrindo mais da metade da ferida quando
comparados ao controle. A analise do infiltrado inflamatério mostrou uma tendéncia a
cronificacdo do processo (infiltrado mononuclear e deposicdo de colageno e
angiogénese) no GCL e a manutencéo do foco de infiltrado agudo (neutrofilico) nos

GC e GP.

No dia 10, a maior diferenca dentre os grupos pode ser observada. O GCL
mostrou reepitelizacdo completa em todos os animais, melhor organizacao das fibras
coldgenas, angiogénese pronunciada e diminuicdo do quadro inflamatério. O GC e
GP mantinham alguns animais com ulceracdo, neutréfilos na superficie e processo

inflamatorio crénico na profundidade.

No dia 14, o GCL mostrou manteve a reepitelizacdo completa e melhor
organizacdo do tecido conjuntivo com diminuicdo do processo inflamatorio e da
angiogénese e maior deposicdo de fibras colagenas. O GC apresentava
reepitelizacdo de todos 0s animais porém, o0 processo inflamatorio se mostrou mais
exuberante que no GCL. O GP mostrou o pior padrdo de reparo neste periodo com
alguns animais mostrando reepitelizacdo incompleta e processo inflamatorio crénico

exuberante.
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Dia 21 todos os grupos mostraram padrdo semelhante de reparo com
reepitelizacdo completa e reducdo ou desaparecimento da inflamacéo crbénica apesar

de algumas células inflamatoérias persistirem principalmente no GP e GC.

Grau de reepitelizacdo das Ulceras de pele

O GCL apresentou melhor padréo de reepitelizacdo quando comparado com o
GC e GP, especialmente no dia 5 e 10. No dia 5 o GCL demostrou demonstrou
reepitelizacao estatisticamente maior que o GC. No dia 10,0 GCL apresentou melhor

reepitelizacdo que o GC e o GP (Figura 6 ).
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Figura 6. (a) Grau de reepitelizacdo das ulceras em pele dos 3 grupos experimentais ao
longo do tempo. (b) Andlise da reepitelizacdo no dia 5 mostrando que o GP e GCL
demonstraram reepitelizagdo significativamente maior que o GC. (c) No dia 10 o GCL

demonstrou reepitelizacao
Teste estatistico one-way

significativamente maior que o GC e GP (*p < 0.05, ***p < 0.001).
Anova.
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Grau de inflamac&o das ulceras de pele

O GCL apresentou melhor resolucdo no processo inflamatorio, especialmente
no dia 10, onde foi observada diferenca significativa em relacdo ao CG e CP. O grau
de inflamacdo médio do GCL foi de 3,3 que indica predominancia de processo
inflamatério cronico associado a angiogénese e fibroplasia. O GC e GP
apresentaram média do grau de inflamacdo de 2, apresentando uma predominancia

de inflamacéo aguda difusa (Figura 7).

4.5 *
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Inflamagao

Controle Placebo Curcumina

Figura 7. (a) Grau de inflamacédo das uUlceras em pele dos 3 grupos experimentais ao longo
do tempo. (b) Analise da inflamacédo no dia 10 mostrando que o GCL apresenta menor
processo inflamatdrio neste periodo (*p< 0.05, ***p < 0.001). Teste estatistico one-way

Anova.
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Andlise Histopatoldgicas das Ulceras em pele

Aspecto microscopico do reparo de ulceras em pele no dia 10, observamos
que o GCL apresentou fechamento da ferida enquanto que, o grupo controle e
placebo exibiam ulceracdo. Quanto ao processo inflamatério o grupo curcumina
exibiam processo inflamatério crénico associado a intensa fibroblasia, enquanto que

0s grupo controle e placebo exibiam processo inflamatorio agudo (figura 8).
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3. ANALISE DO REPARO DAS ULCERAS EM MUCOSA BUCAL

Anélise Clinica

A avaliacdo clinica das areas das Uulceras na lingua nos trés grupos
experimentais mostrou que, no dia 3, houve uma diferenca significativa entre os
grupos. O GCL apresentou reducao da area de ulceracdo quando comparado ao GC

e GP (Figura 9, Figura 10 e Tabela 2).

No dia 5, metade dos animais do GCL exibiam clinicamente o fechamento
completo das lesbes em mucosa bucal enquanto que, os GP e GC demonstraram

esse mesmo aspecto apenas aos 10 dias (Tabela 2).

Dia 3

Controle Placebo Curcumina

Figura 9. Avaliacdo clinica do reparo de Ulceras em mucosa bucal no dia 3 mostrando
menor area da ferida no GCL.

Tabela 2. Numero de animais com les6es em mucosa bucal abertas ou fechadas por grupo
e por periodo experimental.

Dia3 Dia5 Dial0 Dial4 Dia?21

Controle Aberto 6 6 0 0 0
Fechado 0 0 6 6 6
Placebo Aberto 6 6 0 0 0
Fechado O 0 6 6 6

Figura 10. (a) Grafico demonstrando o padrao de fechamento das feridas em mucosa bucal
de acordo com o grupo experimental ao longo do tempo. (* indica diferenca estatistica entre
0s grupos). Nota-se reducdo da area da ferida no GCL no dia 3 (a e b) (*p < 0.05, ***p <
0.001). Teste estatistico one-way Anova.
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Anadlise descritiva do reparo das ulceras em mucosa bucal

No dia 3, todos os grupos exibiam area de ulceracdo com reepitelizacao
cobrindo menos da metade da ferida. O conjuntivo exposto exibia intenso infiltrado
inflamatorio agudo (infiltrado de polimorfonucleares) e na profundidade notava-se

pouca deposicao de fibras coldgenas e angiogénese.

No dia 5, pode-se verificar um melhor padrdo de reparo nos animais do GCL
gue exibiam reepitelizacéo recobrindo toda a ferida na maior parte das amostras e

processo inflamatoério crénico quando comparados ao GP e GC.

Nos dias 10,14 e 21 todos os grupos demonstraram padrdo semelhante
microscopicamente. Pode-se observar recobrimento da ferida por epitélio
estratificado pavimentoso e reducdo gradual do processo inflamatério crénico no

tecido conjuntivo subjacente.

Grau de reepitelizacdo das ulceras em mucosa bucal

O GCL apresentou melhor padrao de reepitelizacdo quando comparado com
0 GC e GP, especialmente no dia 5. No dia 10 todos os grupos demonstraram

fechamento completo da ferida (Figura 11).
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Figura 11. (a) Grau de reepitelizacdo das ulceras em mucosa bucal dos 3 grupos
experimentais ao longo do tempo. (b) Andlise da reepitelizacdo no dia 5 mostrando que o
GCL apresentou reepitelizacdo significativamente maior que o GC e GP (***p < 0.001).
Teste estatistico one-way Anova.

Grau de inflamacgéo das ulceras em mucosa bucal

O GCL apresentou melhor resolucdo do processo inflamatério quando
comparado aos GC e CP principalmente no dia 5 (Figura 12) evidenciado pela
cronificacdo do processo inflamatorio e maior angiogénese e deposi¢cdo de fibras

colagenas.
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Figura 12. (a) Grau de inflamacdo das ulceras em mucosa bucal dos 3 grupos
experimentais ao longo do tempo. (b) Andlise da inflamag&o no dia 5 mostrando que o GCL
apresenta maior resolucdo do processo inflamatorio neste periodo (*p< 0.05). Teste
estatistico one-way Anova.
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Andlise Histopatolégica

Aspecto microscopico do reparo de ulceras em mucosa bucal no dia 3,
observamos que o GCL apresentou fechamento da ferida enquanto que, o grupo
controle e placebo exibiam manutencdo da ulceracdo. Quanto ao processo
inflamatorio o grupo curcumina Quanto ao processo inflamatorio o grupo curcumina
apresentou cronificacao neste periodo enquanto que, os demais grupo ainda

exibiam processo inflamatério agudo (figura 13).
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Discusséao

A pele e a mucosa bucal séo sitios frequentemente acometidos por ulceracéo
de varias origens dentre elas: traumatica, infecciosa e imunoldgica. Estas lesGes
podem exibir tamanhos variados, usualmente sdo sintomaticas e podem interferir na
no bem-estar do seu portador. Nas ultimas décadas, inumeros trabalhos foram
desenvolvidos na busca de terapia efetivas para 0 manejo dessas lesoes,
principalmente envolvendo o uso de analgésicos, anestésicos, antissépticos, anti-
inflamatorios esteroidais e nao esteroidais (MARTINS, M.D. et al., 2009; CURRA, M.
et al.,, 2013). A busca por novos tratamentos farmacologicos para resolucdo de
lesbes ulceradas em pele e mucosa bucal tem sido um crescente, especialmente
envolvendo o uso de fitoterdpicos que usualmente apresentam baixa ou nula
reacgOes adversas, interacdes medicamentosas e um excelente perfil de seguranga
(MLCEK, 2016; GUAN, 2016). Desta forma, no presente estudo avaliamos a acao
topica da formulagdo mucoadesiva com extrato de Curcuma longa L. (FMC) no
reparo de Ulceras em pele e em mucosa bucal. Nossos principais resultados
demonstram que a FMC acelerou o processo de reparo tecidual tanto em ulceras em
pele como em mucosa bucal melhorando o processo de reepitelizacdo e modulando

o processo inflamatério.

A Curcuma longa L. é uma espécie bastante conhecida na medicina popular,
tem seu uso descrito centenario e mundialmente, devido a inUmeras atividades
biologicas, como: antioxidante, antineoplasica, anti-aterosclerdtica, antidepressiva,
anti-envelhecimento, antidiabética, antimicrobiana, cicatrizante, anti-inflamatoria,
entre outras (GUPTA et al.,, 2012). O farmacdégeno que € responsavel pelas
propriedades farmacolégicas esta presente na raiz da planta que por sua vez,

apresenta trés curcuminodides na sua composi¢do, sendo a curcumina 0 mais
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abundante (GOEL et al., 2008; GUPTA et al., 2012; AGGARWAL et al., 2013). A
curcumina € um polifenol que apresenta grupamentos metoxi, hidroxilo fendlicos e
duplos conjugados, que parecem ser responsaveis pela atividade anti-inflamatoria,
atuando também na quimioprevencao e promovendo a reparacao tecidual (SURH,
2001; AGGARWAL et al., 2013; AGGARWAL et al. 2008; AHSAN et al., 1999;

RAMSEWAK et al., 2000; MAHESHWARI et al., 2006; Ll etal., 2011).

As analises clinicas e histopatolégicas do presente estudo mostraram que
FMC apresenta efeito positivos acelerando o reparo de Ulceras de pele e mucosa
bucal tanto clinica quanto histologicamente. Clinicamente, o GCL revelou uma
medida da area de Ulcera quando comparado ao GC e GPs, em ambas lesbes, tanto
em pele quanto em mucosa bucal. Histologicamente, estes dados foram
evidenciados em pele no dia 10, onde o GCL exibiu maior reepiteliazagédo e menor
processo inflamatério quando comparado aos GC e GP, enquanto na mucosa bucal
resultados semelhantes foram observados aos 5 dias. Os animais tratados com FMC
apresentaram reducao do tempo de reparacdo das Ulceras associado a aceleracao
do reparo epitelial, diminuicdo do infiltrado neutrofilico e aumento da inflamagé&o
cronica com proliferacdo de fibroblastos. Diversos estudos tém demostrado os
efeitos  benéficos da curcumina, como propriedades anti-inflamatorias
(BALASUBRAMANYAM et al.,, 2003; HENROTIN et al., 2013). Edvande et al.,
utilizando a mesma FMC observaram que Curcuma longa L. exerceu agao protetora
frente as injurias produzidas na mucosa intestinal pelo 5-FU, além de ter acéo
estimulante de proliferacdo celular, de reducdo nos niveis de mieloperoxidase
(MPO), associado a um menor infiltrado neutrofilico, redugdo de malondialdeido
(MDA), possivelmente relacionado a uma reducdo na producéo de espécies reativas

de oxigénio (ERO) devido & acao antioxidante.



41

PATIL et al., avaliaram a eficacia da curcumiana no uso clinico, em pacientes
com cancer submetidos ao tratamento por radio-quimioterapia. Esses pacientes,
ap0s serem avaliados quanto aos sinais e sintomas de mucosite oral, foram
divididos em dois grupos, randomicamente, e submetidos a trés bochechos diarios
com clorexidina 0,2% ( grupo 1) e bochechos com solucdo contendo curmina a
0,004% (grupo 2) durante dez dias. O grupo submetido aos bochechos com a
solucdo de curcumina apresentou cicatrizagcdo mais rapida e melhor adesdo ao
tratamento de radio-quimioterapia. O presente estudo ndo observou quaisquer

complicagfes orais ou sistémicas.

Analises moleculares indicam que a curcumina parece atuar ativando fatores
de transcricdo, fatores de crescimento e seus receptores, modulando a sintese de
citocinas, e regulando os genes envolvidos na proliferacdo celular e apoptose
(AGGARWAL, 2008). O curcuminbide atua modulando diversos fatores de
transcricdo, especialmente o fator nuclear kappa B (NF-kB) e da cicloxigenase-2

(COX-2). (GOEL, 2008) o que justifica sua acdo proé-inflamatoria.

Outro ponto importante relacionado ao uso da curcumina € sua seguranca. Os
curcuminoides presentes na Curcuma longa L. apresentam um bom perfil de
seguranca tanto em humanos (12g/dia) (LAO et al., 2006) guanto em animais
(100mg/kg/dia) (TEITEN et al., 2010), podendo ser utilizada tanto na forma topica
quanto sistémica (LUER el al., 2014; REDDY et al., 2014) além de ndo manifestar
toxicidade mesmo em altas doses. Porém, quando utilizada sistémicamante,
apresenta um ponto negativo que € a metabolizacdo por glucuronidacdo hepatica o
que gera baixa disponibilidade (HENROTIN et al.,, 2013). No presente estudo
optamos pelo uso topico com formulagdo mucoadesiva que ndo possui como

limitante o metabolismo de primeira passagem, uma vez que o ativo é depositado
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diretamente sob as areas lesbes, o que torna a FMC mais atraente frente aos

demais usos dos curcumoindides na terapéutica.

Com base neste estudo, concluiu-se que a FMC estimula o reparo de Ulceras
em pele e mucosa bucal. Novos estudos se fazem necesséarios para avaliar sua

eficacia em humanos.
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