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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas é um fendmeno complexo no qual estdo envolvidos
diversos eventos celulares e moleculares. As Ulceras cutaneas crbnicas sdo um
problema frequente na pratica meédica, com consequéncias sociais e alto custo com
cuidados médicos. A busca por substancias terapéuticas capazes de melhorar o
processo cicatricial é imperativa. Dadas as propriedades quimicas do 6leo da polpa
da bocailva (Acocomiaaculeata), rico e tocoferdis, beta-carotenos e acidos graxos
poli-insaturados, assume-se que esse composto tenha grande aplicacéo terapéutica,
porém, pouco ainda tém-se estudado em relacdo ao seu papel na cicatrizacdo. O
presente estudo objetivou avaliar o efeito do 6leo da polpa de bocaitva (OPB) na
evolugdo da cicatrizacdo de Ulceras cutaneas em ratos Wistar. Foram feitas duas
excisdes cirlrgicas na pele de cada animal com o emprego de um punch histolégico,
atingindo todas as camadas da pele. Os grupos experimentais consistiram em
animais com as Ulceras tratadas com a pomada veiculo e animais com as Ulceras
tratadas com a pomada contendo o 6leo da polpa da bocailva a 20%. Apés 2, 7 e
14 dias do procedimento cirdrgico, cinco animais/grupo foram eutanasiados e
avaliou-se a reepitelizacdo por meio do indice de cicatrizacdo das Ulceras. Uma
biopsia de Ulcera/cicatriz de cada animal foi coletada, fixada e corada com
hematoxilina/eosina e tricrobmio de Masson para quantificacdo de infiltrado
inflamatorio, fibroblastos, vasos sanguineos e colagénese. A bidpsia da outra Ulcera
foi utilizada para a dosagem de mieloperoxidase (MPO), para avaliar o infiltrado
neutrofilico no tecido lesado, e dosagem dehidroxiprolina (OHP) para avaliar a
colagénese. Os resultados demonstraram que no 2° dia, o OPB foi capaz de induzir
0 aumento do recrutamento de células inflamatérias para a lesdo em relagdo ao
grupo controle,representadas principalmente por neutréfilos. No 7° dia, houve
reducdo das células inflamatérias no grupo tratado com OPB em relacdo ao 2° dia.
Nesse periodo ndo foram observadas alteracGes no grupo controle. No 7° dia,
observou-se importante reducdo do infiltrado neutrofilico na pele dos animais
tratados com OPB, sugerindo que o OPB tenha papel proé-inflamatério inicial,
aumentando o recrutamento celular no inicio do processo cicatricial e agindo de
forma reguladora posteriormente. A fibroplasia observada na pele dos animais
tratados com OPB foi mais intensa em relacdo ao grupo controle, no 14° dia de
avaliacdo. Por outro lado, a diferenca observada na colagénese entre 0os grupos de
tratamento quando avaliada pela determinagéo da concentracdo de hidroxiprolina,
ocorreu apenas no grupo controle do 7° para 14° dia. Entretanto, a coloracdo com
tricrémio de Masson indicou aumento no conteudo de colageno no grupo controle do
2° para o 7° dia. As Uulceras do grupo tratado com o OPB apresentaram-se mais
reepitelizadas no 7° dia, quando comparadas ao grupo controle. Assim, os dados
permitem sugerir que a pomada contendo 0 6leo da polpa da bocailva estimula de
modo favoravel a fase inflamatoria da cicatrizacdo, acelerando o processo e
contribuindo para a melhor qualidade da cicatriz.

Palavras chave:6leo vegetal, acidos graxos, beta-caroteno, tocoferol.



ABSTRACT

Wound healing is a complex phenomenon which is involved several cellular and
molecular events. Chronic skin wounds are a frequent problem in medical practice,
which social consequences and high costs to medical care. The research about
therapeutic substances able to improve the healing process is imperative. Due the
chemical properties of the bocaiuva (Acocomia aculeata) pulp oil, that is rich in
tocopherols, beta -carotene and polyunsaturated fatty acids, it is assumed that this
compound has significant therapeutic application , however, few information about
the role le in healing could be found. The present study aimed to evaluate the effect
of bocaiuva pulp oil (BPO) on the healing process of skin ulcers in rats. Two surgical
excisions were made in the skin of each animal, using a histological punch, reaching
all the skin layers. The experimental groups consisted of animals with ulcers treated
with the ointment vehicle and animals with that ulcers were treated with the ointment
containing 20% of the BPO. After 2, 7 and 14 days post surgery, five animals / group
were euthanized and reepithelialization was evaluated through the rate of healing of
ulcers. A biopsy of the ulcer/scar from each animal was collected, fixed and stained
with hematoxylin/eosin and Masson trichrome for quantification of inflammatory
infiltrate , fibroblasts , blood vessels and collagenasis. The biopsy of other ulcer was
used for the estimation of myeloperoxidase (MPO) in order to evaluate the neutrophil
infiltration in the injured tissue, and hidroxyprolin determination (OHP) was used to
assess collagenasis . The results showed that on the 2nd day, the BPO was able to
induce an increase in the recruitment of inflammatory cells to the lesion compared to
the control group, mainly represented by neutrophils. On the 7th day, there was
decrease of inflammatory cells in the BPO in treated group compared to 2nd day .
During this period no changes were observed in the control group. On the 7th day,
there was significant reduction of neutrophil infiltration in the skin of animals treated
with BPO, suggesting a initial pro- inflammatory role by increasing cell recruitment at
the beginning of healing process and acting in a regulatory fashion later. The
fibroplasia observed in the skin of animals treated with OPB was more intense than in
the control group on 14th day of evaluation. Moreover, the difference observed in
collagenasis between groups assessed by determining the concentration of
hydroxyproline, happened only in the control group on the 7th to 14th day. However,
Masson staining showed increased collagen content in the control group on the 2nd
to 7th day. Ulcers of the OPB treated group were more epithelized at day 7 compared
to the control group. The findings suggested that the ointment containing the BPO
favorably stimulates the inflammatory phase of wound healing by accelerating the
process and contributing to improving the quality of the scar.

Key Words: vegetal oil, fatty acids, beta-carotene, tocopherol



INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas é um fendmeno complexo no qual estdo envolvidos
diversos eventos celulares e moleculares. Seu desencadeamento se d& na presenca
de ruptura da estrutura tissular, objetivando a reorganizacéo e restabelecimento da
homeostase da estrutura onde ocorre, por meio do preenchimento das lesbes com
tecido cicatricial. Ulceras cutaneas cronicas sdo um problema freqiiente na pratica
médica e requrem um longo tempo de tratamento, resultando em alteracdes na
saude do acometido, assim como consequéncias sociais e alto custo com cuidados
meédicos. Assim, a busca por substancias terapéuticas cicatrizantes de facil acesso a
populacdo tem ganhado importancia. Muitas plantas nativas do Brasil sdo fontes de
Oleos, sobre o0s quais ainda ndo h& estudos sistematizados quanto a sua
composicdo e propriedades cicatrizantes. A bocailva (Acocomia aculeata) € uma
palmeira presente no territorio nacional, cujos frutos exibem em sua composicao
substancias como o0s acidos graxos insaturados e carotenoides. Ensaios
farmacoldgicos tém associado a utilizacdo do 6leo da polpa a efeitos benéficos no
processo inflamatorio, tornando valida e promissora a avaliacdo de seu papel em
relacdo a cicatrizacdo de Ulceras cutaneas (PADGET, MARUCHA, SHERIDAN,
2007; RAMOS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010; TABATABAI, EBY, SINGH 2010;
MUNHOZ et al., 2012).

1.1 Morfofisiologia da pele

A pele recobre toda a superficie do corpo humano e por exercer funcdes
cruciais em diversos processos bioldgicos, € considerada um orgdo complexo e de
suma importancia nos mecanismos homeostaticos, razdo pela qual visa-se a
manutencdo de sua integridade fisica e funcional. Destacam-se como func¢des

relevantes da pele a protecdo contra agressfes do meio externo (como 0S raios



ultravioleta), manutenc&o do equilibrio hidrico, absorcéo, excrecdo de substancias,
termo-regulagdo, resposta imunologica, além de ser um 0Orgdo sensorial
especializado (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004; BARTHEL.,ABERDAM, 2005;
EHRENREICH, RUSZCZAK, 2006; CLARK, GHOSH, TONNESEN, 2007;
THEORET, 2009; GAL et al., 2011).

A pele é constituida por duas camadas: a epiderme, por¢ao epitelial composta
por queratinécitos, e a derme, porcdo conjuntiva integrada majoritariamente pela
associacdo complexa entre fibroblastos e matriz extracelular (MEC), além dos
apéndices cutaneos (pelos, glandulas sudoriparas e sebéaceas), fibras nervosas e
vasos sanguineos. A epiderme e a derme sdo separadas por uma fina camada
comumente denominada membrana basal. Subjacente a derme encontra-se a
hipoderme, uma camada frouxa de tecido adiposo cuja funcdo é ancorar as demais
camadas da pele e servir como conexdo entre os tecidos e érgaos mais profundos
(BARANOSKI, AYELLO, 2004; GOSAIN, DIPIETRO 2004; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004; EHRENREICH, RUSZCZAK, 2006).
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Figura 1: Representacdo esquematica das camadas da pele. (Adaptada de
GRICE; SEGRE, 2011).



1.2 Epiderme

E uma porcéo epitelial fina que compde a parte mais externa da pele, sendo
constituida por células especializadas como 0s queratindcitos, responsaveis pela
producdo da queratina, os melandcitos, responsaveis pela producdo da melanina,
pigmento da pele que age como protetor natural contra os efeitos nocivos de raios
ultravioleta, transferida progressivamente para os queratinécitos. Também estédo
presentes na epiderme as células de Langerhans que atuam na resposta
imunologica e as células de Merkel que desempenham papel de mecanoreceptores
(WATT, 1988; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004; EHRENREICH, RUSZCZAK, 2006).

Histologicamente, a epiderme é formada por epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, ndo contendo vasos sanguineos ou terminacdes nervosas, e
recebendo nutrientes por difusédo a partir dos vasos sanguineos presentes na derme.
Sua espessura e estrutura variam de acordo com o local do corpo onde é
encontrada. A epiderme esta organizada em camadas e a medida que as mais
superficiais séo eliminadas, as camadas mais profundas sao restauradas por diviséo
celular. (ABRAHAMS, CRAVEN, LUMLEY, 2005; EDWARDS, 2005).

A camada basal, estrato basal ou camada germinativa € uma camada Unica
de células com formato cubico, situada na regido mais profunda da epiderme,
estabelecendo limite com a derme. Nesta, ocorre a divisdo celular para formar os
queratinécitos, os quais sao morfologicamente e bioquimicamente modificados
durante o processo de queratinizacdo ou diferenciacdo epidérmica. Este processo
avanca através das outras camadas da epiderme até a camada mais externa, a
camada coérnea. As células basais sdo mitoticamente ativas, mas perdem este
potencial conforme ocorre a migracao celular em direcdo a superficie cutanea no
processo de diferenciacdo terminal (REHDER et al., 2004; BARTHEL, ABERDAM,
2005; EDWARDS, 2005).

A camada espinhosa ou estrato espinhoso situa-se logo acima da camada
basal e € mais espessa, contendo, além das células de Langerhans, varias camadas
de células com formato poligonal, conectadas por meio de prolongamentos
denominadas desmossomos. Estes, sdo responsaveis por promover adesdo
intercelular e resisténcia a forgcas mecanicas (HABIF, 1996; EDWARDS, 2005;
WYSOCKI, 2012).



A camada granulosa ou estrato granuloso é constituida por células portadoras
de granulos citoplasmaticos ricos em ceratohialina, substancia que contribui para a
formacdo da queratina. As células contém um glicolipideo hidrofébico que é
secretado no espaco extracelular e diminui a perda de agua transepidérmica. Tal
camada € também responséavel pela sintese de lipidios armazenados em corpos
lamelares e excretados com a finalidade de serem incorporados na camada cornea,
tornando a pele impermeavel a agua e impedindo a desidratacdo (ELIAS, MENON,
1991; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004; EDWARDS, 2005; HOUBEN, DE PAEPE,
ROGIERS, 2007; KIM, YUN, CHO, 2011).

A camada lucida ou estrato Iucido, € uma camada de células achatadas que
estd presente apenas em determinadas areas, onde a epiderme é mais espessa,
como na palma das maos e na sola dos pés. Devido ao fato de que o ndcleo, as
organelas e membranas celulares ndo se apresentam visiveis nestas células,
histologicamente esta camada aparece translicida ou clara. As células desta
camada contém eleidina, uma substancia gelatinosa, que também participa da
formacdo da queratina (GRAAF, FOX, 1989; EDWARDS, 2005; WYSOCKI, 2012).

A camada cornea é a mais superficial, sendo constituida por células mortas,
achatadas e anucleadas com citoplasma repleto de queratina (cornedcitos), que
formam uma superficie resistente protegendo as células presentes nas camadas
mais profundas. Tais células estdo constantemente sendo eliminadas da superficie

da pele pelo processo de descamacéao ou esfoliacdo (EDWARDS, 2005).

1.3 Derme

A derme é uma camada elastica de tecido conjuntivo vascular firmemente
ligada a epiderme em sua por¢cao superior, e ao tecido subcutaneo, em sua porcao
mais profunda. E a parte mais espessa da pele, sendo composta por fibroblastos,
colageno, fibras elasticas e glicosaminoglicanas (GAGSs), conferindo estrutura, apoio,
consisténcia fisica e elasticidade a pele. E dotada de vascularizacéo e inervacao,
além de conter vasos sanguineos e linfaticos, foliculos pilosos, musculos eretores
de pelo e glandulas (sebaceas e sudoriparas). A derme é também responsavel pela

nutricdo da epiderme e de apéndices cutaneos por meio da difusdo de pequenas



moléculas (REN, QIN, 1998; JUNQUEIRA, CARNEIRO 2004; HUANG, PAUL,
SHARMA, 2004; EHRENREICH, RUSZCZAK, 2006; THEORET, 2009).

A derme é formada por duas camadas, a reticular (mais profunda), e a papilar
(mais superficial). A camada reticular ou derme reticular encontra-se em contato com
o tecido subcutédneo e é composta por um tecido conjuntivo denso (fibroblastos e
espessos feixes de fibras colagenas e elasticas) no qual as fibras de coldgeno se
dispbem em organizacao paralela a superficie da pele. A camada papilar, ou derme
papilar situa-se acima da camada reticular, estabelecendo limites com a epiderme
por meio de diversas saliéncias conhecidas como papilas dérmicas. E constituida
por tecido conjuntivo frouxo (fibroblastos e delgadas fibras colagenas e elasticas),
onde as fibras colagenas apresentam menor grau de organizacdo, estando
dispostas aleatoriamente. A delimitacdo entre as duas camadas nao € clara, ja que a
mudanca na conformacdo dos componentes de cada uma modifica-se gradualmente
ao longo das mesmas (HABIF, 1996; GOSAIN, DIPIETRO, 2004; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004; EDWARDS, 2005; EHRENREICH, RUSZCZAK, 2006;
WYSOCKI, 2012)

Os fibroblastos sdo células alongadas com formato fusiforme que, na derme,
situam-se entre os feixes de colageno e sdo responsaveis pela sintese de
componentes importantes da matriz extra celular. Dentre tais componentes, estdo o
colageno tipo | e tipo lll, elastina, glicosaminoglicanas, fibronectinas. Estas células
também contribuem para formacdo da membrana basal (laminina e colageno tipo
IV), séo fonte de proteinases como as matriz metaloproteinases (MMPSs), participam
da regulacdo da diferenciacdo epitelial, secrecdo de fatores de crescimento,
reparacao tecidual, contracdo na cicatrizacdo, entre outros (RODEMANN, MULLER,
1991; SIMIAN et al., 2001; TOMASEK et al., 2002; WISEMAN, WERB, 2002,
CHANG et al., 2002; GOSAIN, DIPIETRO, 2004; PARSONAGE et al., 2005).

1.4 Tecido subcutaneo

O tecido subcutaneo ou hipoderme, é uma camada situada abaixo da pele,
formada principalmente por tecido adiposo vascularizado. Suas principais fungdes
séo o isolamento térmico, a absorcdo de choques mecéanicos e protecdo dos 6rgaos

internos. Também constitui uma importante fonte de triglicerideos para o corpo, ja



que a maior parte da gordura corporal é armazenada neste tecido (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004; PAUL, SHARMA, 2004; EDWARDS, 2005).

1.5 Cicatrizacdo: aspectos gerais

A cicatrizacdo € um processo complexo, ocorrido na presenca de uma lesao
onde ha rompimento na continuidade anatémica e funcional de um tecido vivo. Tal
processo implica na restauragdo do tecido lesado, envolvendo diversos eventos
celulares e moleculares que visam restabelecer a homeostase e desencadeiam a
formacao de uma cicatriz apos o reparo (THAKUR et al., 2010).

Define-se como um tecido cicatrizado aquele que tem as estruturas,
inicialmente danificadas, completamente reepitelizadas e reparadas com o retorno
da homeostase do tecido onde ocorre, sem que haja necessidade de drenagens
continuas ou curativos. De acordo com a extensao de tecido perdido com a injaria,
pode-se classificar a cicatrizacdo em dois tipos: por primeira e por segunda intencao
(ENOCH, LEAPER, 2005).

A cicatrizacdo por primeira intengdo, ou primaria, ocorre em lesdo
considerada limpa e realizada cirurgicamente, cujas bordas sédo aproximadas com
auxilio de suturas, colas teciduais ou outros dispositivos mecanicos. Ha um equilibrio
entre as fazes desse processo, fazendo com que o mesmo ocorra de forma eficiente
e rapida. A cicatrizacao por segunda intencado, ou secundaria, ocorre em lesées com
maior perda tecidual, e consequentemente, envolve um sistema mais complexo de
restauracdo com a presenca de estruturas como o tecido de granulacao
(GANTWERKER, HOM, 2012).

Os diversos fendmenos envolvidos na cicatrizacdo podem ser separados em
quatro fases: Coagulacdo/hemostasia, fase inflamatoria, proliferativa e de
remodelacdo, as quais se sobrepbem temporal e continuamente (GOLDBERG,
DIEGELMAN, 2010).



1.5.1 Coagulagdo/Hemostasia

O primeiro evento ocorrido ap0s uma injuria tecidual € o extravasamento de
sangue devido ao rompimento do endotélio. Isto provoca o influxo passivo de
plasma, plaguetas e diversas células sanguineas ao sitio da leséo, acarretando o
inicio do processo de coagulacao e formacdo do tampdo hemostatico (SHERRATT,
DALLON, 2002; BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

Logo apoOs a ocorréncia da lesdo, ocorre uma rapida constricdo dos vasos
danificados devido ao mecanismo de reflexo neural. Em poucos segundos essa
constricdo cessa, em razao de condi¢cbes como hipoxia, acidez da parede da Ulcera
e liberacdo local de mediadores quimicos, que causam relaxamento das células da
musculatura lisa, permitindo novamente a vasodilatacdo e aumentando a
permeabilidade dos vasos (LAWRENCE, 1998; STRECKER-MCGRAW, JONES,
BAER, 2007; TAZIMA et al., 2008; VELNAR, BAILEY, SMRKOLJ, 2009).

As plaquetas e outros componentes do sangue presentes no local da lesé&o
entram em contato com o colageno exposto (receptores glicoprotéicos especificos
GPIb/IX/V) e componentes da matriz extracelular do tecido ao redor. O contato das
plaguetas com esses componentes € responsavel por acionar a cascata de
coagulacédo, com a consequente liberagdo dos fatores envolvidos na mesma, e por
provocar a agregacdo, ativacdo e degranulacdo plaquetaria. Estes eventos
culminam na formacédo de um coagulo, também denominado tampdo hemostatico,
composto por plaquetas, fibrina e fibronectina, que passa a capturar eritrocitos
circulantes, ocluindo os vasos rompidos e contendo o sangramento (LAWRENCE,
1998; RUGGERI, 2002; SHERRATT, DALLON, 2002; BEANES et al.,, 2003;
BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005; BROUGHTON II, JANIS, ATTINGER, 2006;
CAMPOS, GROTH, BRANCO, 2008; VELNAR, BAILEY, SMRKOLJ, 2009).

O tampéo formado fornece hemostasia temporaria por meio da limitacdo da
perda de constituintes circulatorios para os instersticios, fornecimento de uma
barreira fisica contra agentes infecciosos e pela formag¢do de uma matriz temporéria,
que servird como base para a migracdo celular (mondcitos, neutrofilos, fibroblastos e
células endoteliais) em estagios futuros. O coagulo e o tecido subjacente liberam
diversas citocinas e fatores de crescimento, incluindo o TGF-B (fator de
transformacdo de crescimento — B), PDGF (fator de crescimento derivado de

plaquetas), FGF (fator decrescimento de fibroblastos) e EGF (fator de crescimento



epidérmico) (WITTE, BARBUL, 1997; MENDONCA, COUTINHO-NETTO, 2009;
GUO, DIPIETRO, 2010).

1.5.2 Fase inflamatoria

Ao final da formacédo do coagulo, inicia-se a fase inflamatéria, na qual as
principais células envolvidas sao os neutrofilos e os macréfagos. Nesta fase ocorrem
fendmenos de grande importancia, como o desbridamento da leséo e a preparacéo
do local afetado para o crescimento de novo tecido. Para tanto, diversos fatores de
crescimento e citocinas séo liberados no local da uUlcera para que neutréfilos sejam
guimiotaticamente atraidos (HART, 2002; ABREU, MARQUES, 2005; BROUGHTON
II, JANIS, ATTINGER, 2006).

Os neutréfilos sdo os leucdcitos mais comuns e as menores células
inflamatorias. Representam a primeira linha de defesa nessa fase e sdo importantes
pela sua atividade microbicida, mediada principalmente pela liberacdo de enzimas
proteoliticas tal como a mieloperoxidase (SWAIN, ROHN, QUINN, 2002,
STRONCEK, BELL, REICHERT, 2009).

Inicialmente, os neutréfilos chegam ao sitio da lesdo de forma passiva e em
conjunto com outras células, devido ao extravasamento de sangue. Na fase
inflamatoria, sdo as primeiras células a responderem a estimulos gerados por
mediadores quimicos e a serem, de fato, atraidadas para o local. Neste momento,
seu recrutamento € regulado por diversos quimioatraentes, como o PDGF, TGF-B,
GRO-a (fator de crescimento relacionado ao oncogene) e a NAP — 2 (citocina
peptidio ativador de neutrofilos), derivada da conversao proteolitica do CTAP — llI
(peptidio ativador de tecidos conectivos Ill) por neutrofilos aderidos ao coagulo
inicialmente formado (GILLITZER, GOEBELER, 2001; LOPES et al., 2005).

Outras citocinas importantes que atuam na fase inflamatéria sdo o TNF-a
(fator de necrose tumoral alpha) e a IL-1 (interleucina 1), cuja producédo se da a partir
de estimulos gerados por determinados componentes de patogenos, condicdo de
hipéxia e rompimento da barreira epidérmica. Estas citocinas, além de estimular a
expressdo de moléculas de adesdo para leucécitos na superficie de vasos
sanguineos circundantes, sdo as principais indutoras da producdo de IL-8

(interleucina 8) por células situadas logo abaixo da lesdo. A IL-8 participa da atracao



de neutrdfilos para sitios profundos da lesdo (GILLITZER, GOEBELER, 2001,
BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005; KONDO, ISHIDA, 2010).

As alteracdes na expressao de moléculas de adesdo promovem 0 processo
de marginacdo dos neutrofilos nos vasos sanguineos, evento que antecede a
transmigracdo dessas células pelo endotélio em dire¢do ao sitio da lesdo, sendo
denominado diapedese. Durante a marginacdo, a aderéncia as ceélulas endoteliais
faz-se por meio do receptor dos leucécitos PSGL-1(glicoproteina ligante de P
selectinas 1) que se liga a P-selectinas expressas em plaquetas e células
endoteliais. Como essas ligacdes sdo fracas, os leucécitos rolam na superficie do
endotélio puxados pelo fluxo sanguineo. O fator IV de plaquetas e o fator de
ativacdo de plaguetas aumentam a expressdo de CD8/CD11b, integrinas na
superficie de neutréfilos promovendo a fixagdo da célula ao endotélio e
impulsionando a diapedese (MONACO, YAGER, NWOMEH, 1999; HART, 2002;
LAWRENCE, 2003; HENG, 2011).

Conforme os mediadores inflamatérios se acumulam, moléculas de adesédo
S80 expressas e 0s vasos sanguineos proximos ao local da lesdo dilatam, forma-se
um gradiente quimiotatico e o tréfico celular como, por exemplo, o trafico de
neutroéfilos para a area lesada passa a ser otimizado (DIEGELMANN, EVANS, 2004;
BAUM, ARPEY, 2005; BROUGHTON II, JANIS, ATTINGER, 2006).

Durante as primeiras fases do processo inflamatério no reparo tecidual, a
identificacdo de particulas pelas células para gerar os mediadores que participam da
inflamacédo, é feito a partir de receptores realacionados a resposta imune inata.
Estes, sdo capazes de reconhecer uma gama de moléculas essenciais a
patogenicidade e compartilhadas por diversas classes de microrganismos, 0s
chamados padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMPs) (TSIROGIANNI,
MOUTSOPOULOQOS, 2006).

Dentre os principais receptores sinalizadores, ou seja, que desencadeiam a
transcricdo de genes associados a resposta inflamatéria, estdo os receptores Tool-
Like. Estes, ao reconhecerem componentes oriundos de patdégenos, iniciam a
ativacdo de fatores de transcricdo, como o NF-kB fator nuclear Kappa. Ao adentrar
0 nucleo, o NF-kB regula a expressao de genes essenciais no processo inflamatario,
como os de citocinas, moléculas de adeséo, fatores de crescimento e principalmente
0 TNF-a e IL-1 (TSIROGIANNI, MOUTSOPOULOS, 2006; FRANCO, 2010).
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Os neutrdéfilos sdo responsaveis pela destruicdo dos patdogenos por meio do
reconhecimento, englobamento e destruicdo de particulas estranhas. Este
reconhecimento é feito através de receptores endociticos, e sua posterior destruicao
€ realizada por intermediarios reativos de oxigénio, 6xido nitrico, e enzimas
proteoliticas (ENOCH, LEAPER, 2005; TSIROGIANNI, MOUTSOPOULOQS, 2006).

Uma vez que os patdgenos sdo removidos, a atividade neutrofilica diminui
gradualmente, os neutréfilos entram em processo de apoptose e mondcitos
circulantes sdo atraidos para o local da lesdo. A atracdo € feita por diversos
guimioatraentes como quimiocinas, citocinas, componentes da coagulacdo e
produtos da degradacdo de colageno, elastina e fibronectina, originados da MEC
(matriz extracelular) destruida na lesdo. Dentre as quimiocinas e citocinas
envolvidas, encontram-se a MCP-1 (proteina quimiotética para mondécito 1), MIP-1a
(proteina inflamatéria de macréfagos -1a) e MIP-1B (proteina inflamatéria de
macrofagos -1 ), PDGF e TGF-f (FUKAI et al., 1991; HART, 2002; PIERCE et al.,
1991; RAMASASTRY, 2005; STRONCEK, BELL, REICHERT, 2009).

Um dos principais mediadores envolvido no recruatmento de mondcitos é a
MCP-1 produzida por algumas células como queratindcitos que circundam a ferida e
células endoteliais. Além da atracdo de mondcitos, a MCP-1 também participa de
diferentes fases do processo de recrutamento de mastocitos e linfocitos para o local
(GILLITZER, GOEBELER, 2001; ENOCH, LEAPER, 2005).

Ao adentrarem o tecido lesado, os mondcitos sofrem uma mudanca fenotipica
e se convertem em macrofagos teciduais, agindo como células fagociticas e
produtores de fatores de crescimento. Ou seja, 0s macrofagos auxiliam na fase final
de eliminacdo de particulas estranhas, fagocitam e processam os corpos apoptéticos
de neutréfilos que perdem a funcéo e outros fragmentos teciduais, além de produzir
e secretar mediadores lipidicos, peptidicos e proteinas relacionadas ao reparo. A
adesdo a matriz presente no leito da ferida estimula os macrofagos a expressar o
TNF-a, PDGF, TGF-a e IL-1, que desempenhardo papel importante em fases
seguintes do processo. Diversos estudos tém demonstrado que, em estado de
deplecdo de macrofagos, ocorrem graves alteragbes na cicatrizagdo, como
desbridamento deficiente da ferida, proliferacédo tardia de fibroblastos e angiogénese
inadequada (SINGER, CLARK, 1999; BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005; ENOCH,
LEAPER, 2005; TSIROGIANNI, MOUTSOPOULOQOS, 2006).
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Os linfécitos, ultimas células a participar da resposta inflamatoria, sdo atraidos
pela MCP-1 e por outras citocinas, como IL1-B (Interleucina 1 ), que tém como
principal fonte os macrofagos. Embora a funcdo dos linfécitos no processo de
cicatrizacdo ndo esteja completamente elucidada, parece estar relacionada a
mecanismos efetores da imunidade e producgéao de fatores de crescimento (HART,
2002; ENOCH, LEAPER, 2005; BROUGHTON II, JANIS, ATTINGER, 2006; GUO,
DIPIETRO, 2010).

1.5.3 Fase proliferativa

A fase proliferativa é um estagio construtivo de reparo no qual estdo
envolvidos os processos de: formacdo de tecido de granulagdo, neoangiogénese,
deposicdo de matriz extracelular e reepitelizacdo. O tecido de granulagdo, que
durante a progressao da fase proliferativa, passa a subtituir a matriz provisoria, €
designado histologicamente pela presenca de fibroblastos em proliferacdo, células
inflamatorias (principalmente macréfagos), vasos sanguineos neoformados e matriz
extracelular frouxamente agregada. Tais componentes sdo responsaveis pelo
aspecto granular do tecido, quando observado a olho nu. Concomitante a
construcdo deste tecido, ocorre a degradacdo de proteinas da matriz extracelular
provisdria por meio de enzimas proteoliticas, facilitando o avanco dos novos vasos
através da ferida (BEANES et al., 2003; BAUM, APREY, 2005; CLARK, GHOSH,
TONNESEN, 2007; SCHREML et al., 2010; TELLER, WHITE, 2011).

1.5.3.1 Fibroblastos e sintese de colageno

No momento da lesao, fibroblastos do tecido circunjacente sao estimulados a
proliferacdo. Alcancada a hemostasia e livre de infec¢éo, os fibroblastos sdo atraidos
a Uulcera, tornando-se os principais componentes do tecido de granulacdo. A
migracdo e ativacdo de fibroblastos ocorre a partir de estimulos gerados por
produtos derivados de outras populagbes de células presentes no local em fases
anteriores, incluindo o EGF, PDGF e TGF-B, liberados por células inflamatérias e

plaguetas. O PDGF €, além de um fator quimiotatico, um estimulador de mitogénese.
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Mais adiante, a atracdo de fibroblastos também é direcionada por diversos fatores
originarios de macrofagos e dos proprios fibroblastos. Com o advento da proliferacao
devido ao estimulo pelo PDGF e TGF-B, inicia-se a producdo de matriz
metaloproteinases (MMPs), assim como de colageno e outros componentes que
dardo origem a matriz extracelular (RAMASASTRY, 2005; CAMPOS, GROTH,
BRANCO, 2008; GUO, VELNAR, BAILEY, SMRKOLJ, 2009; DIPIETRO, 2010;
TELLER, WHITE, 2011).

Os fibrobastos sintetizam grande parte da matriz extracelular que compde o
tecido conjuntivo. Na derme, eles sdo importantes por secretar proteoglicanos,
fibronectina, elastina, laminina e colageno, principal componente da pele,
constituindo a maior parte de seu peso seco e a base de sua estrutura e resisténcia.
No leito da leséo, estes elementos auxiliam no restabelecimento da continuidade do
tecido entre as bordas da ferida e funcionam como um novo arcabougo para a
migracdo celular e formacado de novos vasos sanguineos, substituindo a matriz
provisoria inicialmente formada. Durante a formacdo da nova matriz, a regulacdo da
atividade de proteinases, o aumento da atividade de inibidores teciduais de
metaloproteinases e o aumento da atividade de proteinas de ades&o celular séo
regulados pelo TGF- B (TAZIMA et al., 2008; ISAAC et al., 2010; TELLER, WHITE,
2011).

O colageno, principal proteina do tecido conjuntivo, € importante em todas as
fases da cicatrizacdo, por proporcionar integridade e forca aos tecidos. Tem
estrutura helicoidal composta por glicina, prolina e hidroxiprolina. Diferencas em sua
estrutura quimica determinam seu papel biolégico. O tipo | € a mais frequente forma
encontrada, presente principalmente em ossos e tenddes. O tipo Il € mais fino,
imaturo e desorganizado, esta presente em vasos sanguineos, fascia e na derme,
juntamente com o tipo I. Em um tecido intacto, encontra-se 80% do tipo | e 20% do
tipo 1ll. J& em um tecido de granulagdo, encontra-se 40% do tipo Ill (ROBSON,
STEED, FRANZ, 2001; BAUM, APREY, 2005; CAMPOS, GROTH, BRANCO, 2008).

Na presenca de rompimento tecidual, o colageno é necessario para reparar a
perda e restaurar a estrutura normal. Se um excesso de colageno for depositado no
local da lesao, a estrutura anatbmica normal da pele sera perdida e ocorrera fibrose.
Por outro lado, se uma quantidade insuficiente for depositada, a Ulcera, e

consequentemente a cicatriz, serdo frageis. A sintese adequada de colageno € um
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processo fundamental para a cicatrizacdo das Ulceras cutaneas (MONACO,
LAWRENCE, 2003; DIEGELMANN, EVANS, 2004; CORSETTI et al., 2009).

Em razéo do estimulo gerado pelo PDGF e TGF-3, ap0s abundante sintese
de matriz extracelular o fendtipo dos primeiros fibroblastos a migrar sofre uma
modificacdo, transformando-se em miofibroblastos. Estes, possuem capacidade de
se contrair e se expandir por expressar alpha actina de musculo liso, permitindo
assim sua movimentacao atraves da ferida. Deste modo, os miofibroblastos, que se
encontram aderidos firmemente as bordas da leséo, se ligam as fibras de colageno
de maior espessura puxando-as em direcdo a eles provocando a contracdo da ferida
(WILLIAMSON, HARDING, 2004; ISAAC et al., 2010).

1.5.4 Angiogénese

Concomitante aos fenbmenos ja citados, ocorre a angiogénese, processo
que visa reparar danos vasculares que acometem o tecido. Neste, as células
endoteliais de vasos que circundam a lesdo migram e degradam a matriz provisoria,
conectando-se a outras células, onde por meio de brotamento originam novos vasos.
Deste modo, conseguem formar uma rede vascular minima que permite a circulacéo
sanguinea e assim nutrir as células que chegam ao local da lesdo A migracdo
acontece por meio de estimulos, gerados por fatores angiogénicos, incluindo o
PDGF, FGF, TNF-a, e VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), originarios
de células como queratindcitos e macréfagos (GILLITZER, GOEBELER, 2001;
BARANOSKI, AYELLO, 2004; TELLER, WHITE, 2011).

1.5.5 Reepitlizacao

O processo de reepitelizacdo apresenta capacidade de ocorrer desde as
fases iniciais da cicatrizacdo. As células epiteliais sdo dotadas de potencial mitético,
integro. Na presenca da lesédo, em razdo do afastamento das células da epiderme,
estas sdo submetidas ao “efeito de vizinhanca livre”, que ativa novamente seu

potencial mitotico. Porém, para que a proliferagdo das ceélulas ocorra, é necessario
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que o tecido de granulagdo atinja o nivel da epiderme para fornecer substrato a
consolidagéo da reepitelizacdo (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

A reepitelizacdo busca restabelecer as funcbes da epiderme que foram
perdidas em decorréncia da lesdo, tais como regulacdo da temperatura local,
protecdo mecanica, defesa contra perda excessiva de fluidos e invasdao de
microrganismos. Para que esse restabelecimento ocorra, € necessaria a restauragéo
dos estratos epidérmicos, que sao constituidos essencialmente de queratindcitos
(95%). Tais células passam a recompor a epiderme a partir de estimulos gerados
por diversas citocinas, produzidas por macréfagos, fibroblastos e células epiteliais,
tais como: HGF (fator de crescimento de hepatdcitos), FGFs, EGF e KGF (fator de
crescimento de queratinécitos). Algumas citocinas inflamatérias, como IL-1
(interleucina-1B) e TNF-a, estimulam fibroblastos a sintetizar e secretar KGF-1(fator
de crescimento de queratinécitos 1), KGF-2 (fator de crescimento de queratindcitos
2) e IL-6 (Interleucina 6), por exemplo, os quais estimulam a proliferacéo,
diferenciacdo e migracado de queratindcitos (BAUM, APREY, 2005; BROUGHTON I,
JANIS, ATTINGER, 2006; STOJADINOVIC et al., 2008; STRONCEK, BELL,
REICHERT, 2009; ISAAC et al., 2010; GANTWERKER, HOM, 2012).

O inicio do processo se da a partir da ruptura da ligacdo entre
hemidesmossomos (moléculas de adeséo célula-lamina basal) das células basais e
a laminina da lamina basal, possibilitando a migracdo dos queratindcitos. Sua
mobilidade é facilitada pela expressdo de integrinas, as quais interagem com
diversos componentes da matriz extracelular, como fibronectina, fibrina e colageno.
As células migram e proliferam até que encontram outras células vindas de outras
direcbes executando o mesmo procedimento, promovendo entdo a formagédo de uma
monocamada de epitélio. Estes eventos ocorridos na epitelizacdo, além de serem
regulados por diversos fatores de crescimento e citocinas, sdo também influenciados
pelo ambiente da ferida (TSIROGIANNI, MOUTSOPOULOS, 2006; TELLER,
WHITE, 2011).

A migracdo dos queratindcitos e a contragdo da Ulcera resultam na
reepitelizacdo da area lesada. O resultado final da fase proliferativa é vitalmente
importante para a cicatrizacdo, pois estabelece as condicbes necessarias para
reconstruir o tecido danificado (HARDING, PATEL, 2002; STRONCEK, BELL,
HEICHEERT, 2009).
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1.5.6 Remodelacgéo tecidual

A fase de remodelacdo € caracterizada pela reorganizacdo da matriz
extracelular, onde a arquitetura da pele é reestruturada com o intuito de retorno a
estrutura tecidual normal. Ocorre a partir da degradacdo do colageno imaturo e
instavel e formacdo de um colageno estavel e organizado, por meio da acdo das
colagenases, metaloproteinases e fatores inibitérios. Nesta fase, todos 0s processos
ativados no inicio da lesdo sdo cessados progressivamente e a populacdo celular
(células endoteliais, macréfagos e miofibroblastos) comeca a sofrer apoptose,
permanecendo apenas grande quantidade de colageno, elementos da matriz e
poucas células (GOSAIN, DIPIETRO, 2004; CAMPOS, GROTH, BRANCO, 2008;
GURTNER et al., 2008).

Os eventos ocorridos nessa fase promovem a substituicdo do tecido de
granulacao anteriormente formado para dar origem a cicatriz. As fibras de colageno
tipo Ill, inicialmente depositadas aleatoriamente no sitio da lesdo, passam a ser
substituidas por colageno do tipo | e reorganizadas, conferindo mais resisténcia ao
tecido entdo formado. Para que tal reestruturacdo ocorra, é necessaria uma
regulacao delicada entre sintese e degradacéo de colageno. Nesse contexto, o TGF-
B atua estimulando a maior produg¢do do colageno tipo | e sua menor degradacao
por aumentar a expressao de TIMPs (inibidores teciduais de metaloproteinases) e
diminuir a de MMPs. O equilibrio entre a constante producéo e degradagéo suporta a
formacdo de uma cicatriz normal (ISAAC et al., 2010, KONDO, ISHIDA, 2010; WILD,
et al. 2010).

Os macréfagos comecam a desaparecer junto com a reducdo da
angiogénese, de forma que a densidade vascular da ferida volte ao normal. Os
miofibroblastos remanescentes no tecido, juntamente com as fibras de colageno,
tornam-se orientados paralelamente ao leito da leséo, resultando em uma aparéncia
estriada, diferente do tecido observado na pele intacta (GURTNER et al, 2008;
STOJADINOVIC et al., 2008; STRONCEK, BELL, REICHERT, 2009).

O remodelamento tecidual se estende por 1 ou 2 anos e conforme o paciente
e tipo da Ulcera, pode perdurar ainda por mais tempo. Estruturas dérmicas, como
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas, que foram perdidas durante a
lesdo ndo sao regeneradas. Acredita-se que ao longo desse processo, a ferida ainda

sofra outras contragbes fisicas pelo aparecimento de novos miofibroblastos
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(GOSAIN, DIPIETRO, 2004; BAUM, APREY, 2005; CAMPOS, GROTH, BRANCO,
2008; STRONCEK, BELL, REICHERT, 2009).

A incidéncia de Ulceras cutaneas de dificil cicatrizacdo ainda se mantém
elevada, tornando a cicatrizacdo de feridas € uma area de pesquisa de grande
relevancia. O processo cicatricial inadequado de uma injaria cuja extensao seja
substancial pode causar altera¢cdes em toda a saude do individuo, além de repercutir
em altos custos e consequéncias sociais. Portanto, o estudo cientifico para melhor
compreensao dos fatores envolvidos e de novas alternativas terapéuticas torna-se
fundamental para oferecer novas possibilidades em relacdo a otimizacdo do
tratamento das Ulceras cutaneas (PADGET et al.,, 2007; SEHN et al., 2009;
TABATABAI, EBY, SINGH, 2010).

1.6 Ulceras cutaneas

Ulceras cutaneas s&o definidas como um rompimento da continuidade
anatdmica e funcional da pele (podendo envolver derme e/ou epiderme). Podem ser
tanto lesdes superficiais na integridade do tecido cutaneo (epiderme e derme) como
alcancar regides mais profundas (hipoderme, musculos e 0sso0s), provocando
exposicao das células e tecidos ao meio externo (FRANZ, 2001; DIEGELMANN,
EVANS, 2004; EHRENREICH, RUSZCZAK, 2006; KOKANE et al., 2009; ROBSON,
STEED, SCHMIDT et al., 2009; SCHMIDT et al., 2009; HENG, 2011).

Existem diversos tipos de Ulceras, que podem ser classificadas de acordo
com a etiologia, incluindo as Ulceras venosas, arteriais, Ulceras de pressao,
anémicas, associadas a doencas auto-imunes dentre outras. Podem também ser
classificadas conforme sua profundidade, em Ulceras de espessura parcial (derme
incompleta) e Ulceras de espessura total (derme completa, podendo atingir o tecido
subcuténeo) ou, ainda, de acordo com o tempo necessario para o fechamento da
les@o, em Ulceras agudas e cronicas (MANDELBAUM, DI SANTIS, 2003; FALANGA,
2005).

As Ulceras constituem um importante problema de saude publica, ja que séo
muito freqlientes na pratica clinica e tém sofrido aumento em sua ocorréncia de
acordo com o aumento da expectativa de vida da populagdo mundial. Aliado a isto,

existe o fato de que algumas sdo de dificil cicatrizacdo devido a diversos fatores



17

intrinsecos e extrinsecos, 0 que provoca uma diminui¢cdo da qualidade de vida das
pessoas acometidas (PHILLIPS, DOVERS, 1991; FALANGA, 2005;
GARY-SIBBALD, WOO, 2008).

1.6.1 Ulceras cutaneas agudas e cronicas

As Ulceras cutdneas podem ser clinicamente divididas em Ulceras agudas e
cronicas, de acordo com o tempo necessario para 0 processo cicatricial. As Ulceras
agudas sdo aquelas cujo reparo tecidual ocorre de maneira ordenada e eficaz,
dentro de tempo oportuno, progredindo para a restauracdo da pele. O tempo da
cicatrizacdo nesse tipo de Ulcera geralmente varia de 5 a 10 dias, podendo chegar
até 30 dias. Mais frequentemente, sdo de origem traumatica ou oriundas de
processos cirlrgicos, ndo existindo presenca de contaminacfes e complicacdes para
o paciente (LAZARUS et al., 1994; ROBSON, STEED, FRANZ, 2001; VELNAR,
BAILEY, SMRKOLJ, 2009).

As Ulceras crbnicas sdo aquelas que falham em progredir para as fases
normais subsequentes do processo cicatricial. Ndo existe uma consideracao
absoluta quanto ao tempo de cicatrizacdo em Uulceras crbnicas, porém, assim sao
consideradas as que de ndo atendem ao tempo de fechamento de 6 semanas a 4
meses, sem indicios de cicatrizacdo. As Ulceras crdnicas sdo geralmente originarias
de comprometimento vascular, danos repetitivos ao tecido, inflamacdo crénica e
infeccbes. Os tipos mais comuns de Ulceras crénicas incluem Ulceras venosas,
arteriais, neuropéaticas e Ulceras por pressao (BELLO, PHILLIPS, 2000; WHITNEY,
2005; RONDAN-MARIM et al., 2009; DOUGHTY, SPARKS-DeFRIESE, 2012).

A patogénese das Ulceras, sua extensdo, caracteristicas fisicas e funcionais
dos tecidos envolvidos estdo intimamente relacionadas com a complexidade do
processo cicatricial. Portanto, existem diversas condigcbes que podem tornar este
processo de dificil resolucdo, impedindo ou retardando a cicatrizacdo efetiva,
provocando assim as Uulceras cronicas (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005;
BROUGHTON II, JANIS, ATTINGER, 2006).

Pode-se citar como fatores prejudiciais a cicatrizacéo, diversas doencas de
base, como insuficiéncia vascular arterial e venosa, insuficiéncia nutricional,

imunodeficiéncia e exacerbacdo de comorbidades como diabetes, insuficiéncia
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cardiaca e infeccdo. Tais condigbes prejudicam a integridade cutanea tornando
propicio o desenvolvimento das Ulceras. Uma vez que a pele é rompida, a leséo
pode progredir rapidamente até que se torne uma Uulcera profunda, extensa e de
dificil cicatrizacdo (JAUL, 2009).

As condi¢Bes crbnicas de salde apresentam-se em crescente prevaléncia e
0s principais determinantes sociais apontados sdo o aumento da expectativa de vida
e o rapido incremento da populacdo idosa. Diante disto, as Ulceras cutaneas
cronicas destacam-se por estarem relacionadas a doencas cronico-degenerativas
associadas a idade, como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e artrite
reumatoide (LIMA E COSTA et al., 2000).

Na maior parte dos casos, as Ulceras cronicas sdo causadas por isquemia
secundaria a estase venosa, diabetes mellitus, e pressédo. Ulceras que n&o
cicatrizam, principalmente em pacientes idosos, geralmente causam inabilidades
fisicas e sdo caracterizadas por recidivas frequientes, logo podem tornar-se crénicas
por anos e até mesmo levar os pacientes a 6bito (MENKE et al., 2007; JAUL, 2009;
ROLDAN-MARIN et al., 2009).

Inimeras sdo as consequéncias incidentes aos portadores de Ulceras
cronicas. Quando uma ulcera ndo cicatriza, ocorre diminuicdo da qualidade de vida
devido ao desconforto, mau odor, presenca de secrecao, além de danos estéticos,
gue provocam o isolamento social do acometido. Outras complica¢des incluem
limitacbes funcionais (como dificuldade de locomocéo), dor cronica, infeccbes
(celulite, formacdo de abscessos, osteomielite e mesmo sepse), potencial para
malignidade (por exemplo, Ulcera de Marjolin) e amputacdo (MENKE et al., 2007;
JAUL, 2009).

Outro problema importante associado as Ulceras cutaneas cronicas sdo as
perdas econdmicas. Estas sdo imensuraveis, jA que além do custo gerado ao
sistema de saude para o cuidado dos acometidos, existem 0s custos ocasionados
pela perda de trabalho, diminuicdo da produtividade, e reabilitacdo. Além disso,
também existe o dano psicoldgico resultante aos pacientes e seus familiares. Assim,
a soma desses elementos combinada a baixa qualidade de vida enfrentada pelos
individuos com ulceras cronicas, implica em diversos custos indiretos, o que dificulta
a avaliacao dos custos totais gerados (CLARK, GOSH, TONESSEN, 2007; MENKE
et al., 2007).
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1.6.2 Tratamento de Ulceras

O tratamento das Ulceras cutaneas crénicas requer uma conduta holistica, ja
gue as mesmas ndo ocorrem de maneira independente. Portanto, é necessaria uma
avaliacdo completa do paciente para estabelecer a estratégia de tratamento mais
adequada e evitar maiores danos teciduais posteriormente. A avaliacdo deve levar
em conta a determinacdo da etiologia da ulcera (insuficiéncia arterial, drenagem
venosa insuficiente, pressdo mecanica, neuropatia, malignidade de base, infeccéo
ou imunidade comprometida), além de fatores locais e sistémicos que contribuem
para a debilidade da cicatrizacdo. Portanto, deve-se definir a influéncia da doenca de
base na cicatrizacdo e trata-la, além de registrar a duracéo, localizacdo, tamanho,
odor, aparéncia da Ulcera, e caracteristicas do tecido ao redor afim de corrigir a
anormalidade. (HARDING, PATEL, 2002; MENKE et al., 2008; STOJADINOVIC et
al., 2008; ROLSTAD, BRYANT, NIX, 2012).

O conhecimento da fisiopatologia do processo cicatricial, e dos produtos
utilizados para promover a cicatrizacdo sao de fundamental importancia na escolha
do tratamento. As Ulceras encontra-se constantemente em um processo fisioldgico
dindmico, onde em cada etapa requerem condi¢cdes diferentes para que o reparo
evolua. Nem todos os tratamentos e curativos sao indicados ou apropriados para
serem usados continuamente até o fechamento da ulcera. O tratamento deve ser
reavaliado e readequado considerando as caracteristicas da lesdo e resposta do
paciente, ja que a maioria das Ulceras requer numerosas alteracdes conforme suas
caracteristicas variam ao longo do tempo (ABREU, MARQUES, 2005; ROLSTAD,
BRYANT, NIX, 2012).

Incontaveis sdo os avan¢os no conhecimento cientifico adquiridos nos ultimos
séculos e nas décadas recentes. Estes, ocasionaram diversas mudancas quanto as
abordagens atualmente aceitas no tratamento de uUlceras cutdneas e quanto ao
processo cicatricial (SHAI, MAIBACH, 2005).

O tratamento tépico é uma das condutas empregadas no cuidado com as
Ulceras ha muito tempo. Existem antigas orientacdes por meio de registros que
coincidem com a existéncia do homem, demonstrando a importancia de proteger as
lesbes cutaneas de forma a evitar complicacbes ao paciente. Atualmente, sabe-se
que o tratamento tépico tem como finalidade a restauragdo do ambiente fisioldgico

no leito da lesdo, visando manter uma umidade adequada, controle de temperatura,
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regulacdo de pH, controle da carga bacteriana, remocdo do tecido nao-viavel,
controle do odor, minimizac&do de dor e protecdo da pele na regido afetada. A partir
do momento em que estas condi¢cdes sdo ajustadas, as mesmas contribuirdo para o
reparo e restauracdo da funcao tecidual. Porém, é essencial ressaltar que qualquer
tratamento topico precisa também da correcdo da condi¢cdo patoldgica do individuo,
quando presente, para apresentar a devida eficacia (SHAI, MAIBACH, 2005;
ROLSTAD, BRYANT, NIX, 2012).

Algumas caracteristicas sdo desejaveis aos produtos destinados ao
tratamento topico de Ulceras cutaneas, por contribuirem para uma maior aderéncia
ao tratamento assim como para resultados mais satisfatérios. Dentre tais
propriedades pode-se citar: facilidade de aplicacdo e remocé&o, conforto ao paciente,
manutencdo de umidade adequada no leito da Ulcera, entre outras (MANDELBAUM,
DI SANTIS, 2003).

Existem diversas alternativas para o tratamento de Ulceras cutaneas e para tal
finalidade, muitas plantas tém apresentado substancias com potencial terapéutico.
Os principios ativos isolados de plantas medicinais hd muito tempo vém sendo
inclusos no tratamento de doencas e um grande niumero de metabdlitos secundarios
de plantas sdo utilizados como drogas. Isto pode ser atribuido, em parte, a grande
variedade de espécies (250-500 mil) de plantas existentes na flora mundial (PAIVA
et al., 2002; KUMAR et al., 2006; SCHMIDT et al., 2009).

As plantas também sdo amplamente empregadas como primeiro recurso
terapéutico em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude, é estimado que uma alta parcela da populacao
mundial utilize plantas medicinais como alternativa aos medicamentos sintéticos
devido a falta de acesso aos mesmos (SOUZA-JUNIOR et al., 2002; KUMAR et al.,
2006).

Na medicina popular existem varios exemplos de plantas utilizadas para
diversas finalidades, tendo-se verificado aumento nos estudos que comprovam o
gue se conhece empiricamente. Os 6leos de origem vegetal provenientes da flora
brasileira possuem potencial de oferecer vantagens tanto econdmicas, para o pais,
como para o paciente, quanto em termos de eficacia. O Oleo da polpa da bocaiuva
(Acrocomia aculeata) € um exemplar de grandes perspectivas quanto ao uso
medicinal (BANDEIRA et al., 1999; SILVA, CECHINEL FILHO, 2002; DATTNER,
2003).
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1.7 Bocailuva (Acrocomia aculeata)

A palmeira bocailva é uma planta nativa das florestas tropicais presente no
territorio brasileiro. Pertence ao género Acrocomia da familia Arecaceae, o qual €
composto por duas espécies - aculeata (Jacq) Lodd. ex Mart. e A. totai Mart., que se
distinguem essencialmente pelo tamanho dos individuos, sendo a primeira de maior
porte (LORENZI et al., 2006).

A Acrocomia aculeata é considerada a palmeira de maior dispersdo no
territorio nacional, distribuindo-se geograficamente desde os estados de Sao Paulo,
Rio de Janeiro, passando por Minas gerais e por todo o Centro Oeste, Nordeste e
Norte do Brasil. Suas maiores concentracfes estdo localizadas em Minas Gerais,
Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, sendo amplamente dispersas em areas
de Cerrado (HENDERSON et al., 1995; AQUINO et al., 2008).

A palmeira pode atingir de 10 a 15 metros de altura e 20 a 30 centimetros de
didmetro com a regido dos nés coberta por espinhos de cerca de 10 centimetros de
comprimento. Suas folhas sédo verdes podendo variar de 4 a 5 metros de
comprimento com cerca de 130 foliolos de cada lado, separados por um centro
espinhoso (KOPPER, 2009).

Os frutos séo conhecidos como bocailva, macauba, coco-baboso ou coco de
espinho. Consistem em drupas globosas comestiveis, com diametro variando de 2,5
a 5,0 cm compostos por epicarpo cartaceo (casca); mesocarpo fino, mucilaginoso e
fiboroso de coloragdo amarelo alaranjada (polpa) e endocarpo duro e denso
(tegumento), contendo uma semente (améndoa). O epicarpo rompe-se facilmente
guando maduro. O mesocarpo € fibroso, mucilaginoso, de sabor adocicado, rico em
glicerideos, de coloracdo amarelo ou esbranquicado e comestivel. O endocarpo é
fortemente aderido a polpa (mesocarpo), com parede enegrecida e a améndoa
oleaginosa, é comestivel e revestida de uma fina camada de tegumento (LORENZI
et al., 1996, TEIXEIRA, 1996; MIRANDA et al., 2001; KOPPER, 2009;
ARGANDONA, CHUBA, 2011).

As diferentes partes da palmeira podem ser aproveitadas para diversas
finalidades, como por exemplo, a madeira, que é utilizada para a producdo de
estirpes e estacas, as folhas, como forragem animal e todas as partes dos frutos
(casca, polpa e améndoa), podem ser integralmente aproveitadas para. A polpa e a

farinha de bocailva podem ser usadas em vitaminas, fabricacéo do sorvete, bolos e
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paes, agregando maior valor nutritivo a merenda escolar, pois sdo também produtos
ricos em calcio e potassio. Além do emprego alimenticio dos frutos, o 6leo extraido
das améndoas pode ser utilizado como matéria prima para a producdo de
combustivel. Devido as diversas possibilidades de utilizacdo dos produtos da
bocailva, esta apresenta grande mercado potencial, inclusive para outros estados
do Brasil (SALIS, JURACY, 2005; ROSCOE et al., 2007).

As nozes (améndoas) da bocaiuva também apresentam elevado teor de
proteinas, assim, tratando-se de um recurso alimentar natural, a espécie Acrocomia
aculeata mostra ser uma alternativa agricola que pode atender e/ou suplementar
satisfatoriamente dietas nutricionalmente deficientes em proteinas, vitaminas e
minerais (HIANE et al., 1992; TOGASHI, SGARBIERI, 1995; VIEIRA, BION, 1998;
SOUZA, MENEZES, 2004).

No contexto brasileiro, a Acrocomia aculeata apresenta perspectivas de
grande importancia econdmica, dada a possibilidade de seus frutos fornecerem 20 a
30% de oOleo, 5% de farinha comestivel, 35% de tortas forrageiras e 35% de
combustivel de alto poder caldrico (Silva, 1994). Frente a necessidade atual de
fontes alternativas de energia, a bocaiuva € considerada uma das espécies nativas
com alta potencialidade de fornecimento de Oleo para a producdo de biodiesel
(ROSCOE et al., 2007).

1.7.1 Frutos da Acrocomia aculeata: propriedades farmacoldgicas

Os frutos da bocailva possuem uma importante composi¢cdo, devido a
presenca de varias substancias consideradas funcionais, como as fibras e minerais
imunomoduladores, além de possuir acidos graxos, proteinas e quantidade
consideravel de carotenoides, especialmente [B-caroteno, quando comparado a
outros frutos do cerrado (ESTEVAN et al., 2010; DIMAKOU, OREOPOULOU, 2011).

A polpa vém sendo largamente utilizada para fins nutricionais, devido aos
teores de minerais e lipidios. As améndoas possuem alto valor protéico, podendo
assim, ser utilizadas como suplemento alimentar em dietas nutricionalmente
deficientes (SALIS, JURACY, 2005; ROSCOE et al , 2007).

Nos Oleos extraidos tanto da polpa quanto da améndoa, estdo presentes 0s

acidos graxos, principalmente os insaturados como o acido oleico, linoleico e
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linolénico. Os acidos graxos apresentam trés funcdes principais: compdem a
estrutura das membranas biolégicas, atuam como precursores de mensageiros
intercelulares, e, quando oxidados, geram adenosina trifosfato (ATP). Sao
considerados essenciais 0s acidos graxos que ndo podem ser sintetizados pelos
mamiferos, o que ocorre devido a auséncia da enzima 9-dessaturase nos mesmos
(FERREIRA et al., 2012; MUNHOZ et al., 2012).

Substancias do grupo dos acidos graxos insaturados possuem efeitos
benéficos diversificados sobre a saude humana. Varias pesquisas associam 0 seu
consumo a partir da alimentacdo a reducdo do colesterol sanguineo e hepético
assim como a diminuicdo do risco para o0 desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (BRANDAO et al., 2005; MUNHOZ et al., 2012).

Os acidos graxos insaturados também exibem importante participacdo na
resposta inflamatoria, por serem componentes de membranas celulares e atuarem a
nivel da sintese de mediadores quimicos. Desta forma, podem exercer acao
moduladora do sistema imunoldgico, contribuindo para a capacidade de
circunscricdo de infeccdes pelo hospedeiro e limitando a resposta inflamatoria.
Existem estudos demonstrando associa¢do entre o acido linolénico e a expressao de
genes relacionados a inflamacéo, e também atribuindo ao &cido oleico a capacidade
de modular o processo inflamatorio no reparo de lesdes na pele (GRANDJEAN,
2003; CARDOSO et al., 2011).

Os éacidos graxos essenciais (acidos linoleico e linolénico) sdo absolutamente
necessarios para a manutencao da integridade da membrana celular e da camada
de barreira trans-epidérmica. O acido linoleico também participa do processo
inflamatorio, proliferacdo e modulacdo do crescimento celular, além de atuar como
mediador quimico, sendo quimiotatico e estimulador de neutréfilos (DE NARDI et al.,
2004).

Quando utilizados em tratamento topico de uUlceras cutaneas, os acidos
graxos insaturados exibem beneficios importantes, como modulacdo da resposta
inflamatoria e formacado de barreira protetora contra microorganismos e desidratacéo
tecidual. Outra propriedade importante observada € a obtencdo de uma camada
sobre a Ulcera que impede a aderéncia do curativo aplicado, proporcionando maior
conforto e evitando traumas durante as trocas (FRANCO, GONCALVES, 2008;
BATISTA et al, 2010; OLIVEIRA et al., 2013).
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Os carotenoides como o B-caroteno, contidos no 6leo da polpa da bocailva,
atuam como antioxidantes. Estes compostos séo capazes de bloquear ou atrasar a
acado de radicais livres, que sdo moléculas instaveis, muito reativas e altamente
toxicas associadas ao desenvolvimento de doencas cronicas, inclusive aquelas
relacionadas ao envelhecimento. O 3 - caroteno pode ser considerado um excelente
antioxidante, por sequestrar os radicais livres muito eficientemente (BIANCHI,
ANTUNES, 1999; CICONINI et al., 2010; RAMOS et al., 2011).

As espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas em diversas doencas,
como aterosclerose, cancer, cirrose e diabetes. A variedade de processos
degenerativos a que o envolvimento dos radicais livres vem sendo associado nos
altimos anos inclui condi¢des inflamatérias agudas e crbnicas, tais como as Ulceras
cutaneas. Os antioxidantes melhoram a cicatrizagdo por reduzirem o dano tecidual
causado pelos radicais livres de oxigénio, aumentando assim a viabilidade tecidual
(CAMPOS, BORGES-BRANCO, GROTH, 2007; GEETHALAKSHMI et al., 2013).

Devido as propriedades dos &cidos graxos e antioxidantes, estes vém
sendo utilizados no tratamento de feridas cutaneas e, sendo o 6leo da bocaiuva uma
fonte de ambas as substéancias, estudos investigando seu potencial na cicatrizagcéo
oferecem novas possibilidades em relagdo a obtencdo de compostos cicatrizantes. O
trabalho a seguir foi elaborado segundo as normas do International Journal of

Dermatology.
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OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a eficacia do 6leo da polpa da bocailva na cicatrizacdo de Ulceras

cutaneas em ratos Wistar.

Objetivos Especificos

 Avaliar a reepitelizacdo por meio do célculo do indice de cicatrizacdo das Ulceras

(ICU) em ratos tratados com a pomada contendo o 6leo da polpa da bocaiuva;

*Avaliar as alteragdes histoldgicas quanto ao infiltrado inflamatério, neovacularizacao
e fibroplasia em cortes histolégicos das Ulceras, tradadas com a pomada contendo o

0leo da polpa da bocaiuva, corados com hematoxilina e eosina (HE);
* Avaliar o infiltrado neutrofilico por meio da dosagem de mieloperoxidase (MPO);
* Avaliar a colagénese por meio da dosagem de hidroxiprolina (OHP);

*Avaliar a colagénese em cortes histolégicos corados com tricromio de masson (TM).
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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas é um fendmeno complexo no qual estdo envolvidos
diversos eventos celulares e moleculares. As Ulceras cutaneas crbnicas sdo um
problema frequente na pratica médica, com consequéncias sociais e alto custo com
cuidados médicos. A busca por substancias terapéuticas capazes de melhorar o
processo cicatricial é imperativa. Dadas as propriedades quimicas do 6leo da polpa
da bocailva (Acocomiaaculeata), rico e tocoferdéis, beta-carotenos e acidos graxos
poli-insaturados, assume-se que esse composto tenha grande aplicacéo terapéutica,
porém, pouco ainda tém-se estudado em relacdo ao seu papel na cicatrizacdo. O
presente estudo objetivou avaliar o efeito do 6leo da polpa de bocaitva (OPB) na
evolugdo da cicatrizacdo de Ulceras cutaneas em ratos Wistar. Foram feitas duas
excisdes cirlrgicas na pele de cada animal com o emprego de um punch histolégico,
atingindo todas as camadas da pele. Os grupos experimentais consistiram em
animais com as Ulceras tratadas com a pomada veiculo e animais com as Ulceras
tratadas com a pomada contendo o 6leo da polpa da bocailva a 20%. Apos 2, 7 e
14 dias do procedimento cirdrgico, cinco animais/grupo foram eutanasiados e
avaliou-se a reepitelizacdo por meio do indice de cicatrizacdo das Ulceras. Uma
biopsia de Ulcera/cicatriz de cada animal foi coletada, fixada e corada com
hematoxilina/eosina e tricromio de Masson para quantificacdo de infiltrado
inflamatério, fibroblastos, vasos sanguineos e colagénese. A biopsia da outra Ulcera
foi utilizada para a dosagem de mieloperoxidase (MPO), para avaliar o infiltrado
neutrofilico no tecido lesado, e dosagem dehidroxiprolina (OHP) para avaliar a
colagénese. Os resultados demonstraram que no 2° dia, o OPB foi capaz de induzir
0 aumento do recrutamento de células inflamatérias para a lesdo em relagdo ao
grupo controle,representadas principalmente por neutréfilos. No 7° dia, houve
reducdo das células inflamatérias no grupo tratado com OPB em relacdo ao 2° dia.
Nesse periodo ndo foram observadas alteracbes no grupo controle. No 7° dia,
observou-se importante reducdo do infiltrado neutrofilico na pele dos animais
tratados com OPB, sugerindo que o OPB tenha papel proé-inflamatério inicial,
aumentando o recrutamento celular no inicio do processo cicatricial e agindo de
forma reguladora posteriormente. A fibroplasia observada na pele dos animais
tratados com OPB foi mais intensa em relacdo ao grupo controle, no 14° dia de
avaliacdo. Por outro lado, a diferenca observada na colagénese entre 0os grupos de
tratamento quando avaliada pela determinagédo da concentragcdo de hidroxiprolina,
ocorreu apenas no grupo controle do 7° para 14° dia. Entretanto, a coloracdo com
tricrémio de Masson indicou aumento no contetdo de colageno no grupo controle do
2° para o 7° dia. As Uulceras do grupo tratado com o OPB apresentaram-se mais
reepitelizadas no 7° dia, quando comparadas ao grupo controle. Assim, os dados
permitem sugerir que a pomada contendo o 6leo da polpa da bocailva estimula de
modo favoravel a fase inflamatoria da cicatrizacdo, acelerando o processo e
contribuindo para a melhor qualidade da cicatriz.

Palavras chave: 6leo vegetal, acidos graxos, beta-caroteno, tocoferol.
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ABSTRACT

Wound healing is a complex phenomenon which is involved several cellular and
molecular events. Chronic skin wounds are a frequent problem in medical practice,
which social consequences and high costs to medical care. The research about
therapeutic substances able to improve the healing process is imperative. Due the
chemical properties of the bocaiuva (Acocomia aculeata) pulp oil, that is rich in
tocopherols, beta -carotene and polyunsaturated fatty acids, it is assumed that this
compound has significant therapeutic application , however, few information about
the role le in healing could be found. The present study aimed to evaluate the effect
of bocaiuva pulp oil (BPO) on the healing process of skin ulcers in rats. Two surgical
excisions were made in the skin of each animal, using a histological punch, reaching
all the skin layers. The experimental groups consisted of animals with ulcers treated
with the ointment vehicle and animals with that ulcers were treated with the ointment
containing 20% of the BPO. After 2, 7 and 14 days post surgery, five animals / group
were euthanized and reepithelialization was evaluated through the rate of healing of
ulcers. A biopsy of the ulcer/scar from each animal was collected, fixed and stained
with hematoxylin/eosin and Masson trichrome for quantification of inflammatory
infiltrate , fibroblasts , blood vessels and collagenasis. The biopsy of other ulcer was
used for the estimation of myeloperoxidase (MPO) in order to evaluate the neutrophil
infiltration in the injured tissue, and hidroxyprolin determination (OHP) was used to
assess collagenasis . The results showed that on the 2nd day, the BPO was able to
induce an increase in the recruitment of inflammatory cells to the lesion compared to
the control group, mainly represented by neutrophils. On the 7th day, there was
decrease of inflammatory cells in the BPO in treated group compared to 2nd day .
During this period no changes were observed in the control group. On the 7th day,
there was significant reduction of neutrophil infiltration in the skin of animals treated
with BPO, suggesting a initial pro- inflammatory role by increasing cell recruitment at
the beginning of healing process and acting in a regulatory fashion later. The
fibroplasia observed in the skin of animals treated with OPB was more intense than in
the control group on 14th day of evaluation. Moreover, the difference observed in
collagenasis between groups assessed by determining the concentration of
hydroxyproline, happened only in the control group on the 7th to 14th day. However,
Masson staining showed increased collagen content in the control group on the 2nd
to 7th day. Ulcers of the OPB treated group were more epithelized at day 7 compared
to the control group. The findings suggested that the ointment containing the BPO
favorably stimulates the inflammatory phase of wound healing by accelerating the
process and contributing to improving the quality of the scar.

Key words: Vegetal oil, fatty acids, beta-carotene, tocopherol
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INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas é um fendbmeno complexo no qual estdo envolvidos
diversos eventos celulares e moleculares. Seu desencadeamento se da na presenca
de ruptura da estrutura tissular, objetivando a reorganizacéo e restabelecimento da
heomeostasia da estrutura onde ocorre, por meio do preenchimento das lesées com
tecido cicatricial*

Desde a antiguidade reconhece-se a necessidade dos cuidados com a cura
de feridas a fim de evitar maiores complicacGes. Este fato é refletido em relatos
histéricos, que descrevem a tentativa de intervencdo humana no processo de
cicatrizacdo desde o Egito antigo?

A incidéncia de uUlceras cutaneas de dificil cicatrizacdo ainda se mantém
elevada. O processo cicatricial inadequado de uma injaria cuja extensdo seja
substancial pode causar alteracdes em toda a saude do individuo, além de repercutir
em altos custos e consequéncias sociais.>*

Existem diversos recursos disponiveis para o tratamento das lesdes, porém,
ainda ha a necessidade do desenvolvimento de produtos que exercam acao
cicatrizante de forma cada vez mais eficaz, e que a0 mesmo tempo sejam
acessiveis. O uso de substéncias derivadas de fontes naturais para otimizar o
processo cicatricial vém sendo estudado, por representar uma possibilidade para
este fim*°

Os Oleos de origem vegetal sdo empregados no tratamento de ferimentos
principalmente em paises da América Latina. Muitas plantas nativas do Brasil sdo
fontes de 6leos, os quais ainda ndo foram profundamente estudados quanto suas
propriedades cicatrizantes®

A bocailva (Acocomia aculeata) € uma palmeira presente no territorio
nacional, cujos frutos sdo conhecidos como macauba, coco-baboso ou coco de
espinho. A planta como um todo, oferece diversas possibilidades de aproveitamento,
porém, destaca-se o0 potencial de emprego das diferentes partes de seus frutos e
seus respectivos 6leos no ambito da satde humana.’

O Oleo extraido da polpa do fruto exibe em sua composicdo importantes
substéancias como o0s acidos graxos insaturados e carotenoides. Ensaios

farmacoldgicos tém associado a utilizacdo do Oleo a efeitos benéficos em diversos
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processos bioldgicos, como no processo inflamatorio. Porém, pouco ainda tém-se
estudado em relacéo ao seu possivel papel na cicatrizacéo.®®

O estudo cientifico para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
torna-se fundamental para oferecer novas possibilidades em relagéo a otimizacdo do
tratamento das Ulceras cutneas.? Levando em consideracdo as propriedades ja
conhecidas sobre o 6leo da polpa da bocailva, este pode ser considerado como
uma substancia de potencial promissor no tratamento das feridas cutaneas, que, por
se tratar de um produto de facil obtencdo e derivado de uma matéria prima local,
torna-se um recurso acessivel.

Diante desse contexto, esta pesquisa objetivou avaliar o efeito do éleo da

polpa da bocailva na cicatrizacao de Ulceras cutaneas.

MATERIAIS E METODOS

Os protocolos envolvendo o uso de animais em experimentagdo foram
realizados de acordo com as normas internacionais de ética em pesquisa com
animais. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
da Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB), sob o numero de processo 005/11.
Todo o estudo teve colaboracdo e orientagdo do Prof. Dr. Marco Andrey Cipriani
Frade do Departamento de Clinica Médica, Divisdo de Dermatologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&do Paulo (FMRP — USP) e da

equipe de seu laboratério de pesquisa.

Obtencéao do 6leo da polpa da bocaiuva

Este processo teve a colaboracdo do Laboratério de Matérias Primas da
UCDB, que cedeu o 6leo para os testes in vivo.

Os frutos da bocaiuva, maduros, foram coletados na regido de Gléria de
Dourados — MS, durante os meses de outubro a dezembro da safra de 2010. Apés a
coleta, foram colocados em estufa com circulagcédo de ar a 60 °C para secagem,

sendo posteriormente encaminhados para extracdo da polpa através de processo
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mecanico em despolpadora. A polpa foi submetida ao extrator Soxhlet para
obtencdo do éleo, utilizando hexano como solvente. Apds, o0 solvente foi removido
por rotaevaporacao (40 °C) e o 6leo obtido foi armazenado a -20 °C até o momento

da utilizac&o.

Animais

Todos os animais envolvidos no projeto foram recebidos cinco dias antes do
inicio dos experimentos para aclimatagdo e mantidos em gaiolas coletivas até o dia
do experimento. Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, com peso entre 180 e 200
g, obtidos do Biotério Central da FMRP -USP.

Os animais foram mantidos em condi¢cdes de isolamento durante todo
experimento em gaiolas individualizadas, com agua e racdo ad libitum e ciclos
alternados de luminosidade a cada 12 horas no Biotério do Departamento de Clinica
Médica da FMRP-USP.

Confeccao das pomadas

Foram utilizadas no experimento dois tipos de pomadas: A pomada para o
tratamento do grupo controle, contendo apenas o creme lanette (veiculo especifico
para incorporacdo de ativos de uso tdpico) e a pomada a ser aplicada no grupo
bocaiuva, contendo 20% do 6leo da polpa de bocaitva. O 6leo foi encaminhado para
farmacia de manipulacdo, onde as pomadas foram elaboradas. Estas foram

mantidas sob refrigeracdo desde sua obtencao até o final do experimento.



40

Padronizacao dos grupos

A distincdo dos grupos foi conforme o tratamento utilizado em ambas as
Ulceras de cada animal:

Grupo Controle (GC): 15 animais cujas Ulceras foram tratadas somente com o
creme Lanette e acompanhadas por 2, 7 e 14 dias (n=5 animais por tempo de
tratamento);

Grupo bocaituva (GB): 15 animais cujas Ulceras foram tratadas com a pomada
contendo o Oleo da polpa da bocailva a 20% e acompanhadas por 2, 7 e 14 dias

(n=5 animais por tempo de tratamento).

Procedimento cirdargico: Ulceras cutaneas dorsais

Os ratos foram pesados, anestesiados por via intraperitoneal com
tribromoetanol a 4% na dose de 1.0 mL/100g de peso do animal. Posteriormente, os
animais foram tricotomizados, posicionados na mesa operatéria em decubito ventral
e apos assepsia do dorso com alcool 70%, duas excisdes cirargicas circulares foram
feitas com punch 1,5 cm de didmetro com o animal em decubito lateral, atingindo a
regidao dermo-epidérmica (Figura 2).

A pele excisada para confeccao das Ulceras nos animais foi acondicionada
em cassetes histolégicas e eppendorfs para posteriores estudos histolégicos e
bioguimicos respectivamente, representando amostras do dia inicial (dia 0, controle

sem tratamento).

“« ~ 4 o G’ Q\ hS
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Figura 2: Confeccéo de duas Ulceras cutédneas no dorso de cada animal. (A) Tricotomia do
dorso dos. (B) Animal em decubito ventral ap6s assepsia para determinagédo do local para
confeccao das ulceras. (C) Animal em decubito lateral para confec¢cdo de duas Ulceras na
regido dorsal do rato com punch de 1,5 cm de diametro. (D) Ulceras confeccionadas e
amostras do tecido cutaneo excisados a ser acondicionados.
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As pomadas foram passadas em ambas as Ulceras de cada animal de acordo
com o respectivo grupo e reaplicadas diariamente até a eutanasia. Apos a aplicacao
dos tratamentos, as Ulceras de todos os animais receberam curativo oclusivo com
gaze e esparadrapo. Os animais de ambos 0s grupos tiveram o curativo oclusivo
trocados diariamente. Apés receberem o tratamento, os animais foram colocados em

gaiolas individualizadas, onde permaneceram até o dia do sacrificio.

Figura 3: Tratamento e curativo oclusivo aplicados aos animais (A) Tratamento das Ulceras
com a pomada contendo apenas o veiculo (B) Tratamento das Ulceras com a pomada
contendo o 6leo da bocailva (C) Curativo oclusivo.

Coleta do material para estudo

Foram eutanasiados 5 animais por grupo e tempo de seguimento (n=10
Ulceras), nos dias 2, 7 e 14 em camara de COz2.

Ambas as Ulceras de cada animal foram fotografadas separadamente pela
camera digital Sony DSCW320, modo basico (sem flash, sem zoom, resolucdo de 2
Mega Pixels).

Na aquisi¢do das imagens, foi utilizado um aparato de metal onde a camera
foi fixada numa base de aluminio distando 30 cm de uma régua perpendicular ao
animal. Esta régua foi utilizada para a padroniza¢do da unidade de area das lesdes,

em centimetros (figura 4).
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Figura 4 - Suporte utilizado para a aquisi¢cdo das imagens. (A) Suporte utilizado
para padronizacdo da fotografia das Ulceras e também para afericdo das mesmas
utilizando o célculo da area das lesdes (em mm2). (B) Fotografia padronizada da
Ulcera esquerda de um animal utilizando o suporte.

Em seguida, foram coletadas amostras das Ulceras/cicatrizes para estudos
histoldgicos (n=5 amostras por tempo e por tratamento) dos animais do grupo GC e
GB nos dias 2, 7 e 14. A pele dorsal ao redor das Ulceras foi recortada e com o
auxilio do punch histologico de 1,5 cm de didmetro foi feita uma biopsia cilindrica da
regido de cada Ulcera/cicatriz de cada animal (Figura 5).

Uma das amostras de cada animal foi acondicionada em cassetes
histoldgicas, fixada em solugdo de formaldeido 3,7% e foi seguido processamento
habitual para estudo histologico. A outra amostra foi colocada em eppendorf e
imediatamente congelada a -80°C para posterior realizacdo de ensaios bioquimicos

para dosagem de hidroxiprolina (OHP) e mieloperoxidase (MPO).

RES =
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Figura 5 - Coleta das amostras da Ulcera/cicatriz de cada animal para andlise (A) Regido
dorsal contendo ambas as Ulceras cutaneas. (B) Fragmento dorsal recortado contendo ambas
as Ulceras. (C) Excisdo circular da Ulcera/cicatriz a ser feito com punch histol6gico de 1,5 cm
de diametro nos dias 2, 7 e 14 nos grupos GC e GB para estudos histologicos e bioquimicos.



43

Avaliacdo do indice de cicatrizacdo das ulceras pelo ImageJ

A partir das fotografias, as areas das ulceras foram calculadas pelo software
ImageJ 1.47 e em seguida foi calculado o indice de cicatrizacdo das ulceras (ICU)
para analise da reepitelizacdo, cujo valor € equivalente ao quociente entre a
diferenca das Areas Inicial e Final e a Area Inicial [ICU=(Ai-Af)/Ai]. Valores de ICU
maiores que zero representam diminuicdo da &rea ulcerada, valores menores que
zero representam aumento da area e valores iguais a 1,0 representam reepitelizacao

10,11,12

completa. area inicial corresponde ao dia do procedimento cirurgico (dia 0) e a

area final corresponde ao dia da eutanasia (dias 2, 7 ou 14 ).

Estudo histolégico

As biopsias acondicionadas em cassetes histologicas foram fixadas em
solucdo tamponada de formaldeido 3,7% (pH 7,4) durante 24 horas e posteriormente
processados em padrdo habitual para o estudo histolégico. Apds o processamento,
os fragmentos foram incluidos em parafina a 60°C e os blocos foram seccionados
em cortes histologicos de 3,0 ym e entdo corados com hematoxilina e eosina para
avaliacdo do infiltrado inflamatodrio, nimero de fibroblastos e vasos sanguineos nas

amostras coletadas de cada animal nos diferentes tempos e tratamentos.

Avaliagdo quantitativa por imagem quanto ao infiltrado inflamatério,

angiogénese e fibroplasia

As seccoes histologicas coradas com hematoxilina e eosina de cada animal
do grupo GC e GB nos diferentes dias de seguimento (n=5 fragmentos por grupo e
tempo) foram visualizadas no microscopio optico LEICA® DM 4000B com camera
LEICA® DFC 280 utilizando o software LAS® - Leica Application Suite - para captura
das imagens.

Para a quantificacédo do infiltrado inflamatorio e fibroplasia foram adquiridos 3

campos por lamina sob aumento de 400x, sendo 1 campo de epiderme e derme
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superior, 1 campo de derme inferior 1 campo de hipoderme. Antes do processo de
captura das imagens propriamente dito, todas as imagens foram digitalizadas
padronizando-se a objetiva, a intensidade da luz do microscépio e a altura do
condensador.**

Para a andlise quantitativa da angiogénese foram capturadas imagens em
série no sentido epiderme-derme-hipoderme, em aumento de 100x para todos o0s
cortes histolégicos. Em seguida, essas imagens foram montadas em série pelo
Adobe Photoshop CS5, de modo que a quantificagdo de vasos sanguineos fosse
realizada por meio de uma imagem que correspondia a toda extensdo do tecido
cutaneo (epiderme-derme-hipoderme). Foi utilizado o Plugin “Cell Counter’ do
software ImageJ 1.46 para contagem de células do infiltrado inflamatorio,
fibroblastos e vasos sanguineos.

Esse protocolo foi aplicado em 5 amostras diferentes (n=5) de cada tempo e
tratamento, sendo o resultado final a média do namero de infiltrado inflamatorio,
fibroblastos e vasos sanguineos quantificados. A média final encontrada representa

a quantidade destas células encontradas em cada uma das 5 amostras estudadas.

Avaliacado quantitativa por imagem da colagénese

Para a quantificac@o histoldgica da colagénese, foram capturados 6 campos
em aumento de 100x de cada lamina corada com tricromio de Masson, sendo 3
campos de epiderme e derme superior e 3 campos de derme inferior e hipoderme .

Foi utilizado o Plugin “Colour Deconvolution” do software Imaged 1.46 para
quantificacdo da porcentagem da cor azul (colageno) na area total da imagem. Esse
protocolo foi aplicado em 5 amostras diferentes (n=5) de cada tratamento e de cada
tempo, sendo o resultado final a média da percentagem de area de colageno. A
média final encontrada representou a quantidade de colageno em cada uma nas 5

amostras estudadas.
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Determinacao do infiltrado neutrofilico

A densidade do infiltrado neutrofilico na lesdo dos animais foi aferida pela
dosagem da mieloperoxidase, enzima predominante em grande quantidade nos
neutréfilos.’® Para tanto, as biépsias (n=5 por tempo e por tratamento) dos animais
do grupo GC e GB foram acondicionadas em eppendorf’'s de 2 mL e permaneceram
em freezer -80°C até o dia da dosagem, como previamente descrito. Retirados do
freezer e mantidos em gelo, os fragmentos foram pesados em balanca analitica.
Colocou-se 300 pL de tampéo 1 (NaPOa4 0,02M + NaCl 0,1M + Na,EDTA 0,015M, pH
4,7) nas amostras para serem totalmente trituradas e homogeneizadas em
POLYTRON® PT 3100 a 13000 rpm. Apos este procedimento, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante descartado. O pellet de
cada amostra foi ressuspendido em 1 mL de solugdo de lise NaCl 2%,
homogeneizado no vortex por 30 segundos seguido de nova centrifugacdo por 15
minutos a 3.000 rpm. Descartado o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em
tampdo 2 (NaPO, contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetiiaménio) e
centrifugado por 20 minutos a 15.000 rpm, obtendo um sobrenadante final. Em
seguida, um volume final de 50 uL (49,5 yL de NaPO, e 0,5 uL do sobrenadante das
amostras apoés a ultima centrifugacdo) foram colocadas em uma microplaca de 96
pocos para o ensaio. Foi feita uma curva padréo de neutrdfilos obtidos da cavidade
peritoneal 6 horas apds camundongos serem injetados com carragenina. Em cada
poco da placa foram adicionados 25 uL de TMB (“3, 37, 5, 5° - tetramethylbenzidine”)
e em seguida 100 pL de H,O,. A microplaca foi mantida em estufa a 37°C por 5
minutos. A seguir, a reacao foi interrompida com acido sulfrico 4M e lida em leitor
de placas a 450 nm. Os resultados foram expressos em numero de neutroéfilos x 10°

/mg de tecido.

Analise quantitativa da colagénese

A andlise quantitativa da colagénese por método bioquimico foi realizada por
meio da dosagem de hidroxiprolina nas bidpsias coletadas dos ratos, mantidas em
freezer -80°C, como previamente descrito, seguindo a metodologia proposta por
Reddy (1996)'® e Reddy et al. (2008)*’ com algumas modificacdes.



46

Para a realizacdo das dosagens de hidroxiprolina, as biopsias foram
descongeladas e incubadas em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 60°C
em microtubos abertos, overnight (15 horas por amostra). Apds a incubacado, as
amostras foram pesadas em balanca analitica até a obtencédo de peso constante e
entdo foram transferidas para tubos de ensaio de vidro com tampa. Volumes de
acido cloridrico (HCI) 6N foram adicionados, utilizando-se a proporcéo de 100 pL de
HCI por 1,0 mg de tecido seco. As amostras foram homogeneizadas, por 10
segundos, com o homogeneizador de tecidos Polytron e entdo submetidas a
hidrolise acida, que consistiu na incubacdo das amostras em HCIl a 130°C durante 4
horas.

Apo6s o periodo de hidrdlise e com as amostras a temperatura ambiente,
foram transferidos 500 pL de cada amostra para um tubo de ensaio de vidro para
ajustar o pH para 7,0 com hidréxido de sodio (NaOH) 2M. A partir deste hidrolisado,
com pH neutro, foram pipetados 10 yL de cada amostra para uma microplaca de 96
pocos. Foram preparadas solucfes-padrédo de hidroxiprolina nas concentracdes de
1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 pg/mL, usando-se o0 tampao
citrato-acetato pH 6,5 como veiculo. ApOs pipetar a curva e as amostras na
microplaca, foram adicionados 90 uL de solugao de cloramina T 0,056M a cada poco
e a microplaca foi incubada a temperatura ambiente durante 25 minutos. Ao final da
incubacdo, as amostras oxidadas em cada poc¢o foram entdo submetidas a adicao
de 100 uL do reagente de Ehrlich para a formagao do cromoéforo. A microplaca foi
novamente incubada a 60°C durante 20 minutos.

Apbs a incubacédo, a microplaca foi homogeneizadas em um homogeneizador
para microplacas a 20 rpm durante 10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada
a 550 nm, a uma temperatura ambiente. As leituras foram realizadas em periodos
nao superiores a 30 minutos apos o final da incubacdo. O teste foi realizado em

duplicata tanto para as amostras quanto para as solu¢des-padrao de hidroxiprolina.

Analise dos resultados

Para analise de todas as variaveis foi utilizado o ANOVA para comparacao

entre os grupos GC e GB em todos os dias de seguimento, sendo utilizado como pos

teste o Bonferroni para comparagfes multiplas.
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Foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0 para realizacdo dos graficos e
dos testes estatisticos. Os valores de p<0,05 foram considerados como evidéncias
estatisticas de que ha diferenca entre os dados em questdo, com intervalo de

confianca de 95%.
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RESULTADOS

Avaliacao do infiltrado inflamatdrio total

Com a finalidade de avaliar a celularidade durante o processo inflamatorio nas
Ulceras de ambos os grupos experimentais, foi empregada a coloracdo com
hematoxilina e eosina. A analise histologica das ulceras/cicatrizes evidenciou no
grupo GB, no 2° dia de seguimento, um denso infiltrado inflamatério composto
predominantemente de neutrofilos em todo corte histologico. No 7° dia, ambos os
grupos apresentaram quantidades semelhantes de células inflamatérias e no 14°
dia, ambos os grupos apresentaram reducao do infiltrado inflamatério (Figura 6).

A andlise quantitativa do infiltrado inflamatério nas seccdes histologicas,
empregando-se a histomorfometria mostrou, no 2° dia de seguimento, diferenga
estatistica quanto ao numero de células inflamatérias entre os grupos, com maior
celularidade no grupo GB em relacdo ao GC. No 7° dia, houve um decréscimo
significativo na quantidade de células inflamatérias no grupo GB, quando comparado
ao 2° dia, enquanto que no grupo GC, tal decréscimo ndo foi observado. No14° dia

houve semelhanca entre os grupos (Figura 7).
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Determinacao do infiltrado neutrofilico

Com a finalidade de avaliar bioquimicamente a participacdo neutrofilica no
processo inflamatério, empregou-se o método de dosagem da enzima
mieloperoxidase (MPO) nos diferentes dias de tratamento entre os grupos. Como se
verifica, na figura 7, no 2° dia ambos 0s grupos apresentaram quantidades elevadas
da enzima mieloperoxidase. No 7° dia, o grupo GB apresentou uma reducgéo
importante do infiltrado neutrofilico em relacéo ao seu 2° dia. No 14° dia, ambos 0s
grupos apresentaram-se semelhantes e com quantidades reduzidas de MPO em

relacdo aos dias anteriores (Figura 8).
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Figura 8- Quantificcdo do infiltrado neutrofilico por meio da dosagem de mieloperoxidase nas
Ulceras cutaneas de ambos os grupos ao longo do seguimento. Valores médios e desvio padréo
de neutrdfilos observados nas Ulceras cutaneas tratadas com o creme contendo apenas o veiculo
(GC) (n=5) e com o creme contendo o 6leo da polpa da bocailva a 20% (GB) (n=5) por 2, 7 e 14
dias (ANOVA p< 0,0001).

Avaliacéo da fibroplasia

Pela analise histologica (coloracdo HE) das Ulceras/cicatrizes, observou-se
importante estimulo a fibroplasia no 7° e 14° dias em ambos 0s grupos com alto grau

de diferenciacao.
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Em relagdo a analise quantitativa da fibroplasia, no 2° dia de seguimento
ambos o0s grupos apresentaram quantidades reduzidas e semelhantes de
fibroblastos. No 7° dia, ambos os grupos apresentaram importante proliferacdo de
fibroblastos em relacdo ao 2° dia. No 14° dia houve aumento na quantidade de
células no grupo GB em relacdo ao 7° dia, o que nédo foi observado no grupo GC.
Os grupos GC e GB apresentaram diferencas significativas entre si no 14° dia, com

maiores quantidades de células no grupo GB em relacao ao grupo GC (Figura 9).

Fibroplasia
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Figura 9 — Fibroplasia nas Ulceras cutédneas de ambos os grupos ao longo do seguimento.
Valores médios e desvio padrdo dos fibroblastos, quantificados por meio da andlise histolégica
(HE), nas ulceras cutaneas tratadas com o creme contendo apenas o veiculo (GC) (n=5) e o
creme contendo o 6leo da polpa da bocailva a 20% (GB) (n=5) por 2, 7 e 14 dias (ANOVA
p<0,0001)

Avaliacdo por imagem da colagénese

A analise histolégica para a quantificacdo da formacdo de colageno foi
determinada pela porcentagem da area total em azul nas seccdes histoldgicas por
meio da coloragdo de tricromio de Masson. Tal analise revelou quantidade
estatisticamente semelhante de colageno entre os grupos ao longo do seguimento
(Figura 10), com apenas 0 grupo controle apresentando aumento no colageno do 2°

para o 7° dia de seguimento (Figura 11).
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Figura 10 - Producdo colagénica no grupo controle (GC) e no grupo tratado com a pomada
contendo o 6leo da polpa da bocaituva (GB).
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Figura 11 - Quantificacéo do colageno nas Ulceras do grupo controle (GC) e do grupo tratado com
o creme contendo o 6leo da polpa da bocaitva (GB).
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Andlise quantitativa da colagénese

ApOs a obtencdo do peso seco de cada biopsia, as mesmas foram
processadas para a analise quantitativa da colagénese por meio da dosagem de
hidroxiprolina. Ao final do experimento, realizou-se a leitura de absorbancia a 550nm
das microplacas de 96 pocos.

De acordo com a figura 12, apesar de ndo ter ocorrido diferengas estatisticas
na concentracdo de OHP entre os grupos GC e GB quando nos mesmos dias de
tratamento, pode-se observar que ocorreu um aumento na concentracdo de
hidroxiprolina em ambos os grupos no 14° dia, de modo que o grupo GC apresentou

maiores concentracdes, quando comparado ao 7° dia.
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Figura 12 — Andlise quantitativa da colagénese por meio da dosagem de Hidroxiprolina nas
Ulceras cutaneas de ambos os grupos ao longo do seguimento. Valores médios e desvio
padrédo do colageno (por dosagem bioquimica) nas Ulceras cutaneas tratadas com o creme
contendo apenas o veiculo (GC) (n=5) e com o creme contendo o 6leo da polpa da
bocailva a 20% (GB) (n=5) por 2, 7 e 14 dias (ANOVA p< 0,0001).
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Avaliacdo da angiogénese

Na analise histolégica quantitativa da angiogénese, foram feitas contagens de
vasos sanguineos em secc¢des histolégicas coradas com hematoxilina e eosina. Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos GB e GC durante o 2° e 7° dias. Porém,
observou-se aumento pronunciado da quantidade de vasos no 14° dia no grupo GB,

conforme apresentado na figura 13.

Angiogénese

*k%

100+

40+

Média do n” de vasos sanguinaos

Dia0 | Dia 2 Dia 7 . Diat4

Figura 13 - Angiogénese nas Ulceras cutaneas de ambos os grupos ao longo do seguimento.
Valores médios e desvio padrdo de vasos sanguineos, quantificados por meio de anélise
histologica (HE), nas Ulceras cut@neas tratadas com o creme contendo apenas o veiculo (GC)
(n=5) e o creme contendo o 6leo da polpa da bocailva a 20% (GB) (n=5) por 2, 7 e 14 dias
(ANOVA p<0,0001).

Avaliacdo da reepitelizagdo das ulceras (ICU)

Para o estudo da reepitelizacdo foi calculado o indice de cicatrizagdo das
Ulceras (ICU) considerando a area da ulcera (calculada pelo software ImageJ) no
inicio e no ultimo dia de acompanhamento. Foi encontrada diferenca significativa
(p<0,0001) entre os diferentes grupos na analise da reepitelizacdo. Comparando a
reepitelizacdo dos grupos GB e GC, no 2° dia ambos 0s grupos apresentaram

reepitelizacdo semelhante. No 7° dia, as uUlceras do grupo GB apresentaram maior
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grau de reepitelizagdo em relacdo ao grupo GC, assim como aumento da
reepitelizacdo quando comparado ao grupo GC no 2° dia de tratamento. Ao 14° dia,
a maioria das Ulceras de ambos 0s grupos ja estava totalmente cicatrizada, embora

as ulceras do grupo GB apresentassem maior qualidade de cicatriz e fechamento
evidente (Figura 14).
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Figura 14 — Reepitelizacdo das Ulceras cutédneas nos dois grupos experimentais ao longo do
seguimento. Quantificacdo da reepitelizacéo (pelo indice de cicatrizagdo das Ulceras) das Ulceras
cutaneas tratadas com o creme contendo apenas o veiculo (GC) e o creme contendo o 6leo da
polpa da bocailva a 20% (GB) por 2, 7 e 14 dias (ANOVA p< 0,0001)
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DISCUSSAO

Ulceras cutaneas constituem um importante problema de satde publica
que afeta milhdes de pacientes em todo o mundo, devido a sua cronicidade e alta
morbidade.'® O processo de cicatrizacdo é extremamente complexo e caracterizado
por uma série progressiva de eventos celulares, moleculares e bioquimicos com o
objetivo de restaurar a integridade mecanica e funcéo barreira da pele.'® Vérios
estudos tém sido desenvolvidos intentando a melhor compreensdo do processo
cicatricial, assim como a busca por diferentes alternativas para o tratamento dos
pacientes com Ulceras cutaneas.*®

Muitos produtos naturais (de origem animal ou vegetal) provenientes da
biodiversidade brasileira sdo conhecidos por apresentarem atividades biol6gicas
importantes, havendo uma série de trabalhos que atestam tais propriedades. Apesar

disto, para a maioria desses produtos ainda ndo ha estudos sistematizados

comprovando sua eficcia clinica e seguranca.’®® Dentre esses produtos encontra-
se o0 Oleo da polpa da bocailva, que, devido a sua composi¢cdo tem sido empregado
na alimentagdo humana como fonte complementar de nutrientes essenciais, além de
ser utilizado popularmente para fins medicinais e cosméticos.?>*

Dados sobre a composi¢cao quimica do 6leo da polpa da bocailva mostram
quantidades consideraveis de carotendides, principalmente beta- caroteno, que
exibe acdo antioxidante e impede a lipoperoxidagédo, além de conferir protecdo a
pele.?*%2* Além dos carotenoides, Coimbra e Jorge (2011)% relataram altos teores
de tocoferol no 6leo da polpa da bocaiuva os quais também apresentam atividade
antioxidante e representam uma importante fonte de vitamina E. Nos 6leos vegetais,
os tocoferois atuam protegendo os acidos graxos insaturados da oxidacgdao lipidica.

O Oleo também apresenta quantidades importantes de &cidos graxos
insaturados, dos quais 0s presentes em maiores concentragcbes sdo os acidos
oleico (65,87%) e linoleico, (5,1%), apresentando também uma quantidade discreta
de Acido linolénico (2,52%).2°

Os acidos graxos exercem importantes papéis na resposta imunolbgica e
inflamatéria.?’ Eles funcionam como combustiveis para a geracdo de energia, s&o
componentes de fosfolipidios de membrana, reguladores de expressdo de genes,

precursores da sintese de mediadores bioativos que funcionam como fonte de
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segundos mensageiros e substrato para a sintese de moléculas como
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas.?®

Diversos sao os relatos quanto as propriedades farmacologicas de varias das
substancias que compdem o 6leo de forma isolada, porém nédo ha estudos quanto
ao uso do 6leo na cicatrizacdo de Ulceras cutdneas. No presente estudo, foi utilizada
como tratamento uma formulacdo para uso tépico contendo 20% do 6leo da polpa
da bocaiuva incorporado em creme base lanette. A escolha da concentracédo do 6leo
na pomada foi baseada em estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa
(dados ndo publicados), nos quais os melhores resultados quanto & acgéo
antioxidante e antimutagénica foram obtidos na concentracdo de 20%. Além disso,
esta concentracdo proporciona a obtencdo de uma pomada de consisténcia
adequada, permitindo boa permanéncia no local da ferida.

Existem numerosos estudos na literatura a respeito do processo cicatricial ser
beneficiado pela umidade no leito da Ulcera, por promover o desbridamento
autolitico e a migracdo celular.?®*° A pomada e a cobertura utilizadas promoveram
um curativo Uumido oleoso, que, além de ter evitado a desidratacdo tecidual e
diminuido a chance de traumatismos durantes as trocas diarias, nos animais
tratados também contou com as propriedades das substancias presentes no

6leo.231

Assim, a manutencdo da umidade adicionada a utilizacdo do Oleo
também podem ter contribuido para a migracdo celular e melhor fechamento das
Ulceras observado no grupo tratado.

A evolucdo do processo cicatricial em animais tratados com o 6leo da polpa
de bocaiuva foi realizada a partir do emprego de metodologias que avaliam
parametros correspondentes as diversas fases da cicatrizacdo. Para a avaliacao da
fase inflamatéria do processo cicatricial, foi empregada a quantificacdo das células
inflamatoérias, com énfase aos neutrdéfilos, principais células nessa fase. Neste
contexto, os neutréfilos desempenham um papel muito importante, jA que sao as
primeiras células inflamatérias recrutadas para a lesdo por possuirem menor
tamanho e também por serem as primeiras a responder apos a formacdo do
coagulo. No leito da ulcera os neutrdéfilos liberam enzimas proteoliticas, tal como a
MPO, para a digestao de restos celulares e contribuem para a morte de bactérias.
Havendo total descontaminacgéo da Ulcera, os neutréfilos entram em apoptose dentro

de 48 horas. Porém, se o estimulo for persistente a funcdo neutrofilica se perpetua
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produzindo diversas enzimas proteoliticas, que podem degradar o tecido,
prejudicando o processo cicatricial.**%®

Observou-se denso infiltrado inflamatério na analise histolégica (HE) do grupo
de animais tratados com o creme contendo o 6leo da polpa da bocaitva no 2° dia de
seguimento, com diminui¢do do namero de células do 2° para o 7° dia. O aumento
do numero de células inflamatérias parece ter favorecido o desbridamento autolitico
da Ulcera, ja que intensificou a fase inflamatoria, além de possivelmente ter
estimulado a producéo de citocinas e fatores de crescimento que induziriam as fases
subsequentes do processo cicatricial.

Mesmo sendo um processo importante no reparo tecidual por preparar o
ambiente da Ulcera para a regeneracdo, a resposta inflamatdria ndo deve ser muito
intensa e persistente, pois a inflamacdo excessiva pode atrasar a evolucdo do
processo de cicatrizagcdo por promover edema, quantidade excessiva de exsudato,
os quais favorecem deiscéncia, crescimento bacteriano e disturbio no equilibrio entre
sintese e degradacao de colageno.%4°

A dosagem de MPO, enzima produzida predominantemente por neutrofilos,
indicou que o infiltrado neutrofilico em ambos os grupos apresentou-se intenso no 2°
dia e em maior quantidade no grupo GB. Este mesmo grupo apresentou uma
diminuicdo importante na concentracao de neutréfilos do 2° para o 7° dia enquanto
gue o grupo GC nao apresentou diminuicdo significativa, continuando com a
concentracdo de MPO semelhante aos dias iniciais.

Os resultados tanto da analise histolégica do infiltrado inflamatério total
quanto do infiltrado neutrofilico (MPO) sugerem que o 6leo da polpa da bocailva
estimulou a participacdo das células inflamatérias, principalmente neutréfilos, na fase
inicial do processo de reparo e regulou a resposta inflamatdria nas fases
subsequentes no grupo GB, diferente do grupo GC, onde essa regulacdo né&o
ocorreu e a presenca das células inflamatodrias, com predominancia de neutrofilos,
se manteve intensa até o 7° dia.

As variacdes no indice de reepitelizagdo das ulceras (ICU) acompanharam
aquelas obtidas quanto a presenca de células inflamatorias, ja que o grupo GB
apresentou aumento do ICU do 2° para o 7° dia, assim como também aumentou no
grupo GB quando comparado ao controle no 7° dia. Pode-se sugerir que o aumento
do infiltrado inflamatério no grupo GB no 2° dia e sua posterior reducao

acompanhada do aumento na reepitelizacdo das Ulceras, indica que a fase
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inflamatodria foi eficiente no desbridamento da ferida porém ndo persistente,
favorecendo a evolugdo da cicatrizagdo e a mais rapida reepitelizagéo.

O ¢6leo da polpa da bocaiuva, assim como todos os 0leos vegetais de maneira
geral, possui diversos constituintes diferentes, portanto, ndo se sabe se os efeitos
observados sdo devido aos &cidos graxos insaturados, a outros componentes
menores presentes em sua COMPOSICAO0 OU mMesSmo a esses componentes
associados. No entanto, substancias que compdem o Oleo, especialmente o acido
oleico e linoleico, tém demonstrado impacto sobre varias doencas cronicas e vém
sendo alvo de investigacdes quanto ao emprego na cicatrizacao devido ao seu papel
imunomodulador, que é demonstrado em diversos estudos.**™°

A modulacdo da resposta inflamatéria observada pode ser atribuida a alta
disponibilidade de acido oleico presente no 6leo da polpa da bocailva, ja que esse
acido graxo induz a uma resposta inflamatoria local menos intensa e compete com
os acidos linoleico e linolénico pelas mesmas enzimas (cicloxigenases e
lipoxigenases), sintetizando mediadores inflamatérios menos potentes do que
aqueles gerados pelo acido araquiddnico.*”°

Pereira e colaboradores (2008)°* realizaram experimentos in vivo e in vitro
com o objetivo de avaliar os efeitos dos acidos graxos oleico e linoleico na fase
inflamatoéria da cicatrizacdo de feridas. Foram observadas mudancas significativas
guanto aos parametros analisados nos grupos experimentais que receberam o
tratamento tépico com os acidos em questdo. Houve evidéncias de acao pré
inflamatéria, com aumento da massa e do contetdo protéico da ferida e do influxo
de neutrdfilos. Os autores também observaram aumento na producdo das citocinas
VEGF-a, IL-1b e CINC-2a/b por neutrofilos, as quais exercem efeitos importantes na
resposta inflamatéria, podendo representar um dos possiveis mecanismos pelo qual
0s acidos graxos atuam no processo cicatricial.

Cardoso (2004),>? investigou o efeito da administracdo tépica dos Aacidos
graxos oleico, linoleico e linolénico em feridas cutaneas induzidas cirurgicamente em
ratos. Observou-se que 0 grupo que recebeu o tratamento topico com acido oleico
(n-9) obteve um fechamento mais rapido das lesGes, quando comparado aos demais
grupos, tratados com os acidos linolénico (n-3) e linoleico (n-6). Tais resultados
permitem sugerir que a mais rapida reepitelizacdo ocorrida no grupo de animais
tratados com a pomada contendo o 6leo da polpa da bocailva, no presente estudo,

pode estar relacionada a elevada concentracéo de acido oleico presente no oleo.
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Em estudo realizado por Rodrigues e colaboradores (2012),>® foram
mensurados os efeitos da administracéo oral dos acidos graxos oleico e linoleico na
fase inflamatéria da cicatrizacdo de feridas. Tanto no grupo tratado com &acido
linoleico quanto no tratado com acido oleico, houve estimulo a aceleracdo e
resolucdo da fase inflamatdria, com precoce ativacdo de fatores de transcri¢do,
producdo de mediadores inflamatorios e influxo de células com posterior inibigao
dos mesmos.

Os resultados obtidos por Rodrigues e colaboradores (2012),%* corroboram a
hipotese de que, neste estudo, os acidos graxos presentes no Oleo da polpa da
bocailva tenham participado ativamente do processo cicatricial por meio da
modulacdo da resposta inflamatéria, provocando uma aceleracdo da fase
inflamatoria seguida de posterior e drastica reducdo da mesma, como observado
pelo autor.

Cardoso (2011),>* relatou diminuicdo na presenca de macréfagos e linfécitos
em feridas tratadas com acido oleico nos tempos de 24 e 120 horas ap0s a inducao
da lesdo, sendo a reducdo neste ultimo tempo mais acentuada. Também ocorreu o
mais rapido fechamento das les6es no grupo tratado com &cido oleico. O autor
atribui a diminuicdo do influxo destas células inflamatérias ao efeito gerado pelo
balanco entre citocinas pr6 e anti-inflamatérias alteradas quando aplicado o
tratamento com o &cido graxo. A alteracdo na quantidade de neutrofilos, néo
reportada pelo autor, pode representar que seus resultados sdo parcialmente
concordantes com os do presente estudo, ja que neste, o tipo celular predominante
no pico da fase inflamatéria sdo os neutréfilos. Sendo assim, pode-se sugerir que a
composicdo do 6leo da polpa da bocaitva promova uma propor¢cdo adequada entre
citocinas pré e anti inflamatérias, levando ao rapido e eficiente desbridamento e a
diminuic&o do influxo de células inflamatorias posteriormente.

O colageno constitui o principal componente estrutural do tecido de
granulacao, fortalece a matriz extracelular e, finalmente, ir4 repor a matriz proviséria
de fibrina. A hidroxiprolina é usada como um marcador bioguimico para o colageno
tecidual, assim como um indicativo positivo da progresséo da cicatrizagéo.>*>°

A colagénese foi avaliada por meio da dosagem de hidroxiprolina (OHP) e
também pela avaliagdo por imagem, de laminas coradas com tricromio de masson. A
dosagem de colageno (OHP) apresentou-se semelhante entre os grupos quando

nos mesmos dias de tratamento, ocorrendo apenas aumento no grupo GC do 7°
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para o 14° dia. Na quantificacdo do coldgeno por método de imagem, houve
aumento também no grupo GC, porém, este ocorreu apenas do 2° para o 7° dia,
diferente do periodo observado na dosagem de hidroxiprolina. Como as duas
metodologias aplicadas foram completamente distintas, as diferencas nos resultados
observadas entre os métodos utilizados, podem ter ocorrido devido a natureza dos
mesmos.

Mesmo ndo havendo aumento no colageno no grupo tratado em ambas as
metodologias, a fibroplasia avaliada pelo estudo histolégico (HE) revelou aumento
significativo no nimero de células no grupo GB no 14° dia. A auséncia de alteracao
na producdo de colageno nos animais tratados com o 6leo da polpa da bocailva,
acompanhada do aumento do numero de fibroblastos, evidencia que séo
necessarios mais estudos, com novas formulacdes e formas de tratamento para
elucidar a influéncia do 6leo da polpa da bocailva sobre a fibroplasia e deposicéo de
colageno.

Franco e colaboradores (2012),>" investigaram o efeito da aplicacdo tépica de
formulagbes contendo 6leo de linhaca (Linum usitatissimum L.) em feridas cutaneas
induzidas em ratos. Os autores observaram maior nimero de células inflamatorias e
maior reepitelizacdo nos grupos tratados e ndo encontraram diferencas significativas
a respeito da quantidade de fibroblastos, densidade de colageno e resisténcia
mecanica nas cicatrizes entre os grupos no 14° dia de tratamento. Vale ressaltar que
oleo de linhaca, assim como o 6leo da polpa da bocailva, € rico em acidos graxos
insaturados, no entanto a substancia predominante é o acido linolénico. Assim, estes
resultados condizem parcialmente com os encontrados no presente estudo, ja que
neste, também ndo foram observadas alteracdes significativas no contetdo de
colageno nos animais tratados, mesmo havendo estimulo a presenca de células
inflamatérias e aumento da reepitelizacao das feridas.

Quanto ao colageno, resultados semelhantes também foram obtidos por
Albina e colaboradores (1993),%® que estudaram a influéncia de uma dieta rica em
acido linolénico na deposigéo de colageno (apds 30 dias) e na resisténcia mecanica
na pele de ratos por tracdo da incisédo cirurgica (apos 10 dias) e ndo encontraram
diferencas significativas entre os grupos.

A angiogénese € de suma importancia para 0 processo cicatricial,
especialmente durante a fase inflamatoria, devido a intensa necessidade de

nutrientes e oxigénio para o tecido, ja que as células estdo em alto gasto energético
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em raz&o das intensas mitoses e ativacdo celular para o desbridamento tecidual.>®
tempo esperado para ocorrer 0 pico na angiogénese durante o reparo de Ulceras
cutaneas € em torno do 7° dia apos a lesdo, porém, o aumento na angiogénese
ocorreu apenas no grupo GB no 14° dia.

Batista e colaboradores (2010)%° avaliaram os efeitos provocados na
cicatrizacdo de Ulceras cutaneas pela aplicacdo topica de creme contendo 6leo de
pequi (Caryocar coriaceum Wittm) o qual, assim como o 6leo da polpa da bocaiuva,
também apresenta elevada concentracdo de acidos graxos insaturados com
predominancia de acido oleico além de elevada concentracdo de carotenoides. Além
da reducéo significativa da area das lesdes e do influxo de células inflamatérias e
aumento do numero de fibroblastos, o autor relatou aumento do nimero de vasos
sanguineos no 7° dia de tratamento, ou seja, dentro do periodo esperado.

Por outro lado, Oliveira e colaboradores (2013)*! investigaram o efeito da
aplicacao tépica de uma formulacdo contendo o 6leo do abacate (Persea Americana
Mill), também rico em A&cidos graxos insaturados e carotenoides, em feridas
cutaneas. Embora tenha encontrado resultados semelhantes aos de Batista (2010)°
quanto aos efeitos na resposta inflamatéria e fechamento das Ulceras, nao houve
diferenga quanto ao numero de vasos sanguineos entre os animais tratados e o
grupo controle.

Tais resultados reforcam a ideia de que, como o0s Oleos vegetais sao
constituidos por inUmeras substancias além das jA mencionadas (acidos graxos
insaturados e carotenoides), cada 6leo apresenta particularidades quanto a acéo
farmacoldgica devido a suas composicdes e caracteristicas proprias, geradas pela
proporcdo e pela acéo sinérgica entre seus componentes. Assim, os resultados
observados no Oleo da polpa da bocailva quanto a angiogénese permitem sugerir
gue o0 ndo aparecimento desta dentro do tempo esperado pode estar associada a
algum componente menor do 0Oleo, que estaria interferindo neste processo.

E importante salientar que, como o processo cicatricial evolui constantemente,
certas substancias podem deixar de ser a melhor indicacdo para o tratamento das
tlceras ap6s alguns dias.®? Portanto, o fato de os animais tratados com o 6leo terem
apresentado aumento na angiogénese apos o0 periodo esperado e nao terem a
sintese de coldgeno aumentada pode representar que em fases tardias da
cicatrizagcédo a formulacao utilizada no estudo nao seja a mais adequada. Contudo,

vale ressaltar que esses eventos nao impediram que as Ulceras tratadas evoluissem
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para uma mais rapida reepitelizacdo quando comparadas &s Ulceras néo tratadas,
mantendo a importancia da utilizagdo do tratamento durante os primeiros dias do
processo cicatricial.

Os dados presentes na literatura quanto a utilizacdo de Oleos vegetais,
especialmente aqueles ricos em acidos graxos insaturados, somados aos achados
do presente estudo, implicam em um relevante papel e potencial terapéutico do 6leo
da polpa da bocailuva no tratamento de Ulceras cutaneas, principalmente quanto a

sua participacéo na fase inflamatéria do processo cicatricial.
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A report of 400—-600 words, illustrated by no more than three illustrations. This
category offers a means for rapid communication about a single subject.

Clinical Trial
An article of 700-1200 words concerning a drug evaluation. This category provides
rapid publications and is meant to be a succinct presentation with a minimum of
graphs and tables.

Commentary*
An editorial 700-1200 words in length with approximately five references. The author
may express his or her opinion without complete documentation.

Clinicopathological Challenge*
A photographic essay that includes both clinical and pathological photographs in
color. The diagnosis and legends for the photographs should be listed after the
references in the article. The article should be no more than 2—-3 pages in length.

Correspondence*

Letters to the editor and short notes. Contributions should not exceed 600 words, two
figures, and 10 references. In order to offer rapid dissemination of accepted
manuscripts, Correspondence items will be published online-only. Online-only
correspondence items are assigned to an issue of the journal, but are excluded from
the print edition. Online-only correspondence items are e-paginated and are fully
citable and indexable.

Dermatological Surgery
An article relating to the surgical aspects of treatment. Article types may include
Review, Report or Case Report Format.

Education
An article about the methodology of curriculum and instruction in dermatology, about
2500 words.

Morphology*
A photographic essay that emphasizes one or two photographs, in color. There
should be accompanying text and references, but the entire article will appear on one
printed page.

On a Human Scale* (by invitation only)
An article that relates to social, economic, cultural, artistic and humanitarian aspects
of medicine. The length of the article should not exceed 1200 words including a short
summary of the topic addressed. A brief author biography and photo should be
submitted with the article. If you have a topic that you feel would fit nicely in this
section, please send a note to ijdermatol@mayo.edu for approval to submit.
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Pharmacology and Therapeutics
An article relating to the treatment of diseases and to the pharmacology of
dermatologically-related drugs. (Can include Clinical Trials, Reviews, Reports, Case
Reports and Correspondence. The latter is preferred for reports of adverse drug
reactions.) When referring to a drug, please use the generic name approved by the
United States Food and Drug Administration or recognized as the United States
Adopted Name. At the end of the manuscript, please list the American Trade names.

Reminiscence
An article on the history of dermatology or skin diseases; also a biographic account of
an historic or noteworthy figure in dermatology.

Report

An original article including, whenever possible, an Introduction, Materials and
Methods or Case Report(s), Results, Comment, and References. A Structured
Abstract of not more than 250 words must be included and should consist of four
paragraphs labeled Background, Methods, Results, and Conclusions. Also, it should
describe the problem studied, how the study was performed, the main results, and
what the author(s) concluded from the results. The article should range from 2500-
3000 words.

Review

A major didactic article that clarifies and summarizes the existing knowledge in a
particular field. It should not be an exhaustive review of the literature, and references
should not exceed 50 in number. Tables, diagrams, and selected figures are often
helpful and prefered. The length is left to the judgment of the author, although it
generally should not exceed 5000 words. Topics may include updates in clinically
relevant basic science and cutaneous biology. A list of 10 questions should be listed
at the end of the article to provide additional educational challenge to the reader. An
abstract is required, though it need not be structured.

Tropical Medicine Rounds
An article dealing with the diseases and special problems encountered by
dermatologists working in the tropics. Article submissions should follow the Report or
Case Report format.

Updates in Medicine
By invitation only. This contribution to the journal should be 700-1200 words in
length with sufficient references to document important points. It is not essential that
the contribution be heavily referenced as it is meant to serve as an update for
dermatologists in various fields of medicine and is not portrayed to be an extensive or
exhaustive review of the literature. However, it would be very helpful if pertinent and
salient references are included, not only for documentation purposes, but also for
additional reading.

Medical Genetics
Report, Review or Case Report format should be followed.
*No abstract required

SUBMISSION OF MANUSCRIPTS
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Submissions should be made online at the IJD ScholarOne Manuscripts
site (formerly known as Manuscript Central). New users should first create an
account (do not upload document files at this time). Once a user is logged onto the
site, submissions should be made via the Author Center.

Revised manuscripts must be submitted as revisions as directed by the ScholarOne
website. Do not resubmit a revision as a new manuscript as this may result in re-
review and considerable delay. The revision should be complete and contain all the
tables and figures. Do not resubmit the original manuscript with your revision.

Submission of a manuscript will be held to imply that it contains original unpublished
work and is not being submitted for publication elsewhere at the same time. The
author must supply a full statement to the Editor about all submissions and previous
reports that might be regarded as redundant or duplicate publication of the same or
very similar work.

PREPARATION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts must be written in English and must comply with these instructions in
every detail.

Text should be supplied in a word processed format such as Microsoft Word for
Windows. Charts and tables are considered textual and should be supplied in the
same format. Figures (illustrations, diagrams, photographs) should be supplied in gif,
jpeq, tif or eps format.

All manuscripts must be typed in 12 pt font with lines double spaced and margins of
at least 2.5 cm.

Abbreviations must be defined when first used, both in the abstract and in the main
text.

Manuscripts must be as succinct as possible. Text must comply with the word and
figure limits defined in Section 2. If authors consider that a manuscript should not
conform to the limits specified, exceptionally good reasons must be clearly provided
in a cover letter accompanying the submission. Repetition of information or data in
different sections of the manuscript must be carefully avoided.

Manuscripts should, where appropriate, include:

Title Page

The first page of all manuscripts should contain the following information:
1) the title of the paper
2) surnames (family names),initials of each author, and their degree (if any)
3) name of the Iinstitution(s) at which the research was conducted
4) name, address, telephone number and email address of corresponding author
5) manuscript word count (excluding abstract and references), table and figure count
7) any conflict of interest disclosures (see Section 5)
8) a running head not exceeding 50 characters
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Abstracts

Authors submitting Reports should note that structured abstracts (maximum 250
words) are required. The structured abstract should adopt the format: Background,
Methods, Results, Conclusions.

Review articles require abstracts (maximum 250 words) but they need not be
structured.

Abstracts should not contain citations.

Text

This should in general, but not necessarily, be divided into sections with the
headings: Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgements, References, Tables, Table and figure legends. Figures should
be submitted as separate files. The acknowledgements should include a statement of
all funding sources that supported the work.

Please submit the full text of the manuscript, including the abstract, references,
tables and legends as a single document. The title page may be included as page 1
of the main manuscript document or can be uploaded as a separate file, but must be
included.

Tables and Figures

Tables should not be inserted in the appropriate place in the text but should be
included at the end of the manuscript, each on a separate page.

Figures (illustrations, diagrams, photographs) should be supplied in gif, jpeg, tif or
eps format and submitted as separate electronic files.

Tables and figures should be referred to in text as follows: Fig. 1, Figs. 2—4; Table 1,
Tables 2 and 3. The place at which a table or figure is to be inserted in the printed
text should be indicated clearly on a manuscript. Each table and/or figure must have
a legend that explains its purpose without reference to the text. Where a figure has
more than one panel, each panel should be labelled in the top left-hand corner using
lower case letters in parentheses i.e. ‘(a)’, ‘(b) etc., and a brief description of each
panel given in the figure legend. When using histology figures, the stain type and
magnification level must be included in the legend.

Only figures of excellent quality will be considered for publication. The Journal will
publish color photographs free of charge subject to editorial approval. When an
individual is identifiable in a photograph written permission must be obtained (see
Section 5 ‘Ethics’ below).

Authors are themselves responsible for obtaining permission to reproduce previously
published figures or tables.

References

References should be in Vancouver format and appear as consecutive, unbracketed
superscript numbers in the text, e.g. ‘in our previous reportsl'2 and those of Smith et
al.>™ and should be listed numerically in the reference list at the end of the article.
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Format references as below, using standard (Medline) abbreviations for journal titles.
When there are more than four authors, include the first three authors followed by et
al.

1. de Berker DAR, Baran R, Dawber RPR. The Nail in Dermatological Diseases.
In: Baran and Dawber's Diseases of the Nails and their Management (Baran R,
Dawber RPR, de Berker DAR, Haneke E, Tosti, A, eds), 3rd edn. Oxford: Blackwell

Science Ltd., 2001: 172-92.
2. Murray ML, Cohen JB. Mycophenolate mofetil therapy for moderate to severe
atopic dermatitis.Clin Exp Dermatol 2007; 32: 23-7.

3. Graham-Brown R, Burns T. Lecture Notes: Dermatology. Oxford: Wiley-Blackwell,
2006.

4. Smith A. (1999) Select committee report into social care in the community [WWW
document]. URL http://www.dhss.gov.uk/reports/report015285.html [accessed on 7
November 2003].

DECLARATIONS
Original Publication

Submission of a manuscript will be held to imply that it contains original unpublished
work and is not being submitted for publication elsewhere at the same time. The
author must supply a full statement to the Editor about all submissions and previous
reports that might be regarded as redundant or duplicate publication of the same or
very similar work.

Conflicts of Interest

Authors are responsible for disclosing all financial and personal relationships
between themselves and others that might be perceived by others as biasing their
work. To prevent ambiguity, authors must state explicitly whether potential conflicts
do or do not exist.

Ethics

When reporting experiments on human subjects, indicate whether the procedures
followed were in accordance with the ethical standards of the responsible committee
on human experimentation (institutional or regional) and with the Helsinki Declaration
of 1975, as revised in 1983. Do not use patients' names, initials or hospital numbers,
especially in illustrative material. When reporting experiments on animals, indicate
whether the institution's or a national research council's guide for, or any national law
on, the care and use of laboratory animals was followed. A statement describing
explicitly the ethical background to the studies being reported should be included in
all manuscripts in the Materials and Methods section. Ethics committee or
institutional review board approval should be stated.

Patients have a right to privacy that should not be infringed without informed consent.
Identifying information should not be published in written descriptions, photographs
and pedigrees unless the information is essential for scientific purposes and the
patient (or parent or guardian) gives written informed consent for publication.
Identifying details should be omitted if they are not essential but patient data should
never be altered or falsified in an attempt to attain anonymity. Complete anonymity is
difficult to achieve and informed consent should be obtained if there is any doubt. For
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example, masking the eye region in photographs of patients is inadequate protection
of anonymity.

Authorship

All persons designated as authors should qualify for authorship and all those who
qualify should be listed. Each author should have participated sufficiently in the work
to take public responsibility for appropriate portions of the content. One or more
authors should take responsibility for the integrity of the work as a whole, from
inception to published article. Authorship credit should be based only on 1)
substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or analysis
and interpretation of data; 2) drafting the article or revising it critically for important
intellectual content; 3) final approval of the version to be published. Conditions 1, 2
and 3 must all be met. Acquisition of funding, the collection of data or general
supervision of the research group, by themselves, do not justify authorship. All others
who contributed to the work who are not authors should be named in the
Acknowledgements section.

Committee on Publication Ethics (COPE)

As a member of the Committee on Publication Ethics (COPE), adherence to these
submission criteria is considered essential for publication in IJD; mandatory fields are
included in the online submission process to ensure this. If, at a later stage in the
submission process or even after publication, a manuscript or authors are found to
have disregarded these criteria, it is the duty of the Editor to report this to COPE.
COPE may recommend that action be taken, including but not exclusive to, informing
the authors' professional regulatory body and/or institution of such a dereliction.

The website for COPE may be accessed at: http://www.publicationethics.org.uk

ADDITIONAL INFORMATION ON ACCEPTANCE
Author services

Author Services enables authors to track their article—once it has been accepted—
through the production process to publication online and in print. Authors can check
the status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key
stages of production. The author will receive an e-mail with a unigue link that enables
them to register and have their article automatically added to the system. Please
ensure that a complete e-mail address is provided when submitting the manuscript.
Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor for more details on online production
tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on article preparation,
submission and more.

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for
the paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where
via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the
license agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented
with the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the
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CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:
CTA Terms and Conditions
http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of
the following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial - NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit
the Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--
License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome
Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given the
opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in complying
with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more information
on this policy and the Journal's compliant self-archiving policy please Vvisit:
http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms
and conditions of this license:

Creative Commons Attribution License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit
the Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services.
http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--
License.html.

Proofs

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site.
The proof can be downloaded as a PDF file from this site. Further instructions will be
sent with the proof. Excessive changes made by the author in the proofs, excluding
typesetting errors, will be charged separately.

Early View

IJD is covered by the Publisher's Early View service. Early View articles are complete
full-text articles published online in advance of their publication in a printed issue.
Articles are therefore available as soon as they are ready, rather than having to wait
for the next scheduled print issue. Early View articles are complete and final. They
have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors’ final
corrections have been incorporated. Because they are in final form, no changes can
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be made after online publication. The nature of Early View articles means that they
do not yet have volume, issue or page numbers, so Early View articles cannot be
cited in the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI),
which allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After
print publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and
access the article. More information about DOIs can be found online
at http://www.doi.org/faq.htmil.

Offprints

Free access to the final PDF offprint of your article will be available via Author
Services only. Please therefore sign up for Author Services if you would like to
access your article PDF offprint and enjoy the many other benefits the service offers.

Note to NIH Grantees

Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the accepted version of
contributions authored by NIH grant-holders to PubMed Central upon acceptance.
This accepted version will be made publicly available 12 months after publication. For
further information, seehttp://www.wiley.com/go/nihmandate.
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USA

Tel: +1 507 538-8249
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E-mail: ijdermatol@mayo.edu
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