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RESUMO

O processo de cicatrizagdo € comum a todos 0s seres vivos. Tem como
finalidade reconstituir a continuidade tecidual que foi interrompida. Diversas
substancias naturais ja sdo utilizadas na cicatrizacdo de feridas. Este trabalho
avaliou os efeitos da pomada a base de oOleo essencial das folhas frescas do
Acafrdo da Terra (Curcuma longa) na cicatrizacdo de feridas cutaneas em
ratos. Foram utilizados 20 machos adultos, as feridas foram divididas em dois
grupos: GT (feridas da direita, tratadas com pomada 10% do 6leo essencial de
Curcuma longa + veiculo) e GC (feridas da esquerda, tratadas com pomada
apenas com o veiculo). Os animais foram submetidos a duas incisdes na pele,
na regido toracica, nos antimeros direito e esquerdo. As feridas foram
mensuradas imediatamente apds o procedimento cirdrgico com auxilio de um
paquimetro digital e analisadas macroscopicamente nos dias 3, 7, 14 e 21 de
po6s-operatorio (PO). Ao final de cada periodo experimental foi realizada biopsia
removendo toda area da ferida. Os fragmentos de pele foram processados
seguindo protocolos histolégicos de rotina, os cortes foram corados com
Hematoxilina e Eosina e foram utilizados para as avaliac6es histomorfoldgicas
e histométricas pela quantificacdo de vasos sanguineos. Os dados obtidos
foram submetidos ao teste ANOVA complementado pelo teste de Tukey-Kramer
(p<0,05). Os resultados revelaram que o 6leo possui elevada quantidade a-
Phellandrene (33,19%), Terpinolene (29,00%) e B-Phellandrene (13,31%).
Nossos resultados demonstraram uma acdo anti-inflamatoéria importante deste
6leo, com diminuicdo de crosta, diminuicdo de células inflamatorias e
diminuicdo de vasos sanguineos. Foi possivel concluir que a pomada contendo
oleo essencial das folhas de Curcuma longa a 10% auxiliou na resposta anti-
inflamatdria do processo cicatricial, sendo necessario novos experimentos para
determinar a melhor concentracdo deste Oleo na viabilidade do processo

cicatricial.

Palavras-chaves:Cicatrizacdo, Curcuma longa, pele, 6leo essencial.



ABSTRACT

The healing process is common to all living beings and can reconstruct the
tissue heritage that was interrupted. Several natural substances are already
used in wound healing. This work evaluated the effects of the ointment based
on essential oil of fresh leaves of Saffron of Earth (Curcuma longa) on the
healing of skin wounds in rats. Twenty adult males were used, as the wounds
divided into two groups: GT (wounds on the right, treated with ointment 10% of
the essential oil of Curcuma longa + vehicle) and GC (wounds on the left,
treated with ointment only with the vehicle). The animals were submitted to two
skin incisions, in the thoracic region, in the right and left antimers. Wounds were
measured after the surgical procedure with the aid of a digital caliper and
analyzed macroscopically on days 3, 7, 14 and 21 of the postoperative period
(PO). At the end of each experimental period, a biopsy was performed to
remove the entire wound area. The skin fragments were processed according to
the basic histological protocols, the sections stained with hematoxylin and
eosin, and were used for histomorphological and histometric tests to quantify
blood tissues. The data were submitted to the ANOVA test complemented by
the Tukey-Kramer test (P <0.05). The results revealed that the oil has a high
amount of a-Phandandrene (33.19%), Terpinolene (29.00%) and p-
Phellandrene (13.31%). Our results demonstrated an important anti-
inflammatory action of this oil, with reduced crust, decreased inflammatory cells
and decreased blood vessels. It was possible to conclude that an ointment
contains essential oil from Curcuma longa leaves with 10% of anti-inflammatory
response of the healing process, being necessary new experiments to

determine the best treatment of this oil

Keywords: Healing, Curcuma longa, skin, essential oil.
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1. INTRODUCAO

7

O processo de cicatrizacdo € comum a todos 0s seres vivos, apos
gualquer lesdo ocorre uma sequéncia de reacdes quimicas, fisicas, e
biologicas cuja finalidade é reconstituir a continuidade tecidual que foi
interrompida (GUERRA et al., 2018). E comum didaticamente dividir a
cicatrizacdo de feridas cutadneas em trés fases: Inflamacéo, Proliferacdo e
Remodelagem. Essa divisdo ajuda a compreender a sequéncia de eventos
envolvidos na reparacéo da lesdo (ROBBINS & COTRAN, 2005). E importante
a busca por substancias que ajudem nesse processo de cicatrizacdo, tornando-
0 mais rapido e eficiente (GHOSH & GABA, 2013).

Sendo assim as plantas medicinais, que desde o0s tempos antigos séo
utilizadas como fonte de medicamentos para uma variedade de doencas, vém
ganhando espa¢co nos campos médico e veterinario (GUERRA et al., 2018). O
aumento da inclusdo das plantas medicinais nessas areas esta relacionada
principalmente a fatores econémicos e sociais, como por exemplo, a grande
disponibilidade de matéria-prima e a cultura popular relacionada ao uso da
planta (GRIGOLLI et al., 2013).

Existem relatos sobre o conhecimento dos o6leos essenciais desde
séculos antes da era Crista. As principais referéncias historicas e de utilizacao
desses componentes estdo ligadas a paises orientais, entre eles, Egito, China
e India (BARATTA et al., 1998). Esses componentes sdo reconhecidos
atualmente por apresentarem diversas atividades bioldgicas, tais como,
antibacteriana, antifingica, antioxidante e cicatrizante (VITTI & BRITO, 2003).

Os oOleos essenciais sdo originados do metabolismo secundéario das
plantas, sdo constituidos por elementos volateis, que possuem composi¢cao
guimica complexa. Estdo relacionados com diversas fungbes necesséarias a
sobrevivéncia vegetal, exercendo papel essencial na defesa contra
microrganismos (SIQUI et al., 2000; GONCALVES et al., 2003; SILVA et al.,
2003).

Diversas substancias naturais ja sao utilizadas na cicatrizacdo de

feridas cutaneas, dentre as mais conhecidas temos o mel, a propolis, as folhas



de Aloe verae a aroeira (ARAUJO et al., 2012; ESTEVAO et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2015; BRANDAO et al., 2016).

A Curcuma longa, planta medicinal que tem sido alvo de diversas
pesquisas nas Ultimas décadas (KUMAR, 2018), ¢ nativa da india, porém é
bastante cultivada no Brasil, devido as condi¢cdes climaticas favoraveis ao seu
cultivo (MATA, 2004). E uma especiaria admirada em toda a bacia
mediterrdnica como matéria corante e aromatizante (VAUGHN et al., 2016) e
tem sido utilizada, na medicina popular, como planta medicinal para o
tratamento de varias doengas, como reumatismo, sinusite e na cicatrizacéo de
feridas (AKBIK et al., 2014).

Em termos botanicos, a planta esta classificada como Curcuma longa
L. (sin. C. domestica) pertencente a familia das Zingiberaceae. Em relacdo a
sua composi¢cdo quimica, a presenca de Curcumindides, sendo a Curcumina
composto principal e responsavel pela cor amarela caracteristica dos rizomas,
Oleos essenciais, agucares e proteinas (VAUGHN et al., 2016).

No estudo realizado por Priya (2012) foram encontrados cerca de 11
compostos no Oleo essencial de Curcuma longa, sendo o0s principais
componentes o terpinoleno (52,88%), o b-fielandreno (22,8%) e o a-fielandreno
(21,13%). O oleo essencial pode ser encontrado tanto nos rizomas, quanto nas
folhas da planta (KUANAR et al.,, 2009), porém na indulstria as partes mais
utilizadas sédo os rizomas, sendo as folhas um material residual, o que gera um
enorme desperdicio no processamento (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Atualmente trabalhos mostram que o 6leo essencial de Curcuma longa
tem diversas propriedades, entre elas: antifingico e antibidtico (PARVEEN,
2013), antiaflatoxigénico (FERREIRA, 2013), antioxidante (PRIYA et al., 2012),
anti-inflamatério (KUMAR et al., 2018).

Tendo em vista as propriedades relatadas na literatura, a falta de
artigos cientificos na sua utilizacdo em feridas cutaneas, e visando evitar 0
desperdicio das folhas de Curcuma longa durante o processamento industrial,
propomos essa pesquisa, que visa contribuir para a descoberta, registro e
patenteamento de novos produtos com propriedades cicatrizantes, como

contribuicdo a saude humana e veterinaria.



2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histologia da pele:

O sistema tegumentar recobre todo o corpo, tem como principais
funcdes: termorregulacdo, sintese de vitamina D, percepcdo sensorial,
excrecdo e equilibrio hidrico e protecdo contra o atrito, a perda de agua, a
invasdo de microrganismos e a radiacdo ultravioleta (MONTANARI, 2016). A
pele juntamente com seus anexos, pelos, unhas, glandulas sebéceas e
sudoriparas, faz parte do sistema tegumentar e € 0 maior 6rgao do corpo
humano, correspondendo a aproximadamente 16% do peso corporal
(JUNQUEIRA, 2017). Ela é composta pelas camadas: epiderme, que funciona
como uma barreira para o ambiente externo, e pela camada mais profunda,

derme, que é composta de tecido conjuntivo, e fornece a pele suas

propriedades mecanicas (fig. 1) (ISSAC et al., 2010).

Figura 1 - Anatomia da pele.
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Fonte: JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017.

A epiderme é a camada mais externa. Composta por um epitélio

estratificado pavimentoso queratinizado de células mortas na superficie.



Desenvolve-se da superficie do ectoderma do embrido, as camadas de tecido
conjuntivo sdo provenientes de um tecido conjuntivo frouxo embrionario
indiferenciado, o mesénquima (COCHARD, 2014). A estrutura da epiderme €&
bastante dindmica e as células estdo frequentemente se dividindo e
amadurecendo a medida que migram em direcdo a superficie da pele
(ROBERTSON et al., 2011). Podemos identificar cinco estratos: o estrato basal,
o estrato espinhoso, o estrato granuloso, estrato Iicido e o estrato corneo
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017) (fig. 2).

Na camada mais interna se encontra o estrato basal ou germinativo,
que é rico em células-tronco, contém filamentos intermediéarios de queratina e
ancora 0os melandcitos na producdo de queratindcitos e células de Merkel. As
células de Merkel sdo semelhantes aos melandécitos ao microscopio de luz,
mas sdo mais escassas, ha base da célula, formam juncdes sinapticas com
terminagdes nervosas sensitivas, que sao receptores tateis e sdo abundantes
nas pontas dos dedos e na base dos foliculos pilosos. O estrato espinhoso
pode ser reconhecido por tonofilamentos, queratinécitos unidos por
desmossomas, que sao responsaveis pela resisténcia da epiderme a varias
forcas, e pelas células de Langerhans, responsaveis por fagocitar e processar
0s antigenos estranhos na pele, os queratindcitos dessa camada secretam
granulos pequenos cujo conteido é uma mistura de lipideos que reveste a
célula, formando uma camada hidrofébica continua na pele, servindo como
uma barreira contra a perda de agua. No estrato granuloso apresenta granulos
basdfilos de querato-hialina e existe nesse estrato termina¢des nervosas livres,
gue funcionam como receptores tateis de temperatura e de dor. O estrato
licido € composto por queratindcitos pavimentoso anucleado, com citoplasma
repleto de queratina compactada. O estrato corneo € mais evidente na pele
espessa, € constituido por células mortas. Os estratos conferem protecao
contra o atrito, estiramento, presséo, invasao de microrganismos e a perda de
agua (MONTANARI, 2016; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017).



Figura 2 — Fotomicrografia de corte de pele espessa, onde podem ser
observadas as varias camadas da epiderme: basal, espinhosa, granulosa,
licida e cornea.
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Fonte: JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017.
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A derme é a camada mais interna constituida por tecido conjuntivo
propriamente dito, vasos sanguineos, terminagdes nervosas, glandulas,
foliculos pilosos e vérios tipos celulares diferentes, tais como os fibroblastos,
macrofagos, mastocitos, linfécitos, neutréfilos, eosindfilos e mondcitos. E
subdividida em: derme papilar e derme reticular, ambas contém fibras elasticas,
0 que da elasticidade a pele (Fig. 3). A derme papilar contém evaginacdes
chamadas de cristas dérmicas ou papilas dérmicas e é constituida por tecido
conjuntivo frouxo, ja a derme reticular, recebe esse nome devido a disposi¢céo
enovelada dos feixes de fibras colagenas que estdo presentes nessa regido, é
constituida de tecido conjuntivo denso ndo modelado e representa a maior
parte da derme (KUHNEL, 1991; JONES et al., 2000; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2017). A tela subcutanea nado é classificada como parte da pele,
mas possibilita o apoio da mesma para 6rgdos subjacentes, esta abaixo da
derme, e recebe o nome de hipoderme, apresenta em sua composi¢éo tecido
conjuntivo frouxo e tecido adiposo (APPLEGATE, 2012).



Figura 3 — Fotomicrografia de corte de pele, onde podem ser observadas as

camadas papilar e reticular da derme.

Fonte: JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017.

2.2 Cinéticacicatricial:

O corpo possui a capacidade de substituir células lesadas ou mortas e
assim promover reparos nos tecidos ap0s uma lesdo, esse processo é
chamado de cicatrizacdo e é uma funcéo fisiolégica natural do corpo e se inicia
logo apo6s qualquer ferimento, com o objetivo de restaurar a continuidade dos
tecidos lesionados (COTRAN et al., 2001; WILLIAMS & MOORES, 2013). O
estudo sobre esse processo teve inicio ainda na Antiguidade, tendo como
registros mais antigos, manuscritos egipcios que datam de 3.000-2.500 A.C.
(SILVA et al., 2010).

Na restauracao de feridas cutaneas estdo envolvidos diversos eventos
macroscopicos, microscopicos e bioguimicos, tais como, a formacdo de
coagulo, deposicao de fibrina e angiogénese; e tipos celulares diferentes, tais

como, macrofagos, fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais. Esse



processo é dinamico e as fases sdo sobrepostas, porém pode ser dividido,
didaticamente, em trés etapas: inflamacdo, proliferacdo e remodelagem
(QUEIROZ et al., 2010; WILLIAMS & MOORES, 2013) (fig.4).

S&o consideraveis os avangos na tecnologia molecular, e eles tém
reforcado a compreenséao da cinética cicatricial, € por meio do conhecimento do
processo envolvido, que o profissional deve ser capaz de avaliar o papel que
pode desempenhar na cicatrizacdo das feridas e entender as opcdes de
tratamento que podem modular o processo cicatricial (WILLIAMS & MOORES,
2013).

Figura 4 - Representacéao gréfica das trés fases do processo de cicatrizagao.

INFLAMAGAO

Macréfago
e

T
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Fonte: ISAAC et al., 2010.

2.2.1 Fase Inflamatoria:

A primeira fase, inflamacdo, ocorre imediatamente ap6s a leséo, que
em muitos casos leva a uma ruptura dos vasos e extravasamento de seus
constituintes, e € caracterizada por dois processos que buscam limitar a leséo
tecidual. A hemostasia, que ocorre concomitante ao estimulo lesivo, por
influéncia nervosa e pela acdo de mediadores originados da desgranulacéo de
mastoécitos, e € caracterizada pela vasoconstricdo, formacdo de plug

plaquetario e formacao de plug de fibrina. E a resposta inflamatoria aguda, que



€ promovida por mediadores bioquimicos que aumentam a permeabilidade
vascular, beneficiando a exsudacdo plasmatica e a passagem de elementos
celulares para a area da ferida, sendo assim, crucial para proteger o corpo
contra organismos invasores no local da lesdo (WILLIAMS & MOORES, 2013).

O processo comega com a ativagao plaquetaria e iniciagdo da cascata
de coagulacdo, ocorrendo assim uma vasoconstricdo e logo se inicia a
deposicao de plaguetas, resultando na formacéo de um coagulo de fibrina, que
ira tamponar a lesdo de forma provisoria estimulando a liberacdo de varios
fatores de crescimento, como fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fatores de crescimento endotelial (VEGFs). O coagulo funciona
também como uma matriz proviséria para a migracdo inicial de células
inflamatorias (neutrdéfilos, macrofagos e linfocitos T) para o local da ferida, elas
vao realizam a fagocitose, a remocéao de bactérias, outros materiais estranhos
e detritos celulares, essas células também secretam citocinas e fatores de
crescimento. Em resposta a producdo endotelial aumenta progressivamente a
permeabilidade vascular as células migrantes e substancias biologicamente
ativas, como as citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, por esta razao
essa fase pode ser caracterizada pela presenca de exsudado, vermelhidédo e
edema (ROBBINS & COTRAN, 2005; ISAAC et al.,, 2010; BIELEFELD et al.,
2013; SNYDER et. al., 2016).

O plug de fibrina ndo atua apenas como um plug hemostéatico e como
barreira imediata a infeccdo e perda de fluidos, mas também fornece um
substrato para a organizacgao inicial do processo cicatricial. Ele estabiliza as
bordas da ferida e a matriz extra celular (MEC) provisoéria fornece a ela alguma
estabilidade. A superficie do plug ira secar e formar uma crosta que protege a
ferida, evita uma nova hemorragia e permite que a cicatrizagdo continue por
baixo (WILLIAMS & MOORES, 2013).

A primeira linha de defesa celular sédo os neutrdfilos, significativamente
predominantes na ferida nas primeiras 24 e 48 horas, através da fagocitose e
pinocitose, eles eliminam micro-organismos. Seguido por monécitos que se
infiltram e se diferenciam em macréfagos, eles sé@o responsaveis pelo
debridamento da ferida iniciado pelos neutréfilos, secrecdo de citocinas e
fatores de crescimento e contribuem significativamente para angiogénese,
fibroplasia e sintese da MEC (TOWNSEND, 2011).



2.2.2 Fase Proliferativa:

A fase proliferativa é caracterizada principalmente pelos processos de
fibroplasia,  angiogénese, granulacdo e reepitelizacdo, comecam
aproximadamente cinco dias apés a les@o e pode continuar por duas semanas,
essa fase se inicia com a ativacdo do sistema complemento (DE NARDI et al.,
2004). A transicao da fase inflamatoria para a fase proliferativa € marcada pela
invasdo de fibroblastos e pelo acumulo de colageno na ferida (WILLIAMS &
MOORES, 2013). Os fibroblastos surgem por volta do segundo e terceiro dia
apos o trauma e sdo as principais células envolvidas na cicatrizagéo, tendo
como principal funcdo a manutencédo da integridade do tecido conjuntivo, pela
sintese dos componentes da matriz extracelular. Essas células sao os
principais componentes do tecido de granulacdo e apdés a influéncia dos fatores
de crescimento e demais mediadores, derivados especialmente dos
macrofagos, sdo ativadas e migram das margens da ferida para o seu centro
(BLANES, 2004; BALBINO et al., 2005).

Nessa fase a derme € restaurada pela invasdo e proliferacdo de
fibroblastos que sintetizam e secretam proteinas da MEC, facilitada pelo fator
de crescimento epidérmico (EGF), fatores de crescimento de queratindcitos
(KGFs) e TGFa, ocorrendo também a liberacdo e ativacdo de fatores de
crescimento, como o TGF-bl. Com o aumento do numero de fibroblastos
ativados para a producao de colageno no local, a matriz extracelular comeca a
ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais elastico. Com a
evolucdo do processo, a MEC, que inicialmente era composta por proteinas
derivadas de plaguetas e do plasma, passa por modificacdes, ocorrendo a
migracéo e ativacdo de macrofagos e fibroblasto para a regido, juntamente com
os vasos neoformados, permitindo assim que os componentes da nova matriz
sejam produzidos localmente. (EPSTEIN et al., 1999; BALBINO et al., 2005;
MONTANARI, 2016).

Queratinécitos migram das bordas da ferida entre a derme e a fibrina
facilitada pela producdo de colagenase e outras proteases na epiderme, 0s
fibroblastos migram, proliferam e produzem MEC no leito da ferida, resultando

em granulacdo precoce e formacado tecidual, o tecido de granulacdo é



enriguecido com mais fibras de colageno e comeca a adquirir a aparéncia
caracteristica da cicatriz. (SNYDER et. al., 2016). A granulacdo é a formacéao
de um tecido composto de capilares, colageno e proteoglicanos. Nesta fase, a
formacéao capilar resulta da liberacéo de fatores angiogénicos secretados pelos
macrofagos que estimulam a proliferacdo de células endoteliais dos vasos
sanguineos. A neovascularizacdo da regido ocorre paralelamente com o
processo de fibroplasia e é essencial neste estagio porque permite a troca de
gases e nutricdo das células metabolicamente ativas. A angiogénese é
resultado de fatores secretados por macrofagos e mastocitos que estimulam a
proliferacdo de células endoteliais a partir de vasos sanguineos (BALBINO et
al., 2005).

Uma ferida aberta necessita ser preenchida e para isto sdo existem
duas estratégias diferentes. A primeira ocorre por um fenémeno denominado de
“efeitos de vizinhanca livre”, onde a prépria natureza da ferida proporciona um
estimulo para a migracao e proliferacdo das células a partir das suas margens.
Na segunda as margens da ferida se movem uma em direcdo a outra, como se
houvesse uma forca de tracao invisivel, isto ocorre devido a diferenciacdo de
alguns fibroblastos das margens em miofibroblastos, portanto, para fibroblastos
com capacidade contratil.

Nas etapas iniciais da cicatrizacdo a inexisténcia de um substrato
adequado para o processo dificulta o processo mitético. A MEC, que no inicio
era composta principalmente por proteinas derivadas de plaquetas e do
plasma, passa por modificacfes em sua composi¢cdo. A migracao e ativagao de
macréfagos e fibroblastos para a regido, junto a presenca de vasos
neoformados, permitem que os componentes da nova matriz passem a ser
localmente produzidos principalmente por estas células. Os fibroblastos
passam a depositar grandes quantidades de fibronectina que, basicamente
serve para a fixagdo da proépria célula. Outra substancia produzida em grande
guantidade neste segundo estadgio € o acido hialurbnico, que apresenta
facilidade de se ligar a agua, auxiliando assim na resisténcia do tecido a
compressdo. Estas duas substancias predominam na matriz durante as
primeiras fases do reparo, visto que esta combinagdo propicia um
microambiente eficiente para a movimentacdao das células, necessarias nesta

etapa. A medida que o processo de cicatrizacdo avanca, a concentracdo de



acido hialurénico diminui e aumenta a sintese de proteoglicanos, essa
modificacdo na composicdo da MEC favorece a fixacdo e imobilidade das
células favorecendo a diferenciacdo delas, a medida que a lesédo vai sendo
coberta pelas células epidermais € acionado o mecanismo de inibicdo por
contato e as células passam a apresentar fenétipos mais maduros (DE NARDI
et al., 2004; BALBINO et al., 2005).

No fim desta fase, o leito da ferida esta completamente preenchido pelo
tecido de granulacao, a circulacdo é restabelecida e a rede linfatica esta sendo
regenerada. O tecido de granulacdo € lentamente enriquecido com mais fibras

coldgenas o0 que comeca a dar a regido da ferida a aparéncia de cicratriz

devido ao acumulo de massa fibrosa (BALBINO et al., 2005).

2.2.3 Fase de Remodelagem:

Aterceira fase, remodelagem, ocorre, aproximadamente, a partir do 21°
dia em feridas pequenas e pode durar meses, durante essa fase a cicatriz
ganha resisténcia e volume. Nessa fase a densidade celular e a vascularizacdo
da ferida diminuem e ha a maturacédo das fibras colagenas, diminuindo assim a
deposicdo de colageno. O numero de ligagbes cruzadas feitas entre o0s
monodmeros desta substancia, juntamente a esses processos fornece a ferida
um tipo de coldgeno mais resistente, onde o colageno tipo Ill, que esta
presente em maior quantidade no tecido de granulacdo, sofre degradacéo,
dando lugar a producéo fibroblastica de colageno tipo I. Esses mecanismos
promovem o remodelamento do tecido cicatricial formado na fase anterior, a fim
de aumentar a resisténcia do tecido e diminuir a espessura da cicatriz. Todos
0os elementos celulares envolvidos no processo, inclusive fibroblastos,
diminuem e a diminuicdo progressiva de vasos neoformados promovem a
regressdo endotelial. Durante essa fase a cicatriz vai progressivamente
alterando sua tonalidade, ficando mais pélida (ROBBINS & COTRAN, 2005;
WILLIAMS & MOORES, 2013).

2.3 Oleo essencial
A histéria do desenvolvimento das civiliza¢fes oriental e ocidental é rica

em exemplos da utilizacdo de recursos naturais, na medicina, no controle de



pragas e em mecanismos de defesa, existem relatos sobre o conhecimento dos
Oleos essenciais desde séculos antes da era Cristd. As principais referéncias
histéricas e de utilizacdo desses componentes estdo ligadas a paises orientais,
entre eles, Egito, China e india (BARATTA et al., 1998; MACHADO, 2011). Os
romanos disseminaram o0 uso de plantas aromaticas em banhos, chegando a
ter mais de 1000 casas de banho por volta de 753 a.C. (SILVA, 1998).

A prospeccao fitoquimica tem como objetivo o estudo dos principios
vegetais para detectar os principais componentes presentes nas plantas; os
grupos dos metabdlitos secundarios podem ser identificados por meio dessa
andlise (DA SILVA et. al., 2010).

Os odleos essenciais sdo originados do metabolismo secundario das
plantas, sdo constituidos por elementos volateis, que possuem composi¢cao
guimica complexa, destacando-se a presenca de terpenos, monoterpenos,
cetonas, fenadis, ésteres e fenilpropanoides. Eles sé&o responsaveis pelo cheiro
e sabor tipicos de uma planta, mas também estéo diretamente relacionados a
atracdo de polinizadores, protecdo contra parasitas e patdégenos, e varios
outras funcdes necessarias para a sobrevivéncia do vegetal. O ambiente em
gue uma planta se desenvolve pode interferir no desenvolvimento e
concentracbes de seus principios ativos, fatores bidticos, como patdégenos e
parasitas e fatores ambientais como fotoperiodo, temperatura, umidade,
precipitacdo, condi¢cdes do sol, podem influenciar a biossintese desses Oleos. A
producdo de metabdlitos secundarios também ¢é influenciada pela estacdo do
ano em gue a planta é coletada, havendo variagdo na quantidade e natureza
dos constituintes ativos durante o ano (Fig. 5) (SIQUI et al., 2000;
GONCALVES et al., 2003; SILVA et al., 2003; DA SILVA et al., 2016).

Outra caracteristica importante dos 6leos essenciais é a volatilidade de
seus constituintes. Devido a essa propriedade o processo de extracdo desse
composto vegetal geralmente € o arraste do material com vapor de agua
(CRAVEIRO, 1992).



Figura 5 — Fatores que alteram quantitativa e qualitativamente os metabdlitos

secundarios.

Esses compostos podem ser encontrados em qualquer tecido vivo das
plantas, em sua maioria, concentrados na casca, sementes, flores, folhas e nos
rizomas. Os constituintes que aparecem em maior percentual sdo conhecidos
como componentes principais ou majoritarios (ARAUJO, 1995; VITTI & BRITO,
2003).

Os oOleos essenciais apresentam um valor comercial estavel e sua
producéo é bem explorada em paises menos desenvolvidos. Em virtude da
agricultura priméaria envolvida no cultivo, por sua vez, o0s paises mais
desenvolvidos importam estes 6leos como matéria prima barata e agregam
valor através de processos de purificacdo, destilacdo, isolamento de
constituintes e modificagdes quimicas (CRAVEIRO, 1992).

Os dleos essenciais apresentam diferentes propriedades bioldgicas,
como a acdo larvicida (RAJKUMAR et al.,, 2010), atividade antioxidante
(WANNES, 2010), acéo analgésica e anti-inflamatéria (MENDES et al., 2010),
fungicida (CARMO et al., 2008) e atividade antitumoral (SILVA, 2008).

Essas propriedades sdo consideradas de grande interesse para as
industrias agricolas, farmacéuticas e cosméticas desde que o uso de aditivos
naturais ganhou importancia como tendéncia na substituicdo de substancias
sintéticas (MACHADO, 2011).



2.4  Plantas medicinais:

Desde muito cedo civilizagcbes e culturas antigas constataram a
presenca de principios curativos nos vegetais, e por um longo periodo as
plantas eram o principal recurso terapéutico utilizado para o tratamento de
varias doencas em seres humanos (OLIVEIRA, 2016).

Com o avancgo da biotecnologia foi possivel promover grandes avancgos
em modelos de drogas sintéticas, e assim contribuir para o desenvolvimento de
novos medicamentos e patentes, porém os produtos naturais ainda continuam
sendo a maior fonte para obtencdo de novas substancias e compostos ativos
(DE OLIVEIRA, 2001). Devido ao crescimento histérico do uso de plantas
medicinais, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu a fitoterapia
como uma alternativa terapéutica no tratamento de doencas. Essa linha de
tratamento vem crescendo nos ultimos anos, o que pode ser associado aos
elevados custos dos medicamentos da industria farmacéutica e também a
valorizagdo dos produtos naturais pelos meios de comunicacdo (MONTEIRO,
2017).

Atualmente modelos experimentais que incluem plantas medicinais
vém crescendo devido a diversos fatores econdmicos e sociais, entre eles, o
fato delas serem um recurso altamente disponivel e uma fonte ilimitada de
substancias com atividades potencialmente ativas.Também a cultura popular
relacionada ao uso de plantas para o tratamento de varias condicdes
patologicas, justifica pesquisas cientificas que comprovem sua efetividade
(BARACHO et al., 2009; ESTEVAO et al., 2013).

A utilizacdo de plantas medicinais no processo de cicatrizagao de
feridas € mencionada desde a pré-histdria, onde eram empregados para o
cuidado humano. Algumas plantas e substancias s&o popularmente
reconhecidas por suas propriedades cicatrizantes, como por exemplo, as folhas
de Aloe vera, o mel e a propolis. Faleiro (2009) e Segundo (2007)
demonstraram, por meio da aplicagdo do extrato glicolico de Aloe vera e extrato
hidroalcodlico de propolis em feridas cutaneas abertas em Rattus novergicus,

importante atividade cicatrizante.



2.5 Curcumalonga:

A Curcuma longa é uma planta medicinal que tem sido alvo de diversas
pesquisas nas Ultimas décadas (KUMAR, 2018). Nativa da india é bastante
cultivada no Brasil devido as condi¢bes climaticas favoraveis ao seu cultivo
(MATA, 2004). Essa planta desenvolveu relagdo com a expanséo da civilizagéo,
sendo hoje encontrada apenas em regides de cultivo humano, sem relato de
espécimes crescendo em locais selvagens (SUETH-SANTIAGO et al.,, 2014).
Ela € uma especiaria admirada em toda a bacia mediterranica como matéria
corante e aromatizante (PINTAO et al., 2008) e tem sido utilizada, na medicina
popular, como planta medicinal para o tratamento de vérias doencas, como
reumatismo, sinusite e cicatrizacéo de feridas (AKBIK et al., 2014).

Em termos botanicos, a planta esté classificada como Curcuma longa L.
(sin. C. domestica) pertencente a familia das Zingiberaceae. E um arbusto
perene, com uma haste curta, folhas grandes oblongo-lanceoladas e obliquo-
nervadas (Fig. 6), que expelem um perfume agradavel quando amassadas,
apresenta um rizoma central piriforme, arredondado, com ramificagcbes
secundarias laterais, compridas, também tuberizadas com coloracéo castanho-
amarelada (CHATTOPADHYAY et al., 2004; GRIGOLLI et al., 2013).

Figura 6 — Foto das folhas e flor de Curcuma longa

Fonte: Arquivo pessoal



Em relacdo a sua composi¢cdo quimica, estudos mostram a presenca
de Curcumindides, sendo a Curcumina composto principal e responsavel pela
cor amarela caracteristica dos rizomas, 6leos essenciais, agucares e proteinas
(PINTAO et al., 2008). O o¢leo essencial pode ser encontrado tanto nos
rizomas, quanto nas folhas da planta (KUANAR et al., 2009), porém na
indUstria as partes mais utilizadas sao os rizomas, sendo as folhas um material
residual, o que gera um enorme desperdicio no processamento (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015). Araujo et al. (2016) realizaram em seus estudos uma
andlise fotoquimica e termogravimétrica (TGA) do 6leo essencial dos rizomas
de C. longa, identificando um composto amarelado, solivel em compostos
organicos polares, com uma curva TGA mostrando alta estabilidade térmica até
90° C e como principais componentes, representando cerca de 80% do total,
ar-turmerona, a-turmerona e B-turmerona, enquanto a Curcumina representa
cerca de 1%. Ja no estudo realizado por Priya (2012) foram encontrados cerca
de 11 compostos no 6leo essencial das folhas de Curcuma longa, sendo os
principais componentes o terpinoleno (52,88%), o b-sesquifelieteno (22,8%), o
a-fielandreno (21,13%) e a curcumina com menos de 1%.

Diversos trabalhos mostram que o 6leo essencial de Curcuma longa
tem varias propriedades, entre elas: antifingico e antibiético (PARVEEN, 2013),
antiaflatoxigénico (FERREIRA, 2013), antioxidante (PRIYA et al.,, 2012), anti-
inflamatorio (KUMAR et al.,, 2018). Apesar de ser encontrada em menor
propor¢cdo comparada com os outros metabdlicos,é atribuida a Curcumina as
principais propriedades bioldgicas da planta. Esse componente foi isolado pela
primeira vez por Vogelem 1815 e teve sua estrutura definida por Milobedzka e
Lampe em 1910 e logo passou a ser alvo de diversos grupos de pesquisas, por
apresentar diversas atividades biologicas (SUETH-SANTIAGO, 2014).

2.6  Fitoterapicos e principios de manipulacdo de pomadas:

Planta medicinal é a espécie vegetal, cultivada ou nao, utilizada com
propositos terapéuticos (BRASIL, 2014). Fitoterapico pode ser definido como:
“Produto obtido de matéria prima ativa vegetal, exceto substancias isoladas,
com finalidade profilatica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento

fitoterapico e produto tradicional fitoterapico podendo ser simples, quando o



ativo € proveniente de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto,
guando o ativo € proveniente de mais de uma espécie vegetal’, segundo a
Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 26, de 13 de Maio de 2014 da
ANVISA.

As plantas medicinais vém ganhando espaco nos campos médico e ve-
terinario (GUERRA et. al., 2018). O aumento dessa inclusdo nessas areas esta
relacionado principalmente a fatores socioeconémicos, como, a disponibilidade
de matéria-prima e a cultura popular relacionada ao uso da planta (GRIGOLLI
et. al., 2013).

Entre os anos de 2013 e 2015, a busca por tratamentos a base de
plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos pelo Sistema Unico de Saude
(SUS) obteve crescimento de 161%, conforme dados do Ministério da Saude.
O 6rgao federal possui um projeto, desde 2012, com o objetivo de fortalecer a
producéo, principalmente a oferta de fitoterapicos aos usuarios do SUS, com
iSSO 0 ministério ja investiu mais de R$ 30 milhdes em 78 projetos com plantas
medicinais e fitoterapicos (PORTAL BRASIL, 2016).

As pomadas sao formas farmacéuticas semissélidas, para aplicacdo na
pele ou em membranas mucosas que consiste de solugédo ou dispersao de um
ou mais principios ativos em baixas proporcdes em uma base adequada,
usualmente ndo aquosa, segundo definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2012).

De acordo com o Formulario Nacional da Farmacopéia Brasileira, na es-
colha da base para incorporagédo do farmaco ou outros principios ativos devem
ser considerados o objetivo da formulagéo, o efeito terapéutico desejado, o lo-
cal de administracdo, as propriedades fisico-quimicas do farmaco destinado a
incorporacao, tais como solubilidade, pH, compatibilidade quimica com os de-
mais componentes da férmula e a estabilidade (BRASIL, 2012).

A combinagéo de vaselina e glicerina tem como resultado uma mistura
de excipientes oleosos e aquosos, promovendo um efeito oclusivo para
penetrar na pele, melhorando a absorcdo dos principios ativos em camadas
mais profundas do tecido e apresentam fungcdo protetora e emoliente,
protegendo o local da cicatrizagcdo, que normalmente é sensivel por estar
agredido (VIEGAS et al., 2001; BARROS et al., 2009).



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o processo de reparo tecidual de feridas cutaneas em ratos
tratados com fitoterapico contendo 6leo essencial extraido das folhas frescas

de Curcuma longa em pomada a 10%.

3.2 Especificos:

. Extrair o 6leo essencial das folhas de Curcuma longa e realizar teste
fitoquimico para determinar compostos bioativos;

. Determinar o perfil temporal de fechamento das feridas cutédneas em
ratos tratados com fitoterapicos pela mensuracdo da area e calculo de
contracdo da ferida utilizando paquimetro digital, nos dias 3, 7, 14 e 21 de P0s-
Operatorio (PO);

. Avaliar morfologicamente as feridas cutaneas nos dias 3, 7, 14 e 21 dias
através de escores dos parametros crosta, inflamacdo, vascularizacdo e
epitelizacéo.

. Avaliar morfometricamente a epitelizacdo pela mensuracdo do
comprimento da lingua epitelial das feridas, nos dias 3 e 7 de PO;

. Analisar a area de tecido de granulacédo no 3° e 7° dia de PO;

. Avaliar morfometricamente nos dias 3, 7, 14 e 21 de PO o0 processo
inflamatorio, regenerativo e cicatricial nas feridas cutaneas de ratos tratados
com fitoterdpicos pela contagem de vasos sanguineos utilizando técnicas de

coloragao por Hematoxilina-eosina.

4.  MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacao da comissao de ética:

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFRPE para andlise do projeto de pesquisa, licenca de
n° 009/2020.



4.2 Animais e Local do Experimento:

O experimento foi realizado no biotério do Departamento de Morfologia
e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Foram utilizados 20 ratos Wistar albinos (Rattus norvergicus albinus),
machos, com peso corporal variando de 250 a 300g, com 90 dias de idade e
provenientes do Biotério do DMFA. Foram mantidos em caixas individuais, em
ambiente com temperatura de 23 a 25 °C e ciclo claro/escuro controlados de 12
em 12 horas, com racdo e agua a vontade.

Em cada animal foram realizadas duas incisbes de pele, na regido
dorsal com uso de punch 0,8 mm, uma no antimero direito e uma no antimero
esquerdo. Foram divididos em dois grupos: Grupo controle (GC) — feridas lado
esquerdo — Feridas tratadas apenas com o veiculo e Grupo tratado (GT) —
feridas lado direito- feridas tratadas com pomada contendo 6leo essencial das
folhnas frescas de Curcuma longa em pomadas a 10%. As feridas foram
avaliados aos 3, 7, 14 e 21 dias de PO.

Ao término do experimento os animais foram submetidos a eutanasia
com aprofundamento do plano anestésico, utilizando cetamina (80 mg/kg IM),
cloridrato de xilazina (20 mg/kg IM) e tiopental sédico (75 mg/kg IP),
preparados, congelados e descartados segundo as exigéncias dos principios
éticos para trabalhos experimentais do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) — Brasilia, DF, 2013b.

4.3 Coleta de material vegetal para identificagcao
A coleta foi realizada entre os meses de Maio e Junho de 2019, no
periodo da manha, no Sitio Bom Mirar, na BR-408, Km 100, Penedo de Baixo,
Pernambuco. O indice pluviométrico da regido foi de 194.7mm em Maio e
358.3mm em Junho, de acordo com dados do IPA (Instituto Agronémico de
Pernambuco). O solo da regido € encharcado rico em matéria organica, com
coloracdo escura. Todos os exemplares colhidos apresentavam altura maior
gue 40cm; a planta apresenta um ciclo de colheita de aproximadamente 150
dias, onde ocorre a floragdo e as partes aéreas da planta secam.
O material coletado foi encaminhado ao Herbario Professor

Vasconcelos Sobrinho — PEUFR, para identificacdo e registro, realizando o



deposito da exsicata do material botanico e catalogacdo. O material esta

registrado com o N° de verificacdo: 54.924.

4.4  Extracdo do 6leo e analise quimica

O processo de extracdo do 6leo essencial de folhas de Curcuma longa
foi realizado através da técnica de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho
Clevenger (Fig. 6). Apos a coleta, as folhas foram levadas ao Laboratério de
Produtos Naturais e Bioquimicos do Departamento de Quimica da UFRPE,
onde foram pesadas (350g), lavadas, trituradas e colocadas em baldo com
capacidade de 5L, contendo agua destilada. O baldo foi acoplado ao Clevenger
e a extracgdo foi realizada pelo periodo de duas horas. A partir da massa obtida
na extracdo e da massa Umida do material vegetal, o teor do 6leo essencial
extraido foi calculado pela equacao sugerida por Pimentel et al. (2006):

TO= Moleo/ Mfolha x 100

onde TO se refere ao teor de 6leo; Modleo corresponde a massa do 6leo, Mfolha
corresponde a massa fresca das folhas. O resultado foi expresso em % (p/p)
(RAGAGNIN, 2013). A mistura foi submetida a técnica de hidrodestilacdo num
aparelho Clevenger (Fig. 7).

Figura 7 — Liquidificador (A); Material vegetal processado (B); Aparelho

Clevenger utilizado para a hidrodestilagdo (C).

Fonte: Arquivo pessoal

O hidrolato foi coletado e o 6leo foi extraido da fase aquosa por particéo,
com hexano destilado. Foi adicionado sulfato de sddio anidro a fase organica,

como agente secante. A fase organica foi filtrada e o hexano removido em



evaporador rotativo a vacuo a 40 °C e 27 rpm (Fig. 8). O 6leo obtido foi
armazenado em recipiente de vidro ambar, bem fechado e mantido
acondicionado em freezer a uma temperatura de -20 °C. para posterior

utilizacdo em experimentos.

Figura 8 — Rota-evaporador utilizado para separa o hexano destilado do 6leo

essencial de Curcuma longa.

Fonte: Arquivo pessoal

Apbs a extragdo o 6leo foi analisado no Centro de Apoio a Pesquisa
(CENAPESQ) da UFRPE, por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia
de massas (CG-EM) (Fig. 9).

A identificagdo dos constituintes quimicos do Oleo essencial foi
realizada por CG-EM da PerkinElmer utilizando-se uma coluna de capilaridade
com silica (30m x 0,25mm x 0,25m). A temperatura da coluna foi programada
para 60 °C até 240 a 3 °C/min. As temperaturas do injetor e detector foram de
240 °C e 280 °C, respectivamente. O gas de arraste foi o hélio, fluxo de 1,5
mL/min, (1:50). Os espectros de massa foram obtidos a 70 eV por IE. A
velocidade de leitura de 0.5 scans™ de m/z 40 a 650. O 6leo essencial foi
analisado por CG-EM, e a identificacdo foi feita com base na comparacéo dos
indices de retengcdo (VAN DEN DOLL & KRATZ, 1963), bem como por
comparacdo computadorizada do espectro de massa obtido com aqueles
contidos na biblioteca de espectro de massas do NIST do conjunto de dados
CG-EM (ADAMS, 2007).
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Figura9-  Cromatogréfico gasoso acoplado a espectroscopia de massas
(CG-EM)

Fonte: Arquivo pessoal

4.5 Preparo das formulagdes:

Foram preparadas formula¢des teste e controle, com base de vaselina
e glicerina. A formulagédo teste foi constituida pelo oleo essencial das folhas
frescas do Acafrdo da terra (Curcuma longa) na concentracdo de 10%
incorporado ao veiculo (vaselina 80% e glicerina 20%). A formulacédo controle
foi constituida apenas com o veiculo da pomada teste (vaselina 80% e glicerina
20%). As pomadas foram manipuladas no Laboratorio de Farmacologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Durante o tratamento foi dispensado, em cada ferida, 0,2 mg, de
acordo com o a divisdo dos grupos, garantindo que a quantidade de pomada
utilizada fosse igual para todos os animais. Uma seringa de 1 mL foi utilizada
na dispersdo (sendo utilizada uma para cada animal), garantindo assim, um

processo limpo.

4.6 Procedimento cirurgico:

Para a realizacdo da ferida cirurgica foi feita uma anestesia dissociativa
utilizando cloridrato de xilazina a 2% e cloridrato de cetamina a 10%
administrado por via intramuscular nas doses de 20mg/kg e 100mg/kg
respectivamente. Depois de anestesiados os animais foram posicionados em
decubito ventral e submetidos a higienizacdo, com clorexidina 2%, antes e

depois da tricotomia das regides toracica dorsolateral direita e esquerda. Com



auxilio de um punch com 0,8 cm de didmetro foram realizadas incisdo de pele e
tela subcutanea no antimero direito e esquerdo, com distancia minima de 1,5
cm, ficando exposta a fascia muscular adjacente. Apds a mensuracao da area,
cada falha cutanea recebeu o tratamento de acordo com a metodologia
estabelecida (Fig. 10).

Figura 10 - Criacdo de feridas cutaneas em ratos. (A) Punch para biépsia de 8
mm de diametro. (B e C) remocao de dois fragmentos da pele dorsal. (D)
medicdo da area da ferida usando um paquimetro digital.

Fonte: Estevao et al. (2019)

4.7 Avaliacéo clinica dos animais e das feridas:

As avaliacdes clinicas foram realizadas com 24 horas ap0s a cirurgia e
diariamente, observando-se o estado geral dos animais. Avaliou-se a presenca
de hiperemia, edema, secrecdo, prurido, crosta, contracdo, tecido de

granulacao e tecido cicatricial.

4.8 Avaliagcao do fechamento das feridas:

A mensuragdo da area das feridas ao longo do experimento foi feita
com o auxilio de um paquimetro digital para o acompanhamento da cinética de
fechamento das mesmas, utilizando-se a seguinte formula para determinacéo
da area de uma elipse: [(diametro maior/2)x(didametro menor/2)xPi], onde Pi é
aproximadamente igual a 3,14. A fim de normalizar os dados, os resultados
foram expressos como porcentagem de fechamento relativo ao tamanho
original da ferida, utilizando-se a seguinte férmula: [1-(area da ferida)/(area
original da ferida)x100]. As medidas foram feitas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 ap0s

o procedimento cirdrgico.




4.9 Avaliagdes histoldégicas (morfologica e morfométrica):

As avaliacdes histologicas foram realizadas no 3°, 7°, 14° e 21° dia de
pos-tratamento. Apos realizacdo de anestesia os fragmentos de pele foram
obtidos através de inciséo eliptica, abrangendo a pele integra e todo o tecido
em processo de cicatrizagdo. Em seguida os animais foram submetidos a
eutanasia por tiopental sddico (75 mg/kg IP).

Uma parte do material coletado foi imediatamente fixada em formol a
10% permanecendo por 24 horas. Apds esses procedimentos, os fragmentos
foram desidratados em alcool etilico em concentracbes crescentes,
diafanizados pelo xilol, impregnados pela parafina liquida em estufa regulada a
temperatura de 59° C e incluidos em parafina. Em seguida, os blocos foram
cortados em microtomo do tipo Minot, ajustado para 5 micrometros (um). Os
cortes obtidos foram colocados em laminas previamente untadas com albumina
de MAYER e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37 °C, durante 24
horas, para secagem e colagem, segundo recomendacdes de Molinaro et al.
(2010). Em sequéncia, os cortes foram submetidos a técnica de coloracao pela
hematoxilina-eosina (H.E) para analise morfoldgica e morfométrica.

A andlise morfologica do tecido em cicatrizacdo foi realizada por
escores, em laminas coradas em HE fazendo-se uma varredura em todo o
processo cicatricial em diferentes objetivas e campos e avaliando os

parametros abaixo, segundo protocolo descrito por Estevao et al, 2019.

Tabela 1- Reacgdes inflamatérias — avaliado pela celularidade e edema em

todos os tempos do experimento.

Escore Parametro utilizado
0 AUSENCIA DE INFLAMACAO
1 INFLAMACAO DISCRETA
2 INFLAMACAO MODERADA

3 INFLAMACAO ACENTUADA




Tabela 2 - Formagcdo de crosta — avaliada pela quantidade de crosta

depositada no processo cicatricial nos tempos 3, 7, 14 e 21.

Escore Parametro utilizado
0 AUSENCIA DE CROSTA
1 PRESENCA DISCRETA
2 PRESENCA MODERADA
3 PRESENCA ACENTUADA

Tabela 3 - Angiogénese — avaliado pela concentragcéo de vasos neoformados

no tecido de granulagcao, em todos os tempos. Coloracdo HE. Objetiva de 40x.

Escore Parametro utilizado
0 AUSENTE
1 DISCRETA FORMACAO DE VASOS
2 MODERADA FORMACAO VASCULAR
3 ACENTUADA FORMACAO VASCULAR

Tabela 4 - Epitelizagdo — avaliada pela lingua epitelial em formacao e sua

espessura nos tempos 3, 7 e 14.

Escore Parametro utilizado

0 AUSENTE

DISCRETA - epitelizacdo parcial com pequena
lingua epitelial ocupando até 1/3 da ferida

MODERADA - epitelizagdo parcial com lingua
epitelial ocupando mais de 1/3 da ferida

3 ACENTUADA - epitelizacéo total




A andlise morfométrica foi realizada pela quantificacdo de vasos
neoformados. Para as andlises morfométricas de cada lamina foram obtidas
seis imagens, padronizando sempre o processo de varredura da lamina (duas
fotos em cada uma das bordas e duas no tecido cicatricial) e a objetiva para
cada parametro. Para avaliagdo microscopica da evolugdo da cicatrizacdo
utilizou um sistema digitalizador e analisador de imagens onde estas foram
capturadas por camera Leica ICC50 HD e digitalizadas por computador através
de Software Leica LAS EZ. As fotomicrografias obtidas foram analisadas pelos
programas ImagelLab, versédo 6.0, para quantificacdo de vasos sanguineos, que

foi realizada com o auxilio do contador manual.

4.10 Delineamento e Anéalise Estatistica:

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) composto
pelos seguintes tratamentos: pomada de 6leo essencial das folhas de Curcuma
longa 10% mais veiculo e pomada apenas com o veiculo. Como estes
tratamentos foram avaliados nos periodos pdés-operatérios de 3, 7, 14 e 21
dias, foi utilizado o esquema de parcela subdividida no tempo, onde os
tratamentos estavam na subparcela e os periodos foram considerados como
parcelas. Foram utilizados cinco repeticbes para cada recurso farmacoldgico e
tempo, sendo considerado cada animal uma unidade experimental.

A andlise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism
5.0 com os dados obtidos das variaveis: contracdo das feridas e contagem de
vasos sanguineos, nos dias 3, 7,14 e 21 de PO. Os dados foram submetidos a
analise de variancia, através do Two-way ANOVA complementada pelo teste de
Tukey, com significancia de 5% (p<0,05), conforme Guimardes e Sarsfield
(2007).
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Caracterizacao fitoquimica do 6leo essencial das folhas do acafrdo da

terra (Curcumalongal.)
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RESUMO: Desde os tempos antigos plantas medicinais s&o utilizadas como
fonte de medicamentos para uma variedade de doencas. Oleos essenciais s&o
componentes volateis contidos em diversos 6rgaos vegetais, e estdo ligados
com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia do vegetal. Esses
componentes sdo reconhecidos atualmente por possuir atividades bioldgicas,
como antibacteriana, antifingica, antioxidante e cicatrizante. O objetivo deste
trabalho é analisar a composicdo do 6leo essencial das folhas frescas de
Curcuma longa pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (CG-EM). As folhas foram coletadas no municipio de
Penedo de Baixo/PE, o 0leo essencial foi extraido por hidrodestilagéo e feito a
analise da composicdo quimica. Foi obtido um rendimento equivalente a
0,347%. O perfil quimico do 6leo obtido por CG-EM foram identificados 98,52%
dos constituintes quimicos entre Monoterpenos e Sesquiterpenos, sendo
identificado como constituintes majoritarios a-Phellandrene (33,19%),
Terpinolene (29,00%) e B-Phellandrene (13,315%). Conclui-se que o 06leo

essencial do Acafrdo da terra (Curcuma longa) possui bom rendimento,



apresentando componentes do metabolismo secundario semelhantes a outros
Oleos essenciais com importantes funcdes bioldgicas testadas e com potencial

terapéutico a ser estudado.

PALAVRA-CHAVE: Curcuma longa, 6leo essencial, fitoquimica

ABSTRATC: Phytochemical characterization of the essential oil of
turmeric leaves (Curcumalonga). Since ancient times medicinal plants have
been used as a source of medicines for a variety of diseases. Nuclei are volatile
contained in bodies and plants, and are subject to various survival functions of
the plant. Bones currently being protected by biological species such as
antibacterial, antifungal, antioxidant and healing. Some medicinal plants are
already widely used in the endemic, and have shown that a valuable therapeutic
alternative for the treatment of wounds, so this no longer applies as the
essential oil image of fresh Curcuma longa leaves. The leaves were collected in
the municipality of Penedo de Baixo / PE, the essential oil was extracted by
hydrodistillation and the chemical composition analysis was performed by gas
chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). By diesel equivalent
to 0.347%. The original oil profile obtained by GC-MS was eight peaks, where
98.52% of the constituents between Monoterpenes and Sesquiterpenes were
identified, being the major constituent factor a-Phellandrene (33.19%),
Terpinolene (29.00%). and B-Phellandrene (13.315%). It is concluded that the
essential oil of ground turmeric consists of components that have already been
extracted by authors and other species, and also resistant to biological
examination. gift oil for providing the operations of sheets and data new

impressions to assist the process of tissue deterrence.

KEYWORDS: Curcuma longa, essential oil, phytochemistry



INTRODUCAO

Plantas medicinais séao utilizadas desde os tempos antigos como fonte
de medicamentos para uma variedade de doencas, e atualmente vém
ganhando cada vez mais espa¢co nos campos médico e veterinario (GUERRA
et al., 2018). Existem relatos sobre o conhecimento dos 6leos essenciais desde
séculos antes da era Crista. As principais referéncias histéricas e de utilizacéo
desses componentes estdo ligadas a paises orientais, entre eles, Egito, China
e India (BARATTA et al., 1998). Esses componentes sdo reconhecidos
atualmente por apresentarem diversas atividades bioldgicas, tais como,
antibacteriana, antifingica, antioxidante e cicatrizante (VITTI & BRITO, 2003).

Os Oleos essenciais sdo originados do metabolismo secundéario das
plantas, sdo constituidos por elementos volateis, que possuem composi¢cao
guimica complexa, destacando-se a presenca de terpenos, cetonas, fendis,
esteres e fenilpropanoides. Eles sdo responsaveis pelo cheiro e sabor tipicos
de uma planta, mas também estdo diretamente relacionados a atracdo de
polinizadores, protecdo contra parasitas e patdégenos, e varios outras funcdes
necessarias para a sobrevivéncia do vegetal (SIQUI et al., 2000; SILVA et al.,
2010). Esses compostos podem ser encontrados em qualquer tecido vivo das
plantas, em sua maioria, concentrados na casca, sementes, flores, folhas e nos
rizomas. Os constituintes que aparecem em maior percentual sdo conhecidos
como componentes principais ou majoritarios. (ARAUJO, 1995; VITTI & BRITO,
2003).

Atualmente pesquisadores confirmam que o 6leo essencial de Curcuma
longa tem propriedades farmacoldgicas importantes como antifingico e
antimicrobiano (PARVEEN, 2013), antiaflatoxigénico (FERREIRA, 2013),
antioxidante (PRIYA et al., 2012), anti-inflamatorio (KUMAR et al., 2018).

A Curcuma longa € uma planta medicinal alvo de pesquisas nas ultimas
décadas (KUMAR et al., 2018). E nativa da india, porém, bastante cultivada no
Brasil, devido as condi¢fes climaticas favoraveis ao seu cultivo (MATA, 2004).
Tem sido utilizada, na medicina popular, para o tratamento de varias doencas,
como reumatismo, sinusite e cicatrizagdo de feridas (AKBIK et al., 2014). O
6leo essencial pode ser encontrado tanto nos rizomas, quanto nas folhas da

planta (KUANAR et al., 2009) porém, na indUstria, as partes mais utilizadas séo



os rizomas, sendo as folhas um material residual, o que gera um enorme
desperdicio no processamento (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Tendo em vista os potenciais terapéuticos deste 6leo e o0 aproveitamento
das folhas durante o processamento industrial, o presente trabalho tem por
objetivo analisar o rendimento e a composicdo quimica do 6leo essencial das

folhas frescas da Curcuma longa.

MATERIAL E METODOS

Coleta de material vegetal para identificacéo

A coleta foi realizada entre os meses de Maio e Junho, no periodo da
manhd, no Sitio Bom Mirar, na BR-408, Km 100, Penedo de Baixo,
Pernambuco. O indice pluviométrico da regido foi de 194.7mm em Maio e
358.3mm em Junho, de acordo com dados do IPA (Instituto Agronémico de
Pernambuco). O solo da regido € encharcado rico em matéria organica, com
coloracdo escura, todos os exemplares colhidos apresentavam altura maior
gue 40cm; a planta apresenta um ciclo de colheita de aproximadamente 150
dias, onde ocorre a floragao e as partes aéreas da planta secam.

O material foi encaminhado ao Herbario Professor Vasconcelos
Sobrinho - PEUFR para identificacdo e registro, realizando o depésito da
exsicata do material botanico e catalogacdo. O material esta registrado com o
N° de verificagdo: 54.924.

Extracéo do dleo

O processo de extracdo do 6leo essencial de folhas de Curcuma longa
foi realizado através da técnica de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho
Clevenger (Figura 1). Apos a coleta, as folhas foram levadas ao Laboratério de
Produtos Naturais e Bioquimicos do Departamento de Quimica da UFRPE,
onde foram pesadas (350g), lavadas, trituradas e colocadas em bal&do
volumétrico de fundo redondo com capacidade de 5L, contendo agua destilada.
O baldo foi acoplado ao Clevenger e a extracao foi realizada pelo periodo de
duas horas. A partir da massa obtida na extracdo e da massa umida do material
vegetal, o teor do Oleo essencial extraido foi calculado pela equacéo sugerida
por Pimentel et al. (2006):



TO= Mdleo/ Mfolha x 100
onde TO se refere ao teor de 6leo; Mdleo corresponde a massa do 6leo, Mfolha

corresponde a massa fresca das folhas. O resultado foi expresso em % (p/p)
(RAGAGNIN, 2013).

Figura 1 - Liquidificador (A); Material vegetal processado (B); Aparelho
Clevenger utilizado para a hidrodestilagcéo (C).

Fonte: Arquivo pessoal
O hidrolato foi coletado e o Oleo foi extraido da fase aquosa por particéo,
com hexano destilado. Foi adicionado sulfato de sddio anidro a fase organica,
como agente secante. A fase organica foi filtrada e o hexano removido em
evaporador rotativo a vacuo a 40 °C e 27 rpm (Figura 2). O 6leo obtido foi
armazenado em recipiente de vidro ambar, bem fechado e mantido
acondicionado em freezer a uma temperatura de -20 °C para posterior

utilizacdo em experimentos.

Figura 2 — Rota-evaporador utilizado para separar o hexano destilado do 6leo
essencial de Curcuma longa.

Fonte: Arquivo pessoal



Andlise da composicao quimica

ApoOs a extragdo o Oleo foi analisado no Centro de Apoio a Pesquisa
(CENAPESQ) da UFRPE, por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia
de massas (CG-EM) (Figura 3).

A identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi realizada
por CG-EM da PerkinElmer utilizando-se uma coluna de capilaridade com silica
(30m x 0,25mm x 0,25m). A temperatura da coluna foi programada para 60 °C
até 240 a 3 °C/min. As temperaturas do injetor e detector foram de 240 °C e
280 °C, respectivamente. O gas de arraste foi o hélio, fluxo de 1,5 mL/min,
(1:50). Os espectros de massa foram obtidos a 70 eV por IE. A velocidade de
leitura de 0.5 scans™ de m/z 40 a 650. O 6leo essencial foi analisado por CG-
EM, e a identificacdo foi feita com base na comparacdo dos indices de
retencdo (VAN DEN DOLL & KRATZ, 1963), bem como por comparagao
computadorizada do espectro de massa obtido com aqueles contidos na
biblioteca de espectro de massas do NIST do conjunto de dados CG-EM
(ADAMS, 2007).

Figura 3 - Cromatografico gasoso acoplada a espectroscopia de massas (CG-
EM)

Fonte: Arquivo pessoal



RESULTADOS

O dleo essencial (OE) das folhas frescas do Acafréo da terra (Curcuma
longa) foi obtido com 0,347% de rendimento.

Foram identificados 98,52% dos constituintes quimicos (Tabela 1) dentre
mono e sesquiterpenos, dentre eles, foram reconhecidos como componentes

majoritarios: a-Phellandrene (33,19%), Terpinolene (29,00%) e B-Phellandrene

(13,315%).

TABELA 1 - Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas frescas de

Curcuma longa.

Compounds IR IR %
1. a-Pinene 921 932 1.90
2. \erbenene 959 961 0.37
3. Sabinene 966 969 4.73
4. B-Pinene 975 972 2.28
5. Myrcene 988 988 0.19
6. a-Phellandrene 997 1002 | 33.19
7. Mentha-1(7),8-diene 1000 1003 0.49
8. a-Terpinene 1007 1014 1.93
9. p-cymene 1014 1020 1.70
10. Trans-Rose oxide 1018 1122 2.72
11. p-Phellandrene 1021 1025 | 13.31
12. (2)-p-Ocimene 1033 1032 0.40
13. y-Terpinene 1045 1059 2.35
14. Terpinolene 1073 1086 | 29.00
15. p-Mentha-2,4(8)-diene | 1088 1085 0.84
16. Menthol 1167 1167 0.37
17. a-Terpineol 1181 1186 0.62
18. S-Caryophyllene 1429 1424 1.53
19. ar-Curcumene 1478 1479 0.39
20. a-zingiberene 1480 1493 0.23
Total 98.52
Monoterpenes 96.38
Sesquiterpenes 2.15

a Indices de retencdo calculados a partir dos tempos de retencado em relacdo aos de uma série de n-alcanos em uma coluna capilar

DB-5 de 30m. b indices de retenco linear da literatura. IR = indice de retencéo.




DISCUSSAO

Os 6leos essenciais podem ser utilizados em mudltiplas areas, tais como,
cosmeética, perfumaria, farmacoldgica, uma vez que seus constituintes sao
absorvidos pelos organismos via oral, cutanea, respiratoria e injetavel
(PISTORE et al., 2014). Diversos estudos avaliaram o 6leo essencial do
Acafrdo da terra, sua composicdo quimica, suas diferentes propriedades
biolégicas, sua utilizagdo como fitoterapico e obtiveram resultados variados
(KUMAR et. al., 2018; PRIYA et. al., 2012; AWASTHI, et.al., 2009).

Os componentes majoritarios: a-Phellandrene (33,19%), Terpinolene
(29,00%) e B-Phellandrene (13,31%) encontrados ja foram relatados como
principais constituintes do 6leo de folhas (AWASTHI, 2009) e corroboram com
resultados encontrados nos estudos de Kumar et al. (2018), onde os
componentes majoritarios foram: terpinolene (52,88%) e a-phellandrene
(21,13%); e Priya et al. (2012) onde os componentes majoritarios foram:
terpinolene (9,5%), a-phellandrene (4,8%) e B-Phellandrene (22,8%). Akbar et
al. (2018), em seu estudo observou que o teor do 6leo essencial extraido dos
rizomas do Acafrdo da Terra foi influenciado com a umidade relativa do ar e
com a precipitagcdo meédia. A produgdo de metabdlitos secundéarios pode ser
influenciada pela estacdo do ano em que a planta é coletada, por fatores
ambientais como fotoperiodo, temperatura, umidade, e por fatores bidticos,
como parasitas e patdogenos, podendo assim haver variagcdo na quantidade e
natureza dos constituintes ativos (DA SILVA et al., 2010; DA SILVA et al., 2016).
O que justifica as diferentes concentraces dos componentes majoritarios
encontradas pelos autores citados e nesse estudo.

Tais componentes majoritarios variam entre folhas e rizomas, de um
modo geral, estudos mostram que os principais componentes do 6leo essencial
dos rizomas sdo ar-, a- e R-turmerone (PERET-ALMEIDA et al., 2008;
FERREIRA et al., 2013). Importante salientar que folhas e rizomas possuem
componentes majoritarios especificos o que torna cada parte do vegetal Unica
e com possiveis acbes sinérgicas e bildgicas distintas, com importancia
singular para a industria farmacologica. Curcuminoides, encontrados como ar-
Curcumene (0,39%), representam cerca de 1% da composi¢cdo total do 6leo
essencial das folhas e dos rizomas (PERET-ALMEIDA et al., 2008; FERREIRA



et al.,, 2013) e esté relacionado as principais atividades biolégicas da C. Longa
(JAIN et al., 2007; ARAUJO et al., 2016).

Os compostos majoritarios encontrados no presente 6leo essencial ja
foram relatados em outros vegetais e tiveram diferentes acfes bioldgicas
avaliadas. Martinez et al. (2018) em seus estudos identificaram que os 0leos
essenciais de canela e cravo apresentam efeitos inseticidas em Tenebrio
molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae). Dos compostos analisados o a-
phandandrene presente no Oleo de canela apresentou toxicidade de contato
em larvas, pupas e adultos do coleoptera. Chaaban et al. (2019) testaram a
atividade inseticida do Oleo essencial das folhas de Curcuma longa contra
larvas de Lucilia cuprina e mostrou que o a-phandandrene foi toxico para L.
cuprina. Esses relatos mostram que o a-phandandrene pode ser um importante
composto natural no controle de insetos.

Lee et al. (2009) mostraram em seus estudos que o0 Oleo essencial de
pimenta de Sichuan (Zanthoxylum schinifolium) apresenta como componentes
majoritarios B-phandandrene, citronellal e acetato de geranil e seus
constituintes apresentaram atividade  anti-inflamatorias, suprimindo
significativamente a transcricdo génica da Oxido nitrico sintase e da ciclo-
oxigenase-2. Estevédo et al. (2013) em seus trabalhos com 6leo essencial de
Aroeira demonstraram uma melhora no processo cicatricial, onde o creme com
0 Oleo da aroeira a 5%, acelerou o processo de cicatrizacdo morfologicamente
e morfometricamente, devido aos compostos A® —Careno (30,09%), B-
felandreno (18,51%), a—Pineno (14,31%), anteriormente descritos por Barbosa
et al. (2007). Sendo assim o [B-felandreno pode apresentar acédo anti-
inflamatoria podendo assim ser Gtil como medicamento alternativo para o alivio
e retardamento das respostas inflamatérias.

Han (2017) em seu estudo com O6leo essencial de Abeto de Douglas
(Pseudotsuga menziesii) apresentou como principais componentes quimicos
beta-pineno (23%), sabineno (17%), terpinoleno (14%) e sugeriu com seus
resultados que o 6leo essencial do Abeto pode modular as respostas imunes e
0s processos de sinalizacdo tumoral. Tetali (2019) em sua revisdo mostra que
0S monoterpenos, identificados a partir de ervas e especiarias, sdo explorados
comercialmente ndo apenas pela industria de alimentos, mas também nos

produtos de consumo, como sabonetes, xampus, cremes dentais e até



repelentes de insetos. Segundo Agil (2007), os terpenos sdo a categoria mais
avancada e comprovada de intensificadores de penetracdo quimica
transepidérmica e sado considerados seguros pela Food and Drug
Administration. Dessa forma essa classe de compostos podem ter diversas
aplicagdes na insdustria, desde produtos de cosmética até a producdo de
medicamentos.

Os Oleos essenciais sao utilizados como drogas inteiras ou associados a
emolientes e demulcentes em diversos tratamentos (ESTEVAO et al., 2009).
Possuem atividades biolégicas investigadas por muitos pesquisadores (LEE et
al., 2009; PARVEEN et al., 2013; ESTEVAO et al., 2013; PRIYA et al., 2012).

Parveen et al., (2013) testou a atividade antimicrobiana do Oleo
essencial de folhas de C. longa, mostrando que o Oleo apresenta atividade
antibacteriana e antifungica significativa contra patdgenos humanos, dentre
eles, Fusarium miniformes, Bacillus subtilis. Kumar et al. (2018), investigou o
potencial anti-inflamatorio in vitro e in vivo do 6leo essencial das folhas de C.
longa revelando que este tem acdo em citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6,
IL1-B) e melhora a inflamag&o da pele sem qualquer efeito toxico sobre a
mesma. Priya et al. (2012) trabalharam com radicais livres de acido linoleico e
demonstraram que o 0Oleo essencial da folha de C. longa tem potencial para um
potente antioxidante natural. Segundo Kulac et al. (2013) um bom agente para
cicatrizacdo de feridas protege o tecido de infeccdo bacteriana, reduz a
inflamacé&o, atua como anti-oxidante e induz a proliferacdo celular para ajudar
na reconstru¢éo de tecidos danificados.

Tendo em vista a acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante
do 6leo essencial das folhas de C. longa relatadas na literatura é possivel que
0 mesmo possa contribuir de forma significativa para o processo de
cicatrizacdo de feridas. Os rizomas de C. longa j& sdo amplamente utilizados
na medicina popular e cientifica, porém as folhas sdo desperdi¢cadas, tornando-
se residuo. Em virtude das importantes atividades biologicas descritas do 6leo
essencial e por conter compostos quimicos com acfes farmacoldgicas
importantes também relatadas na literatura, fazem-se necessarios estudos in
vivo, com o uso do 6leo essencial das folhas dessa espécie para comprovar a

eficécia cicatricial.



CONCLUSAO

Conclui-se que o 6leo essencial do Acafrdo da terra (Curcuma longa)
tem substancias com bom potencial terapéutico justificando pesquisas em
diversas areas. Como perspectiva cientifica torna-se importante o estudo do
presente 6leo em tratamentos que envolvam processos de cicatrizacdo, a fim
de evitar desperdicio das folhas e originar novas descobertas para auxiliar o

processo de reparacao tecidual.
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ABSTRACT

The healing process is common to all living beings and can reconstruct the
tissue heritage that was interrupted. Several natural substances are already
used in wound healing. This work evaluated the effects of the ointment based
on essential oil of fresh leaves of Saffron of Earth (Curcuma longa) on the
healing of skin wounds in rats. Twenty adult males were used, as the wounds
divided into two groups: GT (wounds on the right, treated with ointment 10% of
the essential oil of Curcuma longa + vehicle) and GC (wounds on the left,
treated with ointment only with the vehicle). The animals were submitted to two
skin incisions, in the thoracic region, in the right and left antimers. Wounds were
measured after the surgical procedure with the aid of a digital caliper and
analyzed macroscopically on days 3, 7, 14 and 21 of the postoperative period
(PO). At the end of each experimental period, a biopsy was performed to
remove the entire wound area. The skin fragments were processed according to
the basic histological protocols, the sections stained with hematoxylin and
eosin,and were used for histomorphological and histometric tests to quantify
blood tissues. The data were submitted to the ANOVA test complemented by
the Tukey-Kramer test (P <0.05). The results revealed that the oil has a high
amount of a-Phandandrene (33.19%), Terpinolene (29.00%) and -
Phellandrene (13,315). A macroscopic assessment of the wounds shown as the
wounds of the TG showed better results when compared to the CG, despite not
showing any statistical difference. Our results demonstrated an important anti-
inflammatory action of this oil, with reduced crust, decreased inflammatory cells
and decreased blood vessels. It was possible to conclude that an ointment
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contains essential oil from Curcuma longa leaves with 10% of inflammatory
response of the healing process, being necessary new experiments to
determine the best treatment of this oil.

Keyword: Healing, Curcuma longa, Mice.

RESUMO

O processo de cicatrizagdo € comum a todos o0s seres vivos e tem
como finalidade reconstituir a continuidade tecidual que foi interrompida.
Diversas substancias naturais ja sao utilizadas na cicatrizacdo de feridas. Este
trabalho avaliou os efeitos da pomada a base de 6leo essencial das folhas
frescas do Acafrdo da Terra (Curcuma longa) na cicatrizacdo de feridas
cutdneas em ratos. Foram utilizados 20 machos adultos, as feridas foram
divididas em dois grupos: GT (feridas da direita, tratadas com pomada 10% do
Oleo essencial de Curcuma longa + veiculo) e GC (feridas da esquerda,
tratadas com pomada apenas com o veiculo). Os animais foram submetidos a
duas incisdes na pele, na regido torécica, nos antimeros direito e esquerdo e
as feridas receberam os respectivos tratamentos imediatamente apos o
procedimento cirdrgico e diariamente durante 21 dias. As feridas foram
mensuradas imediatamente apds o procedimento cirdrgico com auxilio de um
paquimetro digital e analisadas macroscopicamente nos dias 3, 7, 14 e 21 de
pos-operatorio (PO). Ao final de cada periodo experimental foi realizada biopsia
removendo toda area da ferida. Os fragmentos de pele foram processados
seguindo protocolos histolégicos basicos, os cortes foram corados com
Hematoxilina e Eosina, e foram utilizados para as avaliacdes histomorfoldgicas
e histométricas pela quantificacdo de vasos sanguineos. Os dados obtidos
foram submetidos ao teste ANOVA complementado pelo teste de Tukey-Kramer
(p<0,05). Os resultados revelaram que o 6leo possui elevada quantidade a-
Phellandrene  (33,19%), Terpinolene  (29,00%) e  B-Phellandrene
(13,315).Nossos  resultados demonstraram uma acgdo anti-inflamatoria
importante deste 6leo, com diminuicdo de crosta, diminuicdo de células
inflamatérias e diminuicdo de vasos sanguineos. Foi possivel concluir que a
pomada contendo 6leo essencial das folhas de Curcuma longa a 10% auxiliou
na resposta inflamatéria do processo cicatricial, sendo necessario novos
experimentos para determinar a melhor concentracdo deste 6leo em pomada
neste processo.

Palavras-chaves:Cicatrizacdo, Curcuma longa, pele, éleo essencial.



INTRODUCAO

A cicatrizagdo € um processo complexo que envolve uma sequéncia de
reacdes quimicas, fisicas, e bioldégicas com finalidade de reconstituir o tecido
lesado (GUERRA et al., 2018). No tratamento de feridas cutaneas se busca por
substancias que ajudem nesse processo de cicatrizagdo, tornando-o mais
rapido e eficiente (GHOSH & GABA, 2013).

As plantas sdo usadas como fonte de medicamentos desde os tempos
antigos e sao fonte de remédios para uma variedade de doencas nos dias de
hoje (GUERRA et al., 2018). Como exemplo, a Aroeira, a propolis e a Aloe vera
(ESTEVAO et al., 2013, BRANDAO et al., 2016, OLIVEIRA et al. 2016;) s&o
utilizadas na cicatrizacdo de feridas cutaneas.

A Curcuma longa, conhecida popularmente como acafrédo da terra ou
curcuma, é uma planta medicinal que tem sido alvo de diversas pesquisas nas
ultimas décadas (KUMAR, 2018). E nativa da india, porém cultivada no Brasil
devido as condi¢cBes climaticas favoraveis ao seu cultivo (MATA, 2004). Esta
classificada como Curcuma longa L. (sin. C. domestica) pertencente a familia
das Zingiberaceae.

O odleo essencial pode ser encontrado tanto nos rizomas, quanto nas
folhas da planta (KUANAR et al., 2009). Na industria as folhas sdo material
residual, o que gera desperdicio no processamento (SUETH-SANTIAGO et al.,
2015). Trabalhos demonstram que o Oleo essencial de Curcuma longa tem
diversas propriedades, entre elas: antifungico e antimicrobiano (PARVEEN,
2013), antiaflatoxigénico (FERREIRA, 2013), antioxidante (PRIYA et al., 2012),
anti-inflamatério (KUMAR et al., 2018), potencial angiogénico (ARAUJO et al.,
2016). Do ponto de vista de aplicacbes médicas, materiais antioxidantes, anti-
inflamatorios e que induzem angiogénese sdo importantes para aumentar a
proliferacdo celular ou promover a cicatrizacdo de feridas (SCHULZ et al.,
2003, AKBIK et al., 2014).

Tendo em vista as propriedades relatadas na literatura, o presente
estudo objetivou avaliar os efeitos da pomada a base de 6leo essencial das
folhnas de Curcuma longa a 10% na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos,

pela avaliacdo macroscopica, avaliacdo histomorfoldgica e histomorfométrica.



MATERIAL E METODOS

Animais e local: O experimento foi aprovado pelas Comissfes de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE (licengca n° 009/2020). O
experimento foi realizado no biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Foram utilizados 20 ratos Wistar albinos (Rattus norvergicus albinus), machos,
com peso corporal variando de 250 a 300g, 90 dias de idade, provenientes do
Biotério do DMFA- UFRPE. Os animais foram acondicionados em gaiolas
individuais, em ambiente com temperatura de 23 a 25 °C, ciclo claro/escuro
controlado de 12 em 12 horas; receberam racéo e agua a vontade.

Material botanico: Para analise do 6leo essencial foram utilizadas
folhas frescas de Curcuma longa. A coleta foi realizada entre os meses de Maio
e Junho de 2019, no Sitio Bom Mirar, na Br-408, Km 100, Penedo de Baixo,
Pernambuco. O indice pluviométrico da regido foi de 194.7mm em Maio e
358.3mm em Junho, de acordo com dados do IPA (Instituto Agronémico de
Pernambuco). Uma exsicata do material botanico foi depositada no Herbario
Professor Vasconcelos Sobrinho - PEUFR, n° de verificagdo: 54.924.

O processo de extragcdo do Oleo essencial foi realizado através da
técnica de hidrodestilacéo, utilizando o aparelho Clevenger. Apds a coleta, as
folhas foram levadas ao Laboratério de Produtos Naturais e Bioquimicos do
Departamento de Quimica da UFRPE, onde foram pesadas (350g), lavadas,
trituradas e colocadas em baldo com capacidade de 5L, contendo agua
destilada. O baldo foi acoplado ao Clevenger e a extragdo foi realizada pelo
periodo de duas horas. A partir da massa obtida na extracdo e da massa Umida
do material vegetal, o teor do 6leo essencial extraido foi calculado pela
equacao sugerida por Pimentel et al. (2006):

TO= Moleo/ Mfolha x 100
onde TO se refere ao teor de 6leo; Moleo corresponde a massa do 6leo, Mfolha
corresponde a massa fresca das folhas. O resultado foi expresso em % (p/p)
(RAGAGNIN, 2013).

ApoGs a extragdo o Oleo foi analisado no Centro de Apoio a Pesquisa
(CENAPESQ) da UFRPE, por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia
de massas (CG-EM) e a identificacdo foi feita com base na comparacéo dos
indices de retencdo (VAN DEN DOLL & KRATZ, 1963), bem como por



comparagdo computadorizada do espectro de massa obtido com aqueles
contidos na biblioteca de espectro de massa do NIST do conjunto de dados
CG-EM (ADAMS, 2007). Oleo obtido foi armazenado em recipiente de vidro
ambar, bem fechado e mantido em freezer até o experimento, a uma
temperatura de -20 °C.

Preparacédo das formulacdes. Foram preparadas duas formulacdes. A
formulacdo teste foi constituida por 6leo essencial das folhas frescas do
acafrdo da terra (Curcuma longa) na concentracdo de 10% incorporado ao
veiculo. A formulacao controle foi constituida apenas com o veiculo da pomada
(vaselina 80% e glicerina 20%). As pomadas foram manipuladas no Laborat6rio
de Farmacologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Procedimento cirdrgico. Para a realizacdo da incisdo cirargica foi
feita uma anestesia dissociativa utilizando cloridrato de xilazina a 2% e
cetamina a 10%, administrados por via intramuscular, nas doses de 20mg/kg e
100mg/kg, respectivamente. Apbés os animais foram posicionados em decuUbito
ventral e submetidos a antissepsia com clorexidina 2% e tricotomia das regides
toracicas dorso laterais direita e esquerda. Com auxilio de um punch
dermatologico com 8mm de diametro foram realizadas duas incisdes de pele e
tela subcutanea no antimero direito e esquerdo, com distancia minima de 2cm,
ficando exposta a fascia muscular adjacente. Foram formados dois grupos: As
feridas do lado esquerdo formando o grupo controle e as feridas do lado direito
formando o grupo tratado. Apés a mensuracdo das areas com paquimetro
digital, cada falha cutanea recebeu o tratamento de acordo com a metodologia
estabelecida para cada grupo experimental:

Grupo tratado (GT): aplicacao topica uma vez ao dia da pomada contendo 10%
do dleo essencial da folha de Curcuma longa;

Grupo controle (GC): aplicacéo topica uma vez ao dia da pomada contendo
apenas o veiculo;

Durante o tratamento foi dispensado, em cada ferida, 0,2mL de
pomada nos diferentes grupos, com auxilio de seringa descartavel de 1,0mL,
garantindo que a quantidade utilizada fosse igual para todos os animais. Os
animais foram avaliados nos dias 3, 7, 14 e 21 de p6s-operatério (PO).

Avaliacao clinica dos animais e das feridas. As avaliacdes clinicas

foram realizadas diariamente, observando-se o estado geral dos animais, a



presenca de hiperemia, edema, secrec¢ao, prurido, crosta, contragdo, tecido de
granulacao e tecido cicatricial.

Avaliacdo do fechamento das feridas. A mensuracdo da area das
feridas ao longo do experimento foi feita com o auxilio de um paquimetro digital
milimetrado para o acompanhamento da cinética de fechamento das mesmas,
utilizando-se a seguinte formula para determinacdo da area de uma elipse:
[(didametro maior/2)x(diametro menor/2)xPi], onde Pi é aproximadamente igual a
3,14. A fim de normalizar os dados, os resultados foram expressos como
porcentagem de fechamento relativo ao tamanho original da ferida, utilizando-
se a seguinte formula: [1-(area da ferida)/(area original da ferida)x100]. As
medidas foram feitas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 apés a confec¢ao das feridas.

Avaliacdes histomorfolégica e histométrica. As avaliacbes
histologicas foram realizadas no 3°, 7°, 14° e 21° dias de PO. Foram coletados
fragmentos de pele obtidos através de incisdo eliptica, abrangendo a pele
integra e todo o tecido em processo de cicatrizacdo. O material coletado foi
imediatamente fixado em formol tamponado a 10%, permanecendo por 24
horas. ApOs esses procedimentos, os fragmentos foram clivados e
desidratados em concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizados pelo
Xilol, impregnados pela parafina liqguida em estufa regulada a temperatura de
59° C e incluidos em parafina. Em seguida, os blocos foram cortados em
micrétomo rotativo do tipo Minot, ajustado para 5 micrdbmetros de espessura,
em modelo RM2125RT da Leica® Os cortes obtidos foram colocados em
laminas de vidro e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37 °C,
durante 24 horas, para secagem e colagem, conforme metodologia de Molinaro
et al. (2010). Em sequéncia, os cortes foram submetidos a técnica de coloracao
pela Hematoxilina-Eosina (H.E) para analise histomorfolégica e histométrica.

Para avaliagdo microscopica da evolugdo da cicatrizagdo utilizou um
sistema digitalizador e analisador de imagens onde estas foram capturadas por
camera Leica ICC50 HD e digitalizadas por computador através de Software
Leica LAS EZ. As fotomicrografias obtidas foram analisadas pelos programas
ImageLab, versdo 6.0 para quantificacdo de vasos sanguineos, que foi
realizada com o auxilio do contator manual.

A andlise morfolégica do tecido em cicatrizacdo foi realizada por

escores, em laminas coradas em HE fazendo-se uma varredura em todo o



processo cicatricial em diferentes objetivas e campos e avaliando os
parametros abaixo, segundo protocolo descrito por Estevao et al, 2019.
Delineamento e Andlise Estatistica. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), dividido em parcelas compostas
por dois tratamentos: (GT e GC), avaliados nos dias 3, 7,14 e 21 de pos-
operatério. A analise estatistica foi realizada através do software GraphPad
Prism 5.0 com os dados obtidos das variaveis: contracdo das feridas e
contagem de vasos sanguineos nos dias 3, 7,14 e 21 de PO. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, através do Two-way ANOVA
complementada pelo teste de Tukey, com significancia de 5% (p<0,05),

conforme Guimarées & Sarsfield (2007).

RESULTADOS

Perfil quimico do 6leo essencial das folhas de Curcuma longa

O oleo essencial (OE) das folhas frescas de Curcuma longa foi obtido
com 0,347% de rendimento. Foram identificados vinte compostos,
representando 98,52% do Oleo essencial; seus indices de retencdo e
percentual sdo apresentados na Tabela 1. Os componentes identificados com
maior percentual de concentracdo de acordo com seus indices de retencao
foram a-Phellandrene (33,19%), Terpinolene (29,00%) e B-Phellandrene
(13,315).

Tabela 1 - Composic¢ao quimica dos 6leos essenciais de Curcuma longa

Compostos IR? IR® %
1. a-Pinene 921 932 1.90
2. Verbenene 959 961 0.37
3. Sabinene 966 969 4.73
4, B-Pinene 975 972 2.28
5. Myrcene 988 988 0.19
6. a-Phellandrene 997 1002 | 33.19
7. Mentha-1(7),8-diene | 1000 1003 | 0.49
8. a-Terpinene 1007 1014 | 1.93
9. p-cymene 1014 1020 | 1.70
10. Trans-Rose oxide 1018 1122 | 2.72
11. B-Phellandrene 1021 1025 | 13.31
12. (2)-B-Ocimene 1033 1032 | 0.40




13. y-Terpinene 1045 1059 | 2.35
14. Terpinolene 1073 1086 | 29.00
-Mentha-2,4(8)-
15. e s ®)- | 1088 | 1085 0.84
16. Menthol 1167 1167 | 0.37
17. a-Terpineol 1181 1186 | 0.62
18. B-Caryophyllene 1429 1424 | 1.53
19. ar-Curcumene 1478 1479 | 0.39
20. a-zingiberene 1480 1493 | 0.23
Total 98.52
Monoterpenos 96.38
Sesquiterpenos 2.15

2 Indices de retenc&o calculados a partir dos tempos de retencdo em relagéo
aos de uma série de n-alcanos em uma coluna capilar DB-5 de 30m. P indices
de retencgdo linear da literatura. IR = indice de retengéo.

Avaliacdo macroscopica:
Macroscopicamente as feridas, nos GT e GC, apresentaram-se limpas,

sem sangramento, com pouca ou nenhuma hiperemia e pouco ou nenhum
edema em todos os animais durante o experimento.

Ambos os grupos apresentaram formacdo de crosta escura e firme
recobrindo toda a area da ferida. No grupo controle a camada de crosta foi
mais evidente a partir do 3° dia de pos-operatério (PO) evoluindo para uma
crosta irregular no 7° dia de PO. No grupo tratado a camada ficou igualmente
mais evidente no 3° dia pds-cirirgico, porém reduziu de tamanho e se
apresentou mais uniforme no 7° dia PO. No 14° dia apés a cirurgia, todos os
animais apresentaram area das feridas completamente reepitelizadas, exceto
um animal do grupo controle. No 21° dia de PO, as feridas ja estavam
completamente fechadas. As feridas do GT apresentaram menor area de

cicatriz quando comparadas com o GC, nos dias 14 e 21 de PO (Fig.1).



Figura 1 - Aspectos macroscoépicos das lesbes dos grupos GC e GT. Observar a
crosta menos espessa e de coloragéo clara na figura (B e G) do dia 3 de PO. Observar
no dia 7 na figura (C) a ferida apresenta uma crosta mais escura, irregular e com
didmetro maior do que a figura (H). No dia 14 e 21 observamos a figura (I e J) com
menor area de cicatrizagdo quando comparada com as figuras (D e E).

Dia0 Dia3 Dia7 Dia 14 Dia21

Grupo
Controle
(6C)

Grupo
Tratado
(6M

Avaliacdo da contracao da ferida:

A contracdo das feridas ocorreu em todos os grupos a partir do 3° dia

pos-operatorio. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

Grafico 1 - Cinética da contracdo da ferida em grupos tratados com
Curcuma longa e controle. Os resultados do fechamento da ferida foram
expressos como contracdo percentual em relacdo ao tamanho original ([area
da ferida inicial] - [area da ferida final] / [area da ferida inicial] x 100). Os dados

representam a média + DP, n = 10 feridas para cada tempo pés operatério e grupo.
(Two-way ANOVA).
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Avaliag&o histomorfoldgica e histométrica:

As andlises histomorfolégicas foram mensuradas em escores de acordo
com protocolo descrito por Estevao et al. (2019).

Na avaliagdo da formacéo crostosa no 3° e 7° dia PO, o GT apresentou,
em média, formacdo moderada de crosta enquanto as feridas do grupo controle
apresentaram crostas com formacao moderada a intensa (Fig. 2). No 14° e 21°
dias PO as crostas ja se apresentava ausentes em todas as feridas.

Com relacdo a reepitelizacdo, avaliado pela presenca e tamanho da
lingua epitelial em formacao, pdde-se notar tanto no grupo tratado quanto no
controle uma reepitelizagdo ausente a discreta no 3° dia PO, seguindo a
moderada no 7° dia PO em ambos os grupos (Figura 3). No 14° e 21° dias PO
todas as feridas ja4 se apresentavam completamente epitelizadas.

O processo inflamatorio é avaliado pela concentracdo de células
inflamatdrias no local da lesdo e apresentou caracteristicas moderada a
intensa, no 3° dia PO e intensa no 7° dia PO em ambos os grupos. No 14° dia
PO, o GC apresentou uma inflamacé&o ainda moderada, diferente do GT que ja
se apresentava discreta (Figura 4). O mesmo aconteceu ao 21° dia PO (Figura
5).

A vascularizacdo também foi avaliada pela intensidade de vasos
neoformados no tecido em formagcdo. A angiogénese foi mais marcante em
todos os tempos no GC. No 3° dia PO esta se mostrou intensa no GC e
moderada no GT. Foi possivel observar neste tempo que o GT apresentou
vasos neoformados com menor diametro quando comparados ao GC (Figura
6). No 14° e 21° dias PO a angiogénese diminui em ambos 0s grupos, porém o
GC ainda apresenta maior escore. Observou-se MEC mais preenchida no GT
(Figura 7).



Figura 2 - Fotomicrografias de cortes histologicos da pele de ratos Wistar com
trés dias de poOs-operatério. Observar crostas (setas vermelhas) em moderada
e acentuada quantidade nos animais dos grupos controle (A) e tratado (B),
respectivamente. Presenca do tecido inflamatério (setas amarelas) em
exacerbada e média quantidade nos animais dos grupos controle (A) e tratado
(B), respectivamente. Coloracdo H.E. (barra= 500 um).

AL

Figura 3 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos da pele de ratos Wistar com sete
dias de poés-operatério. Observar a lingua epitelial em formacdo discreta (seta
amarela) nos animais dos grupos controle (A) e tratado (B). Coloracdo H.E. (barra=
500 pm).
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Figura 4 - Fotomicrografias de cortes histologicos da pele de ratos Wistar com 14 dias
de pos-operatério. Observar uma maior organizacdo das fibras colagenas
neoformadas (seta amarela) nos animais do grupo tratado (B) do que no grupo
controle (A). Tecido inflamatério (setas pretas) discreto no grupo tratado (B) e mais
acentuado no grupo controle (A). Reepitelizacdo completa (seta vermelhas) em ambos
os grupos. Coloragéo H.E. (barra= 500 pm).

Figura 5 - Fotomicrografias de cortes histologicos da pele de ratos Wistar com 21 dias
de pos-operatério. Observar uma maior organizacdo das fibras colagenas
neoformadas (seta amarelas) no grupo tratado (B) e menor organizagdo no grupo
controle (A).Observa presenca branda de tecido inflamatério (setas vermelhas) no
grupo controle (A) e auséncia desse tecido no grupo tratado (B) Coloracdo H.E.




Figura 6 - Fotomicrografias de cortes histologicos da pele de ratos Wistar com trés
dias de poOs-operatério. Observar a presenca de vasos recém-formados de menor
diametro (seta amarelas) no grupo tratado (B) e capilares recém-formados, dilatados
no grupo controle (A) (setas vermelhas). Coloracao H.E. Aumento 400x.

Figura 7 - Fotomicrografias de cortes histologicos da pele de ratos Wistar com sete
dias de poOs-operatorio. Observar a presenca de capilares recém-formados de menor
didmetro (seta amarela) no grupo tratado (B) e de maior didmatro (seta vermelha) no
grupo tratado (A). Observa maior preenchimento da matriz extra celular (seta preta) no
grupo tratado (A) comparado com o controle (B). Coloragdo H.E. Aumento: 400x.

Na contagem de vasos sanguineos o GC apresentou maiores valores
guando comparados com o GT, mostrando diferenca significativa no 3° dia de
PO (Gréfico 2).



Gréfico 2 - Quantidade mediana de vasos sanguineos em feridas cutaneas em
ratos nos grupos tratado (GT) e controle (GC), nos dias 3, 7, 14 e 21 de pés-
operatorio. Observar significativa diferenca em quantidade de vasos no dia 3 de
PO do GC em relacédo ao GT. Os dados representam a média + SEM, n =5
feridas para cada tempo pOs operatorio e grupo. ** p <0,01 grupo tratado
versus grupo controle no 3° dia PO (Two-way ANOVA).
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Gréfico 3 —=Mensuracdo em escores da angiogénese, de acordo com protocolo
descrito por Estevao et al, 2019, em feridas cutdneas em ratos nos grupos
tratado (GT) e controle (GC), nos dias 3, 7, 14 e 21 de pds-operatdrio. Observa
maior angiogénese no GC do que no GT em todos os dias avaliados.
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Gréfico 4 —Mensuracdo em escores do tecido inflamatério, de acordo com
protocolo descrito por Estevéao et al, 2019, em feridas cutaneas em ratos nos
grupos tratado (GT) e controle (GC), nos dias 3, 7, 14 e 21 de pos-operatorio.
Observar maior presenca de tecido inflamatorio nos dias 14 e 21 de PO no GC
em relacdo ao GT.
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DISCUSSAO

Os componentes majoritarios: a-Phellandrene (33,19%), Terpinolene
(29,00%) e B-Phellandrene (13,315%) encontrados ja foram relatados como
principais constituintes do 6leo de folhas por Kumar (2018), Priya (2012) e
Parveen (2013), porém em concentracdes diferentes. Fatores ambientais como
fotoperiodo, temperatura, umidade, precipitagdo, condicbes do solo, e a
intensidade da radiagdo solar podem influenciar a biossintese de Oleos
essenciais (SILVA et al., 2016). Akbar et al. (2018) obseveram que o teor do
Oleo essencial extraido dos rizomas do Acafrdo da Terra foi influenciado pela
umidade relativa do ar e pela precipitacdo média. O que justifica as diferentes
concentracbes dos componentes majoritarios encontradas pelos autores e
nesse estudo.

Segundo Agil (2007), os terpenos sdo a categoria mais avancada e
comprovada de intensificadores de penetracdo quimica transepidérmica e séo
considerados seguros pela Food and Drug Administration. Além disso, o Oleo

essencial das folhas do Acafrédo de Terra possuem agdes comprovadas como



antimicrobianos (PARVEEN et al.,, 2013), bom potencial anti-inflamatorio
(KUMAR et al, 2018) e efeito antioxidante (PRIYA et al., 2012).

Parveen et al. (2013) testou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de folhas de C. longa, mostrando que o 6leo apresenta atividade antbacteriana
e antifungica significativa contra patégenos humanos, dentre eles, Fusarium
miniformes, Bacillus subtilis. Kumar et al. (2018), investigou o potencial anti-
inflamatorio in vitro e in vivo do 6leo essencial das folhas de C. longa revelando
gue este tem acdo em citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL1-B) e
melhora a inflamacé&o da pele sem qualquer efeito toxico sobre a mesma. Priya
et al. (2012) demonstraram que o Oleo essencial da folha de C. longa tem
potencial para um potente antioxidante natural. Segundo Kulac et al. (2013) um
bom agente para cicatrizacdo de feridas protege o tecido de infeccao
bacteriana, reduz a inflamagéo, atua como anti-oxidante e induz a proliferacéo
celular para ajudar na reconstrucéo de tecidos danificados.

A cicatrizacdo de feridas cutdneas segue um padrdao fisiolégico onde é
possivel observar fases de hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e
remodelamento (BALBINO et al., 2005). O tempo cicatricial depende de fatores
diversos, dentre eles, o tamanho, local e tipo de ferimento, fatores de agressao
como corpos estranhos, infeccdes, suprimento sanguineo adequado, dentre
outros. Neste experimento, seguimos um padrdo de feridas cutaneas
excisionais, padronizadas por protocolo descrito por Estevéo et al. (2019). Por
este modelo €& possivel testar medicamentos diversos com potencial
cicatrizante.

Ainflamacao é uma fase crucial da cicatrizacéo de feridas, muitas vezes
descrito como primeiro passo para uma regeneracéo ideal da pele (AKBIK et
al., 2017), porém respostas inflamatoérias ndo controladas podem levar a efeitos
indesejaveis e subsequentemente danos aos tecidos (JOE et al., 2004).
Nossos resultados demonstraram uma ac¢ao anti-inflamatoéria importante deste
6leo, com diminuicdo de crosta, diminuicdo de células inflamatérias e
diminuicdo de vasos sanguineos corroborando com os achados de Kumar et al.
(2018). Estes resultados divergem de algumas pesquisas utilizando o extrato
da Cdrcuma. Miah et al. (2017), trabalharam com extrato etandlico de

curcumina na cicatrizacdo de feridas. Seu estudo histopatoldgico revelou uma



menor inflamag&o no grupo controle nos dias 3 e 7 de PO em comparag&do com
0 grupo tratado.

Substancias com o potencial anti-oxidante favorecem o processo de
cicatrizacao, visto que os radicais livres sdo considerados a principal causa de
inflamacdo durante o processo de cicatrizacdo de feridas (MOHANTY et al.,
2012). Considerando ainda que a leséo tecidual causa no inicio um quadro
agudo de inflamacé&o, controlar possiveis infec¢gbes por microrganismo pode
potencializar o processo de reparo cicatricial (JOE et al., 2004).

Priya et al. (2012) mostraram que Oleo essencial da folha de Curcuma
pode servir como antioxidante e previnir danos mediados pelo estresse
oxidativo. Parveen et al. (2013) verificou que o 6leo essencial das folhas da
Carcuma apresenta atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus;
Bacillus subtilis ;Escherichia coli e Salmonella typhimurim e antifingica contra
Aspergillus Niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ficuum e Fusarium miniformes.
Por apresentar efeitos anti-oxidantes e acdo antibacteriana e antifingica €
possivel que a pomada contendo o 6leo essencial das folhas da Curcuma
tenha auxiliado no controle da fase inflamatoria, possibilitando uma melhor
resposta cicatricial, reduzindo a inflamacéo nos dias 14 e 21 de PO.

A angiogénese é fundamental para os processos de cura de tecidos,
pois auxilia no transporte de oxigénio e no transporte de células. Os fatores de
crescimento e outros mediadores estimulam as células endoteliais dos vasos
intactos dentro das margens da ferida, a migrarem para a area lesada,
diferenciando-se para formar novos capilares que brotam no lado externo dos
vasos. Estes juntam-se aos capilares originais e restauram o fluxo sanguineo
(BALBINO et al., 2005). Apesar do GT ter apresentado medias inferiores ao
GC na formag&o de novos vasos, esses demonstraram ser suficiente para
manter o0 processo de cicatrizacdo, no controle da inflamacdo e com

epitelizacdo em tempo adequado.

CONCLUSAO

Apo6s analise dos resultados obtidos neste experimento, concluimos
gue a pomada contendo 6leo essencial das folhas de Curcuma longa a 10%
auxiliou na resposta inflamatéria do processo cicatricial, embora ndo sendo

suficiente para melhorar a cinética de fechamento da ferida. Novos



experimentos deverdo ser realizados para determinar a melhor concentragao

deste 6leo no reparo tecidual de ferimentos cutaneos.
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Consideracgoes finais

ApoGs analise dos resultados obtidos neste experimento, concluimos
gue o 6leo essencial do Agafrdo da Terra (Curcuma longa) tem alto rendimento,
apresenta em sua composicao substancias com 6timo potencial terapéutico e a
pomada contendo 6leo essencial das folhas de Curcuma longa a 10% auxiliou
na resposta inflamatéria do processo cicatricial, embora ndo sendo suficiente
para melhorar a cinética de fechamento da ferida. Sugerimos que novos
experimentos deverdo ser realizados para determinar a melhor concentracao

deste 6leo no reparo tecidual de ferimentos cutaneos.



