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RESUMO

DE ALMEIDA, Lainerlani Simoura. M.Sc. Universidade de Vila Velha, ES. Agosto de
2019. Pomada de Padina gymnospora acelera o processo de cicatrizacéo
cutanea em ratos wistar. Orientadora: Profa. Dra. Girlandia Alexandre Brasil.
Coorientador: Prof. Dr. Marcio Fronza.

As algas marinhas sdo ricas em acidos graxos e polifenéis que possuem
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, promovendo o reparo de lesdes.
Poucas sao as alternativas para o tratamento de lesdes cutaneas, especialmente no
que diz respeito a melhora no aspecto global da lesdo. Sendo assim, o0 presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da pomada de Padina na cicatrizacdo de
feridas cutaneas in vivo. Ao todo, 52 animais tiveram o dorso tricotomizado e quatro
feridas foram feitas na pele de cada animal usando um punch de 15 mm. Na
sequéncia, os animais foram tratados topicamente com pomada de Padina a 25%
(Grupo P; n = 20); controle Lanovaselina com sal (Grupo LS; n = 20) ou controle
Lanovaselina sem sal (Grupo L; n =12). Todos os animais foram tratados diariamente
logo apds a lesdo. Apos 3, 7, 14 e 21 dias da cirurgia, os animais foram eutanasiados
com sobredose de anestésico (n = 5/grupo) e as feridas foram fotografadas para a
determinacao das taxas de fechamento. As feridas foram excisadas e armazenadas a
-80°C ou em tampdo formalina para as analises bioquimicas e histoldgicas,
respectivamente. Para a andlise histoldgica, as laminas foram desidratadas, fixadas e
coradas com hematoxilina/eosina (H/E) ou Picrosirius red e analisadas em
microscopio Optico. As laminas foram fotomicrografadas e posteriormente analisadas
utilizando o software Image J® para determinacdo da deposicéo de colageno e analise
do infiltrado inflamatério. Os tecidos congelados foram homogenizados e a atividade
da Mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) foram
determinadas utilizando técnica colorimétrica. O tratamento com Padina evidenciou
maior retracao da ferida nos dias 3 e 7 quando comparado ao grupo lanovaselina sem
sal. Na quantificacdo do colageno foi observada a reducéo na deposicdo do colageno
apos 7 dias de tratamento com Padina. O resultado do infiltrado inflamatério revelou
gue o tratamento com Padina foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatério nos dias 3,
7 e 14 da inducao da lesédo. Esses resultados foram acompanhados de reducao na
atividade de MPO ap06s 7 dias e de NAG apés 7 e 14 dias do tratamento com Padina
guando comparado ao grupo lanovaselina sem sal. Deste modo, podemos concluir
gue o tratamento com Padina acelerou o processo de cicatrizacdo in vivo, e que essa
atividade pode ser atribuida, pelo menos em parte, a reducao na resposta inflamatoria
tecidual.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacdo. Inflamacao. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

DE ALMEIDA, Lainerlani Simoura. M.Sc. Universidade de Vila Velha, ES. August
2019. Chronic treatment with methanolic extract of Padina gymnospora
promotes accelerated healing in vivo by anti-inflammatory mechanism.
Supervisor: Prof. Dr. Girlandia Alexandre Brasil. Co-Supervisor: Prof. Dr. Marcio
Fronza

Seaweed is rich in fatty acids and polyphenols that have antioxidant and anti-
inflammatory properties, promoting injury repair. There are but few alternatives for the
treatment of skin lesions, especially regarding the improvement of the global aspect of
the lesion. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of Padina ointment on
wound healing in vivo. In all, 52 animals were trichotomized on the back and four
wounds were made on the skin of each animal using a 15 mm punch. Following, the
animals were treated topically with P. gymnospora ointment at 25% (Group P; n=20);
Salted lanovaselin (Group LS; n=20) or Unsalted lanovaselin (Group L; n=12). All
animals were treated daily. At 3, 7, 14 and 21 days after surgery, the animals were
euthanized with an overdose of anesthetic (n=5/group) and the wounds were
photographed to determine closure rates. The wounds were excised and stored at -80
°C or in a formalin buffer for histological and biochemical analysis, respectively. For
the histological analysis, slides were dehydrated, fixed and stained with hematoxylin /
eosin (H / E) or Picrosirius red and analyzed under an optical microscope. The slides
were photomicrographed and subsequently analyzed using Image J® software for the
determination of collagen deposition and for the analysis of the inflammatory infiltrate.
Frozen tissues were homogenized and myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-B-D-
glycosaminidase (NAG) activity were determined using colorimetric technique. The
treatment with Padina evidenced greater wound retraction on days 3 and 7 when
compared to the Unsalted lanovaselin group. Collagen quantification showed a
reduction in collagen deposition after 7 days of treatment with Padina. The result of the
inflammatory infiltrate revealed that the treatment was able to reduce the inflammatory
infiltrate on days 3, 7 and 14 of lesion induction. These results were accompanied by
a reduction in MPO activity after 7 days of treatment, and of NAG after 7 and 14 days
of treatment with Padina when compared to the Unsalted lanovaselin group. Thus, we
can conclude that the treatment with Padina accelerated the healing process in vivo,
and that this activity may be attributed, at least in part, to the reduction in the
inflammatory tissue response.

KEYWORDS: Wound healing; Inflammation; Oxidative stress
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Resumo

As algas marinhas sdo ricas em acidos graxos e polifendis, substancias que
apresentam efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios. Dentre as espécies, as algas
marrons se destacam como a Padina gymnospora (Padina). Poucos séo os farmacos
utilizados para a cicatrizacdo de feridas, e estudos prévios mostram que a Padina
possui potencial cicatrizante. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
atividade cicatrizante da Padina e os mecanismos envolvidos. Para tanto, o extrato
metandlico foi preparado e o sal foi quantificado. Apds pronto, o extrato foi incorporado
a pomada de lanovaselina. Ratos Wistar machos com 2 meses de idade foram
separados em trés grupos: Controle (L) recebeu a lanovaselina (n = 12); Controle com
Sal (LS; n = 20), recebeu a lanovaselina com a concentragdo de sal da pomada de
Padina; Padina (P; n = 20), recebeu a pomada de lanovaselina com Padina (25%). Os
animais foram tricotomizados e foi realizada uma ferida com um punch metalico e
todos os tratamentos foram feitos diariamente. Os animais foram eutanasiados apos
3, 7, 14 e 21 dias da inducdo da lesdo. As lesdes foram fotomicrografadas e uma
biopsia da area da lesé&o foi retirada para analise histoldgica do infiltrado inflamatario,
quantificacdo de colageno e determinagdo da atividade da mieloperoxidade (MPO) e
N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Observou-se maior retracdo da lesdo dos
animais tratados com Padina apos 7 e 14 dias e esse resultado foi acompanhado de
reducdo no numero de infiltrado inflamatdrio tecidual e menor atividade das enzimas

MPO (7 dias) e NAG (7 e 14 dias). Com relacdo a colagénese, o extrato reduziu a
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deposicao de colageno apos 7 dias. Pode-se concluir que a Padina promoveu melhora
na cicatrizacao das feridas dos animais por meio de sua acao anti-inflamatéria, que

pode ser atribuida a composicdo quimica da alga.

Palavras-chave: Algas, Cicatriz, Inflamacao.

1 Introducéo

A pele é um 6rgao fundamental na defesa e protecéo do corpo contra danos externos,
sendo a primeira linha de defesa do organismo (GUNES et al.,, 2017). Quando a
mesma sofre alguma leséo, o organismo trabalha para reparar o dano, promovendo
de forma imediata uma resposta ao agente agressor, impedindo assim que a mesma
figue exposta a agentes fisicos e biologicos (LANDEN, STAHLE, 2016).

A pele é reparada por meio do processo de cicatriza¢do, o qual apresenta trés fases
— inflamacéo, formag&o de novo tecido e remodelamento, sendo que cada uma das
fases se sobrepde entre si (EPSTEIN, 1999). A inflamac&o é caracterizada pelo influxo
de polimorfonucleares, onde as principais células sao os neutrofilos e os macroéfagos.
No primeiro momento logo apds a lesdo 0s vasos sanguineos se contraem para
diminuir o extravasamento de sangue, ocorrendo agregacao de plaquetas e formacao
de coagulo, seguido pela vasodilatacdo (HART, 2002). Sinais celulares sao liberados
promovendo convocacdo de leucdcitos aquele tecido, dentre essas células os
neutréfilos desempenhardo papel importante, pois eles agem como a primeira linha
de defesa, levando a degradacdo dos agentes infecciosos e a retirada de tecido
necrético (REIKE et al.,, 2012; HARDING, MORRIS, PATEL, 2002). O principal
estimulo para a atracéo dos leucdécitos ao tecido cicatricial é a liberacéo de citocinas
e quimiocinas, como a interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
o fator de crescimento transformador-beta (TGF-B) entre outros (BROUGHTON,

JANIS, ATTINGER, 2006).

A medida que o processo cicatricial vai avangando o nimero de neutrdfilos diminui
enquanto o numero de macréfagos aumenta (MEYERS, HUDSON, 2013). Essas
células secretam proteases e fagocitam detritos presentes na ferida, além de
promoverem a sintese e liberacdo de citocinas e fatores de crescimento. Essas

sustancias tém papel importante no recrutamento e ativacao celular, sintese da matriz
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extracelular, a angiogénese e remodelamento tecidual (EMING, KRIEG, DAVIDSON,
2007).

Apés a fase inflamatoria, inicia-se o processo de proliferacdo, fase que ocorre a
formacdo do tecido de granulacdo caracterizado pela formacdo da nova matriz
extracelular, angiogénese e reepitelizacdo, os macrofagos, queratindcitos e
fibroblastos sédo as células mais atuantes nesta fase (HARDING, MORRIS, PATEL,
2002). O tecido de granulacdo preenche a ferida comecando da porcao basal até a
apical preparando o organismo para a fase de remodelamento (MEYERS, HUDSON
2013).

A Ultima fase da cicatrizacéo € a fase de remodelamento que promove a cura da ferida,
onde os macrofagos e fibroblastos sdo as células mais atuantes. O processo €
caracterizado pela substituicdo do colageno tipo Ill, pelo colageno tipo I, que por ser
mais espesso tém por funcdo aumentar a forca ténsil da ferida (CAMPOS, BORGES-
BRANCO, GROTH, 2007). Durante esta fase, ocorre a eliminacdo das células
inflamatérias remanescentes, pelo processo de apoptose, levando assim, ao
fechamento completo da ferida (MEYERS, HUDSON, 2013; HARDING, MORRIS,
PATEL, 2002).

O processo adequado de cicatrizacao de feridas depende da proliferagédo e migragcao
das células, portanto produtos naturais que possuem compostos que auxiliam a
migracdo de fibroblastos pode beneficiar o processo de cicatrizacdo de feridas
cutaneas (SYARINA et al., 2015).

Com isso, 0 uso de produtos naturais se torna importante, jA que para milhdes de
pessoas 0s tratamentos tradicionais sdo a Unica alternativa para os cuidados com a
saude, e que por isso tais produtos precisam de qualidade comprovada, bem como

gue seja assegurado o acesso a todos (WHO, 2013).

Nesse sentido, o bioma marinho € uma alternativa importante, por possuir espécies
ricas, do ponto de vista quimico e por existirem poucos estudos sobre as suas
propriedades biolégicas (PANDE et al., 2018). Ha de se destacar que as algas sao
ricas em carotenoides e acidos graxos e que os efeitos antioxidante e anti-inflamatorio
podem ser atribuidos a essas substancias (BALIANO et al., 2016; MIRANDA et al,
1998). Desse modo, estudos prévios demonstraram a capacidade cicatricial das algas
(MIRANDA et al, 1998; SYARINA et al., 2015; BALIANO et al., 2016).
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Dentre as algas presentes, a espécie Padina gymnospora (Padina) se destaca por
sua composicdo quimica rica em flavonoides, taninos (Polifenois) e acidos graxos
(PANDE et al., 2018; BALIANO et al., 2016). Em estudo prévio in vitro, foi demonstrado
gue o extrato metanolico de Padina possui potencial cicatrizante por mecanismos que
envolvem a inibicdo da sintese de Oxido nitrico e acdo anti-inflamatoéria (BALIANO et
al., 2016). Entretanto, até o presente momento nado foi realizado estudo in vivo

avaliando as propriedades cicatrizantes dessa espécie de alga.

Desse modo, a hipotese do presente estudo € que o tratamento com a Padina
promovera a aceleracdo do processo cicatricial, por meio da reducdo da inflamacéo

tecidual.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito da pomada Padina 25%
na cicatrizacéo de feridas in vivo e determinar a agdo do tratamento sobre a retracao

da ferida e deposicdo de colageno, bem como as propriedades anti-inflamatérias.

2 Materiais e métodos
Coleta da alga e obtencéo do extrato

A alga foi coletada na praia de Manguinhos, municipio da Serra- ES (-20.188062, -
40.190528). O material foi identificado pelo botéanico Dr. Levi Pompermayer Machado,
uma exsicata foi preparada e tombada no herbério da Universidade Federal do

Espirito Santo pelo Dr. Diogia Barata sob o nimero VIES 36052.

Apos a coleta do material, as algas foram limpas e congeladas a -80°C e em seguida
liofilizadas. O material seco foi entdo pulverizado em moinho de facas, e submetido
ao processo de extracdo por maceracao assistida com ultrassom utilizando metanol
(96°GL) como solvente. O extrato obtido foi concentrado em evaporador rotatério
(40°C; 100 rpm) até a obtencéo do residuo. O extrato da alga teve a quantidade de

sodio determinada utilizando fotdmetro de chamas (Tommasi analitica).
Formulacdo da pomada para tratamento

O extrato bruto obtido foi entdo incorporado em lanovaselina na proporcgéo de 7:3 de
vaselina liguida e lanolina (Farmax, Divinépolis, Minas Gerais; Lansinoh, Diadema,
Séao Paulo). A pomada obtida foi preparada na concentracdo de 25% de extrato de
Padina (GRAMMA et al., 2016).

Animais experimentais
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Foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus novergicus) com idade entre 2 e 3
meses e peso variando entre 250-300g. Os animais foram fornecidos pelo Laboratério
de Acompanhamento Experimental do Complexo Biopréaticas — UVV e mantidos em
gaiolas individuais com controle de umidade e temperatura, ciclo claro-escuro de 12h
e acesso a 4gua e comida ad libitum (racdo padréo para biotério. Probiotério, Moinho
Primor, S.A.). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Vila Velha (CEUA-UVV) sob o nimero 459/2017.

Inducéo da ferida e tratamento

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Cetamina e Xilasina (80 e 15
mg/kg, respectivamente) intraperitoneal. Apos anestesia profunda, os animais tiveram
seu dorso tricotomizado e limpo com &lcool 70%, e quatro feridas foram realizadas
utilizando um punch histolégico de 15 mm, atingindo a regido da dermo-epiderme. Os
animais foram entdo separados em trés grupos de tratamento, o grupo controle (L,
n=12) que teve as feridas tratadas com o veiculo (lanovaselina); o grupo controle com
sal (LS, n=20) que teve a ferida tratada com o veiculo lanovaselina acrescida de
cloreto de sédio em concentracdo semelhante a encontrada na pomada de Padina
(2260,00 mg/kg) e por fim o grupo Padina (P, n=20) que recebeu a pomada com o
extrato de Padina (25%) (GRAMMA et al., 2016). O tratamento foi iniciado logo apoés
a inducao da ferida e foi realizado diariamente por 3, 7, 14 e 21 dias de tratamento.

Foi aplicado quantidade suficiente da pomada para cobrir a ferida completamente.
Andlise da retracdo da lesdo

A eutanasia foi realizada apoés 3, 7, 14 e 21 dias da inducdo da lesédo (GRAMMA et
al., 2016). Para a avaliacdo da reepitelizacao as quatro Ulceras foram fotografadas no
dia da realizacéo da ferida e apds as eutanasias. Para tanto foi utilizada uma camera
digital (camera Sony DSC-HX1, Digital Still Camera, Japao). A medida da area das
lesdes foi quantificada utilizando o software livre Image J® (National Institutes of Health

— NIH, Bethesda, Maryland, EUA) e expressa em mm?2.
Andlise histolégica

Os animais foram eutanasiados nos dias 3, 7, 14 e 21 com uma superdose de
Tiopental (240 mg/kg). A les&o superior direita foi coletada por biopsia e fixada em
formaldeido tamponado a 10%. ApGs o processamento das amostras e a inclusdo de
parafina os cortes foram feitos em sec¢des de 5 um. As laminas foram coradas com

hematoxilina e eosina (H&E) e/ou Picrossirius red e analisadas em microscépio optico
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LEICA DM500 e (Leica Microsystems, Heerbrugg, Suica) no aumento de 400x para
quantificacdo do infiltrado inflamatoério e da colagénese, respectivamente. Ao todo, 6
fotografias foram obtidas de cada lamina.

Avaliacdo quantitativa por imagem do infiltrado inflamatoério

As amostras previamente preparadas, foram coradas com H&E e fotomicrografadas
no sentido derme superficial e derme profunda (6 imagens por lamina). As imagens
foram entdo analisadas usando o programa Image J® (NIH, EUA) (Noursadeghi et al.,
2008) utilizando o Plugin “Cell Counter”. Nessas imagens foram avaliados o infiltrado
inflamatorio, obtido pela contagem do numero de células inflamatérias em cada
lamina. O infiltrado inflamatorio foi representado pela média final do numero total de
células de cada lamina dos diferentes grupos e tempos de tratamento (GRAMMA et
al., 2016).

Avaliacdo de colagénese por imagem

Apoés o processamento, as amostras foram coradas com picrossirius red e imagens
foram capturadas no sentido derme superficial e derme profunda. A analise
morfométrica correspondente a area ocupada pelas fibras e foi determinada por
reconhecimento digital de densitometria e expressa como percentagem da area total
do campo utilizando Software Image J® (National Institutes of Health — NIH, Bethesda,
Maryland, EUA). A decomposicdo da imagem foi feita utilizando o Plugin “Colour
Deconvolution” e quantificada aplicando o Plugin "Threshold color” (ANDRADE et al.,
2011).

Andlise da atividade da mieloperoxidase

A dosagem da mieloperoxidade (MPO) foi determinada conforme descrito por
Gramma et al.,, 2016. Resumidamente 100 mg de tecido foi homogeneizado em
tampao fosfato (0,02M) e separado por centrigufacédo (15 minutos, 3000 rpm, 4° C), o
precipitado foi coletado e adicionado a solucdo de lise (NaCl 2%), novamente
homogeneizado e centrifugado, ao precipitado foi adicionado o tampéao fosfato:H-TAB
(0,05M) e apds nova homogeneizacao o sobrenadante foi armazenado. Para o ensaio
0 sobrenadante foi adicionado a solucdo tampdo do ensaio (NaPOs 0,08M), e
misturado ao 3,3",5,5 -tetramethylbenzidine (TMB; (Sigma Chemical Company — St.
Louis, MO, EUA), H202 e H2SOs4 (100 e 75uL, respectivamente), seguido de
aquecimento em estufa. A leitura foi realizada a 450nm em leitor de placas (FilterMax
F5 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices). Os resultados foram expressos
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em numero de neutréfilos x 103%mg de tecido, através de uma curva padrdo
relacionando o numero de neutréfilos com a absorbancia do homogenato (MORENO
et al., 2006).

Atividade enzimatica da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)

O ensaio da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), foi realizado conforme descrito por
Negrdo et al., 2010. Em resumo, as amostras de pele (100 mg) previamente
homogeneizadas (3pL) foram misturadas ao tampéo de reacédo (22uL; Brometo de
hexadeciltrimetilamoénio, NaPO4 0,05M), a solugdo de 2,2 mM de NAG (30ul; p-
nitrophenyl-2-acetamide-f-D-glucopiranoside) e 50ul de tampéao de citrato (50 mM, pH
4,5), a mistura foi incubada por 60 minutos a 37°C. A leitura foi realizada em 400nm
em leitor de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices)
sendo os resultados expressos em atividade de NAG/mg de tecido (Absorbancia 400

nm/ml de cada amostra).
Andlise estatistica

Os resultados tiveram a normalidade avaliada por meio do teste de Shapiro-wilk. Os
resultados foram analisados por meio de analise de variancia de duas vias (ANOVA),
seguido pelo teste post hoc de Tukey, sendo considerados diferentes os quando p <
0,05.

3 Resultados
Determinacao da retracdo da ferida

O tratamento crénico com a pomada de Padina promoveu aceleragéo significativa no
processo de cicatrizacdo ap6s 3 (P:67,67+2,61) e 7 (P:36,49+2,98) dias, quando
comparado ao grupo controle L e LS (3 dias L: 73,85+1,05 e 7 dias L: 45,77+1,77)
(p<0,05). Além disso, foi possivel observar que o sal adicionado a pomada
proporcionou um retardo no processo de cicatrizacdo apos 3 dias (LS:85,56+2,58)
guando comparado a L (p<0,05). Esse efeito ndo foi observado nos demais tempos

de avaliacdo do processo de reparo tecidual cutaneo (p > 0,05) (Figura 1).
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Figura 1. A aplicacdo tépica da pomada de Padina a 25% (P) promove aceleragdo no processo de
cicatrizacéo nos dias 3 e 7 pos tratamento e o controle tratado com lanovaselina acrescido de sal (LS),
promove retardo da cicatrizacdo no dia 3 pos tratamento. Os dados sdo apresentados como médiat
erro padrdo da média. *p<0.05 comparado a L e #p<0.05 comparado a LS; Resultados analisados por

meio de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
A retracdo das feridas € melhor visualizada na Figura 2, onde estdo as imagens

representativas das lesdes apoés 3, 7, 14 e 21 dias de tratamento.

Dia 0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21

LS

Figura 2. Imagens representativas das lesGes dos animais apds as bidpsias. Tratamentos realizados
com Padina (P), Lanovaselina (L) e lanovaselina com sal (LS). As eutanasias foram realizadas apés 3,

7, 14 e 21 dias da inducéo das les@es e inicio dos tratamentos.
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Avaliacdo do infiltrado inflamatorio

O resultado da densidade celular de células inflamatérias totais no tecido da leséo foi
avaliado por meio da andlise histoldgica das biopsias das feridas coradas com (H&E)
e estdo apresentados na Figura 3. Observa-se que o tratamento com Padina foi capaz
de reduzir o infiltrado inflamatoério apés 3, 7 e 14 dias da inducdo da lesdo quando
comparado aos grupos L e LS (p < 0,05). O tratamento com lanovaselina acrescida
do sal residual presente no extrato seco da Padina nédo alterou significativamente o
infiltrado inflamatdrio nos animais, apresentando resultados comparaveis ao grupo

controle (L).
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Figura 3. Determinacgédo do infiltrado inflamatério apds o tratamento com pomada de Padina. Reducéo
no infiltrado inflamatério apés 3, 7 e 14 dias do tratamento com pomada de Padina a 25% (P) e os
controles tratados apenas com lanovaselina (L) ou lanovaselina acrescido de sal (LS). Os dados sao
apresentados como médiat erro padrao da média. *p<0.05 comparado a L; # p<0,05 comparado com

LS. Resultados analisados por meio de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Determinacdo da colagénese

A determinacdo da deposicdo de colageno foi realizada por meio de analise de

densitometria 6ptica das laminas histologicas coradas com picrossirius red. O
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tratamento com Padina promoveu reducéo na deposicao de colageno apods 7 dias da

inducao da lesdo quando comparado com o0s grupos L e LS.
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Figura 4. Efeitos do tratamento crénico com Padina (P) e lanovaselina acrescida (LS) ou nao de sal (L)
no contetido de colageno no tecido da ferida, bidpsias nos dias 3, 7, 14 e 21 ap6s a lesdo. Contetudo
de colageno determinado por densitometria digital usando o software Image J®. Os dados séo
apresentados como médiat erro padrao da média. * p<0.05 comparado a L; #p<0,05 comparado com

LS; Resultados analisados por meio de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Andlise da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A presenca de neutrdfilos foi determinada através da atividade da MPO nas biopsias
realizadas nos dias 3, 7, 14 e 21. O tratamento foi capaz de promover reducédo na
atividade da MPO ap0ds 7 dias de tratamento quando comparado com os grupo L e LS
nos dias 3, 7, 14 e 21 po6s-tratamento.
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Figura 5. Acimulo de neutrdfilos teciduais determinados pela mieloperoxidase (MPO). Reduc¢éo da
atividade da MPO no 7 dia de tratamento com pomada de Padina (P). Os dados sdo apresentados
como médiax erro padrao da média. * p<0.05 comparado a L; #p<0,05 comparado com LS; Resultados

analisados por meio de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Atividade enzimatica da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)

A quantificacdo da enzima NAG, expressa em macréfagos ativos serve como
marcador da inflamacéo. Foi observada a reducdo na atividade da enzima apos 7 e

14 dias do tratamento quando comparados com o0s grupos L e LS.
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Figura 6. Acumulo de macro6fagos teciduais determinados pela Atividade enzimatica da N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG). Redugéo da atividade da NAG no 7 e 14 dias de tratamento com pomada de
Padina (P). Os dados sdo apresentados como médiat erro padrdo da média. *p<0.05 comparado a L;
# p<0,05 comparado com LS. Resultados analisados por meio de ANOVA de duas vias, seguida pelo
teste post-hoc de Tukey.

4 Discussao

O principal achado do presente estudo foi que o tratamento com a Padina é capaz de
acelerar a cicatrizacdo das feridas cutaneas em ratos wistar por mecanismos que
envolvem a redugcdo do processo inflamatério na lesdo no 3, 7 e 14 dias pés

tratamento.

Observou-se melhora na retracédo da lesdo apés 3 e 7 dias do tratamento com Padina,
qgquando comparado ao grupo controle. Estudo prévio realizado por Baliano e
colaboradores (2016) sugerem que a alga P. gymnospora poderia promover melhora
na cicatrizagdo de feridas, utilizando modelo experimental in vitro, em cultura de
células, no qual foi observado que o extrato da Padina estimula a proliferacdo e
migracéo de fibroblastos, contribuindo ao processo de reepitelizagéo, o que corrobora
com a reducdo da area da lesdo observada neste trabalho. O estudo de Baliano e
colaboradores (2016) ainda demonstrou a inibicdo da producdo de Oxido nitrico,

indicando possivel efeito anti-inflamatério para a Padina.
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A presenca de microorganismos em lesfes cutaneas interfere no processo de
cicatrizacdo por aumentar a fase inflamatéria, seja pela presenca in situ das bactérias
ou mesmo por liberacéo de suas endotoxinas, no tecido (SERRA et al., 2017). O efeito
antimicrobiano demonstrado no estudo de Baliano e colaboradores (2016) pode ter
contribuido para o fechamento da ferida. Nosso estudo, portanto, confirma o resultado

de Baliano e colaboradores (2016), agora utilizando animais experimentais.

A justificativa para o resultado do presente estudo é a composi¢cao quimica da alga,
rica em compostos antioxidantes e antiinflamatérios, como polifendis e acidos graxos
(GUNES et al., 2012; BALIANO et al., 2016). Baliano e colaboradores (2016) relataram
a presenca de onze compostos organicos no extrato metandlico de P. gymnospora
entre eles os acidos oleico, linolénico, linoleico e araquidénico. Sabe-se que esses
compostos estdo presentes has membranas biolédgicas, logo, o fornecimento desses
acidos facilitaria 0 processo de cicatrizacdo. Ademais, sabe-se que eles podem
interferir em processos intracelulares, sendo utilizados como fonte de energia, além
de reduzirem a inflamacéo, por alterarem a via de formacao de prostaglandinas pelo
acido araquidénico (HATANAKA, CURI, 2007; FERREIRA et al., 2012).

Além da presenca dos acidos graxos, o género Padina possui em sua composicao
outras substancias quimicas, como polifendis e flavonoides (AL-ENAZI et al., 2018).
Sabe-se que essas substancias promovem a reducao do estresse oxidativo, e ainda,

sdo capazes de reduzir a inflamacéo tecidual.

A acdo antioxidante desses compostos se da por duas vias principais, eles podem agir
diretamente sobre as espécies reativas de oxigénio (ROS) presentes nos tecidos, ou
ainda, ativar fatores de transcricdo como o fator nuclear relacionado ao eritroide 2
(NRF2) que geram o aumento da transcricdo de genes relacionados com a formacgéao
de enzimas antioxidantes, bem como anti-inflamatérias (GARZON-CASTANO et al.,
2018).

Dessa forma, sabe-se que os polifendis agem como anti-inflamatérios, pois impedem
0o dano tecidual causado pelas ROS, o que reduz a ativacdo dos linfocitos e
consequentemente ha reducdo na inflamacéo tecidual. Adicionalmente, ha a
transcricdo de genes que sdo anti-inflamatorios, levando a producéo de citocinas anti-
inflamatorias e promovendo a melhora global da lesédo (AL-ENAZI et al., 2018;
GARZON-CASTANO et al., 2018). Além dessa caracteristica, os flavonoides também
possuem efeito antimicrobiano, o que, no processo de cicatrizagdo, € extremamente

importante, j& que atrapalham o processo cicatricial. Ademais, os flavonoides
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favorecem a retracéo da ferida e aumentam a taxa de epitelizacdo (PANIGRAHI et al.,
2011).

No presente estudo foi possivel observar redugdo no processo inflamatério,
demonstrado pela reducéo no infiltrado inflamatoério e na atividade das enzimas MPO
e NAG, que indicam indiretamente a atividade dos neutrofilos e macrofagos presentes

na lesao.

Através do ensaio da MPO foi evidenciada a ac¢do da Padina na reducdo do
recrutamento dos neutréfilos no sétimo dia de tratamento. Os neutréfilos agem no
processo inflamatério no controle da infeccdo por patdégenos e remocdo de
substancias indesejaveis. No entanto podem causar dano tecidual (ANDRADE et. al.,
2011). Eles produzem enzimas hidroliticas e proteinas bactericidas como a MPO,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
(ANDRADE et. al.,, 2011). O aumento do numero de neutréfilos e o aumento da
concentracdo de ROS pode levar a graves consequéncias, entre elas a diminui¢cdo do
processo de cicatrizacdo devido a danos nas membranas celulares, transformacgao
neoplasica, DNA, proteinas e lipidios (VITTORAZZI et al., 2015). A enzima NAG
avaliada no presente estudo demonstrou menor atividade no grupo tratado com
extrato de Padina no sétimo e décimo quarto dia. Fato importante ja que a NAG é uma
enzima lisossébmica altamente expressa em macréfagos ativados, sendo um
importante marcador inflamatério (COSTA et al, 2013). Sendo assim o ensaio da MPO
e da NAG serve como importante marcador inflamatério e, em conjunto, os dados
demonstram que houve reducdo no processo inflamatério. Entretanto no 7 dia de
tratamento houve reducéo do infiltrado inflamatério, MPO e NAG o que demonstra que
o efeito anti-inflamatério da pomada de Padina se da com mais efetividade no 7 dia

de tratamento.

Apés a fase inflamatéria comeca a fase de proliferacdo que € importante para a
recuperacao total do tecido. Durante a proliferacdo é formada a matriz extracelular
composta de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e colageno, sendo que o colageno
€ a proteina mais importante do tecido que forma a pele (SCHREML et al., 2010).
Falha na formacdo do novo tecido pode produzir cicatrizes hipertréficas, causando
uma aparéncia indesejada na cicatriz (SHIH et al., 2010). O presente estudo
demonstrou diminuicdo na producéo de colageno no 7 dia pés tratamento dos animais
tratados com pomada de Padina. Contudo, ao final dos tratamentos ndo houve

alteracdo na producéo de colageno entre os trés grupos de tratamento.
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Estudo realizado por Gunes e colaboradores (2017) avaliou o potencial cicatrizante in
vitro de extrato de Spirulina platensis. Foi observada acdo cicatrizante apos
tratamento in vitro em cultura de células, ocorreu aumento da proliferacdo e migracéo
celular de fibroblastos e queratindcitos humanos, este resultado foi atribuido a
atividade antioxidante da alga. A Spirulina platensis € rica em flavonoides, alcaloides
e triterpenoides, componentes que apresentam efeitos antioxidante e antimicrobiano,

e gque favorecem a contracdo da ferida e a sua epitelizacdo (SYARINA et al., 2015).

A presenca de acidos graxos também € um componente importante na inflamacéao.
Estudo in vitro realizado por Robertson e colaboradores (2015) mostraram o efeito dos
acidos graxos na atividade anti-inflamatoria através dos perfis de &cidos graxos,
pigmentos e lipidios com a participacdo de trés algas vermelhas (Palmaria
palmata, Porphyra dioica, Chondrus crispus) e uma microalga (Pavlova lutheri). Em
comparacao com o controle ndo tratado os extratos de algas inibiram varios genes
inflamatérios em macré6fagos THP-1. O extrato foi capaz de diminuir a producao de
citocinas inflamatérias e regular genes envolvidos nas vias de sinalizacdo da

inflamacé&o.

Estudo in vitro utilizando a alga P. gymnospora, avaliou atividade cicatrizante de
extrato metandlico dessa alga, mostrando que a mesma ndo apresenta efeito
citotoxico em células de fibroblastos de camundongos e linhagem de carcinoma
ovariano humano, independente das concentracfes utilizadas no experimento. O
estudo também demostrou a diminuicdo da concentracdo de NO, composto que em
doses baixas contribui para o crescimento endotelial (XING et al., 2015), resultando
em maior proliferacao de fibroblastos. O estudo in vitro evidenciou que a Padina pode
ser um agente antimicrobiano promissor, uma vez que foi capaz de inibir o crescimento
de Staphylococcus aureus, comumente presente em feridas de pele. O estudo
concluiu que a presenca de acidos graxos em sua composicdo quimica foi
fundamental para o efeito positivo da pesquisa e que a capacidade de inibir o éxido
nitrico, componente importante na regulacédo da proliferacdo celular, juntamente com
a capacidade antimicrobiana da alga em estudo (BALIANO et al., 2016), demonstra

gue a Padina € um agente promissor no processo de cicatrizacao de feridas.

Portanto, substancias antioxidantes e anti-inflamatérias como acidos graxos, e
polifendis (GUNES et al., 2012; BALIANO et al., 2016), presentes no extrato
metandlico da alga sdo fundamentais para o sucesso da cicatrizacdo de feridas,

protegendo contra o dano oxidativo causado pelos radicais livres.
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5 Conclusao

Em concluséo, pode-se evidenciar que o uso da pomada de Padina 25% acelerou o
fechamento da ferida em ratos Wistar no 3 e 7 dias de tratamento e que previne a
super-expressdo da resposta inflamatéria, diminuindo o infiltrado inflamatorio,
favorecendo o processo de cicatrizacdo. Nesse contexto, a pomada de Padina 25%

pode ser um agente promissor no tratamento de lesdes do tecido cutaneo.
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