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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas mostra-se como um evento complexo que envolve
diferentes células e moléculas capazes de interagir para proporcionar a
reconstituicdo do tecido. Neste estudo avaliou-se o efeito tépico do triterpeno
pentaciclico uvaol, no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas experimentais.
Para tal, feridas excisionais foram realizadas no dorso de camundongos Swiss, cujas
contracdes foram avaliadas em diferentes dias apés o procedimento cirdrgico, e
depois do tratamento com uvaol, Fibrase® ou solucéo salina (NaCl, 0,9%). No dia 9,
0s animais tratados com uvaol apresentaram uma reducdo significativa na area da
ferida, quando comparados com os controles. A andlise histolégica mostrou que o
uvaol induziu uma melhor organizacdo tecidual, bem como um aumento na
deposicdo de colageno em relagcdo ao grupo tratado com solucdo salina. Foi
demonstrado que o tratamento tépico de uvaol ndo causou toxicidade sistémica nos
parametros determinados neste estudo e durante o tempo do processo de
cicatrizacdo avaliado. Ainda, esse triterpeno nao interferiu no perfil celular sanguineo
e nem alterou o peso dos animais apés o tratamento. In vitro, o uvaol ndo induziu
alteracdes na viabilidade de fibroblastos humanos, indicando auséncia de efeitos
toxicos associados ao uso. Quando incorporado a um creme, 0 uvaol manteve sua
propriedade de cicatrizar feridas cutaneas, indicando que este principio ativo
mantém suas propriedades mesmo quando sob formulacdo farmacéutica. Em adicéo,
o tratamento cutaneo em pele integra com a formulacédo ndo produziu alteracdes nas
areas tratadas, reforcando a auséncia de efeitos indesejaveis associados ao uso do
medicamento. Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram, pela primeira
vez, os efeitos cicatrizantes do uvaol na terapia de feridas cutaneas.

Palavra-chave: Uvaol. Cicatrizacdo. Terpeno. Inflamacéo.



ABSTRACT

Wound healing is a complex event which involves various cells and molecules
capable of interacting to provide for reconstruction of the tissue. In this study we
evaluated the effect of pentacyclic triterpene, uvaol, in the process of healing of
experimental wounds. Thus, excisional wounds were made on the dorsum of Swiss
mice, which wound contractions were evaluated under treatment with uvaol,
Fibrase® or NaCl (0.9%) on different days after surgical procedure. On day 9 after
surgery, uvaol treated mice showed a significant reduction in wound area compared
to the controls. Histological analysis showed that uvaol was able to induce an
adequate tissue organization as well as an increase in collagen deposition when
compared to the group treated with saline. Furthermore, this study demonstrated that
topical treatment of uvaol was not able to cause systemic toxicity in parameters
determined in this study and for the duration of the healing process assessed.
Moreover, this triterpene did not interfere with both animal weight and profile cell
blood during the period of treatment. In vitro, uvaol was not able to induce changes in
viability of human fibroblasts, indicating absence of toxic effects associated with its
use. When incorporated into a cream, uvaol kept its property to heal wounds,
indicating that this active ingredient retains its properties even when under
pharmaceutical formulation. In addition, skin treatment on skin with this formulation
did not induce changes in the treated areas, reinforcing the absence of undesirable
effects associated with medication. Together, the results of this study demonstrate for
the first time the healing effects of uvaol in therapy of skin wounds.

Keywords: Uvaol. Wound healing. Terpene. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

As Feridas cutaneas afetam diretamente a qualidade de vida do paciente e
mostram-se como um sério problema clinico quando ha comprometimento no curso
do processo cicatricial, tornando o individuo suscetivel a infeccbes que podem
evoluir para quadros clinicos mais severos como a sepse (KUMAR et al., 2007,
MACDONALD; GEYER, 2010). Dados precisos sobre a incidéncia de feridas na
populacdo sdo escassos em muitos paises, mas nos Estados Unidos estima-se que
cerca de 7 milhdes de pessoas sofram a cada ano com problemas decorrentes de
falhas no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas (PETRIE; YAO; ERICKSON,
2003). Na india, estudos epidemiolégicos revelaram que a prevaléncia de feridas
cronicas afeta cerca de 5 pessoas a cada 1000 habitantes, enquanto que as feridas
agudas atingem 11 pessoas em cada 1000 habitantes (GUPTA et al., 2004),
constituindo portanto uma questdo de saude importante, com impacto
socioeconémico consideravel. Apesar dessa grande prevaléncia, paises como india
e China, por exemplo, sdo detentores de praticas tradicionais antigas e possuem
informacdes valiosas de varias plantas que sdo usadas por curandeiros tradicionais

para o tratamento de feridas e queimaduras cutaneas (FU, 2005).

A populagéo brasileira apresenta enorme aceitagdo ao uso tradicional de
produtos naturais como terapia alternativa. Provavelmente um dos fatores que
contribuem para esta situacdo € a grande biodiversidade disponivel; supbe-se que
cerca de 20% de toda a diversidade de plantas e microrganismos existentes no
planeta esteja em solo brasileiro (CALIXTO, 2005). Entretanto, as pesquisas sobre o
potencial cicatrizante de produtos de origem natural obtidos de plantas nativas do
Brasil ainda sdo escassas (KUMAR et al., 2007). Mesmo assim, a diversidade
molecular encontrada nessas plantas é a principal razdo que tem motivado varias
corporacOes farmacéuticas a direcionarem seus estudos na busca de prototipos que
possuam atividades inibitérias ou antagonistas com alvos bioldgicos bem definidos
(CALIXTO, 2005).

As substancias biologicamente ativas presentes nas plantas sdo chamadas de

metabolitos secundarios e sao produzidas através de rotas biossintéticas diversas,
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cujos compostos de partida sdo os metabdlitos primérios, nos quais se incluem os
carboidratos, proteinas e lipideos, que séo essenciais para as funcdes vitais da
planta (CHEN et al., 2002). Atualmente sdo conhecidos 140.000 metabdlitos
secundarios que apresentam diversidade de esqueletos e grupamentos funcionais.
De acordo com a estrutura e/ou origem biogénica, os metabdlitos secundarios
podem ser divididos em diferentes grupos, tais como: esteroides, alcaloides,

flavonoides, taninos, cumarinas, lignanas, terpenos etc (DZUBARK et al. 2006).

Os metabdlitos secundarios, como moléculas biologicamente ativas, podem
interferir em varios mecanismos ou mediadores envolvidos no processo inflamatorio,
tais como: metabdlitos do acido araquidénico, peptideos, citocinas, enzimas (NOS,
COX-2, fosfolipase A2), producdo de segundos mensageiros (proteina-quinase,
cGMP, cAMP) e fatores de transcrigdo (NF-kB, AP-1) (CALIXTO, 2005).

Dentre os metabdlitos secundarios de grande repercussao devido a ampla
diversidade de efeitos farmacoldgicos encontram-se o0s terpenoides. Esses
compostos constituem o maior grupo de metabdlitos secundarios dos vegetais
encontrados em todas as partes da planta, tais como as folhas, pélen, frutas e
sementes (MAHATO et al., 1988; MIURA et al., 1999) e distribuem-se amplamente
na natureza, sendo identificados aproximadamente 30.000 compostos (DZUBARK et
al. 2006).

O triterpenoide pentaciclico uvaol vem despertando interesse devido aos
efeitos terapéuticos associados ao seu uso, como as acdes antioxidante,
antitrombdtica e antibacteriana (ALLOUCHE et al., 2010; MARTINS et al., 2011). Em
sintonia com estas observagdes, nosso grupo demonstrou recentemente que o uvaol
apresenta ainda efeitos antialérgico (AGRA, 2012) e imunomodulador (MELO, 2013).
Porém, apesar desses efeitos associados ao uso do uvaol, ainda ndo ha uma
descricdo de suas possiveis acdes cicatrizantes. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito cicatrizante do triterpenoide uvaol utilizando o modelo

experimental de ferida cutanea excisional em camundongos.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial efeito cicatrizante do uvaol no modelo experimental de

ferida cutanea excisional em camundongos.
2.2 Objetivos Especificos

" Avaliar o efeito tépico do uvaol sobre o grau de reparacédo da lesdo em
cicatrizacdo sob aspectos macroscopicos;

. Investigar o efeito do uvaol na organizacao tecidual apos o processo de
cicatrizacdo em feridas, utilizando parametros microscopios;

. Analisar os possiveis efeitos toxicos do uvaol associados ao seu uso
topico;

. Investigar o efeito do uvaol sobre a viabilidade de fibroblastos humanos;

. Avaliar o efeito tépico do uvaol incorporado a uma formulacéo

farmacéutica em feridas cutaneas.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Apele

A pele € um érgdo complexo que isola e recobre a superficie corporea e
representa entre 14-16% do peso corporal, sendo constituida por duas camadas de
estrutura e propriedades distintas: epiderme e derme. A epiderme possui cinco
camadas, a partir da superficie até a base: cérnea, Iicida, granulosa, espinhosa e
basal (Figura 1). A camada epidérmica avascular recebe seus nutrientes por difusdo
através da camada dérmica. Como a pele possui varias espessuras, esta variedade
tem implicacbes na cicatrizacdo de tecidos e eventual formacdo de cicatrizes
(GANTWERKER; HOM, 2012).

Figura 1 — Camadas da epiderme (hematoxilina-eosina, 40x).

Cornea
- Lucida

~——" Granulosa

Basal

Fonte: Adaptado de KHAVKIN; ELLIS, 2011.

A epiderme ¢é composta por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado que sofre renovacao continua. A principal célula na epiderme é o
queratindcito derivado do ectoderma, tornando-se cerca de 95% das células
epidérmicas (KHAVKIN; ELLIS, 2011). A epiderme € constituida de multiplos tipos
celulares que possuem diferentes origens embrionarias. Aproximadamente 80-85%
da epiderme é constituida de queratindcitos, 10-13% de melandcitos, 4% de células

de Langerhans e 1% de células de Merckel. A epiderme também contém apéndices
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essenciais incluindo foliculos pilosos associados com glandulas sebaceas (unidade
pilossebaceo) e glandulas sudoriparas écrinas e apdécrinas. A manutencdo do
namero de células na epiderme depende do balanco entre proliferacdo celular e
morte celular (diferenciacdo/apoptose) dos queratinécitos. Esse processo é
governado pela comunicacdo paracrina e autocrina via hormoénios, fatores de
crescimento e citocinas ou por comunicacao intercelular via célula-célula e célula-
matriz de adeséo, ou ainda pela comunicacao intercelular na regido da gap junction
(GANTWERKER; HOM, 2012).

A epiderme tem a capacidade de autorrenovagdo tanto sob condi¢cdes
homeostéaticas como em condi¢des nocivas, devido a presenca de uma populacéo
celular mitoticamente ativa na camada basal. Em condi¢cdes normais, a renovacgao
epidérmica é balanceada pela descamacao da camada cérnea na superficie da pele,
onde se verifica uma diferenciacdo celular progressiva, através do processo de
queratinizacdo e cornificacdo, a partir da camada basal em direcdo a superficie
(KHAVKIN; ELLIS, 2011).

A unidade pilossebaceo contém células-tronco epiteliais que sédo capazes de
regenerar e diferenciar em queratindcitos basais e sdo essenciais para 0 processo
de reepitelizacdo. Essas células-tronco sdo importantes, uma vez que Sao
relativamente indiferenciadas e possuem grande potencial de proliferacéo e elevada
capacidade de autorrenovacdo (LAROUCHE et al., 2005). As Dificuldades na
cicatrizacdo sdo vistas quando essas células-tronco sdo destruidas por insultos,
como queimaduras, e até mesmo fontes iatrogénicas, como a dermoabrasao.
Quando a dermoabrasdo ou recapeamento da pele é realizado de modo muito
profundo pode destruir as glandulas écrinas e a unidade pilossebaceo, levando a
uma cura imprépria e eventuais cicatrizes (GANTWERKER; HOM, 2012).

A derme é a camada imediatamente inferior a epiderme e recebe o maior
fornecimento de sangue, além de conter a maioria dos apéndices dérmicos,
incluindo glandulas sudoriparas écrinas e apdcrinas, glandulas sebaceas e foliculos
pilosos. A constituicAo dessa camada envolve polissacarideos (hialuronidatos e
condroitinsulfatos), substancia fundamental (glicoproteinas, proteoglicanas e

glicosaminoglicanas), material fibrilar (fibras colagenas, fibras elasticas e fibras
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reticulares), receptores sensoriais (ex.: corpusculos de Meissner, corpusculos de
Pacini), células dérmicas (fibroblastos), vasos sanguineos e linfaticos (LAROUCHE
et al., 2005).

Os fibroblastos sintetizam diferentes macromoléculas que entram na
constituicdo da matriz extracelular, como por exemplo o colageno e a elastina
(LAROUCHE et al., 2005). A derme é dividida em duas regifes distintas: a superior,
derme superficial ou papilar e a inferior, derme reticular. A derme papilar € composta
por feixes frouxamente arranjados de colageno, fibras elasticas, fibrécitos, vasos
sanguineos e terminac¢des nervosas. A derme reticular contém fibras de colageno
compactas, fibras elasticas grossas, parte profunda dos anexos epidérmicos e uma
rede vascular e nervosa. Como regra geral, qualquer dano que se estende para esta
camada mais profunda reticular, invariavelmente, causa cicatrizes e pode precisar de
reparos com espessura total de enxertos ou retalhos para garantir uma cura
adequada (GANTWERKER; HOM, 2012).

Durante um processo inflamatério ou de cicatrizacdo ocorre o aumento da
proliferacéo e da atividade de fibroblastos devido a acdo de alguns mediadores pro-
inflamatorios como a interleucina 1a (IL-1a) e interleucina 1B (IL-1B) (GAILIT; CLARK,
1994). Os vasos sanguineos presentes na derme permitem que ocorra a infiltracéo
de células migratérias importantes no processo de resposta imunolégicade e de
cicatrizagdo, como o0s macrofagos, linfocitos, eosindfilos, neutrofilos etc
(GANTWERKER; HOM, 2012).

As inervagOes vegetativas presentes na derme transmitem estimulos
nervosos para as glandulas sudoriparas, musculo piloeretor e vasos sanguineos,
auxiliando no controle da temperatura corporal. A inervacdo sensitiva, por sua vez,
conduz a estimulos mecéanicos, térmicos, quimicos e dolorosos para o sistema
nervoso central (GANTWERKER; HOM, 2012).

A interacdo coordenada entre os diferentes tipos celulares presentes nas
camadas da pele permite que este 0rgdo responda, pronta e efetivamente, a uma
variedade de estimulos nocivos que ocorrem na interface do organismo com o0 meio

externo, como a acao de toxinas, organismos patogénicos, radiacdo ultravioleta,
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extremos de temperatura, garantindo assim a manutencdo da homeostasia cutanea
(GANTWERKER; HOM, 2012).

3.2 Processo de cicatrizacao

O processo de cicatrizacdo € dinamico, apresenta uma complexa interacédo de
citocinas e envolve diferentes tipos celulares (GANTWERKER; HOM, 2012). A pele é
dotada de importantes caracteristicas imune e protetora, além de possuir uma
habilidade surpreendente de curar, invariavelmente com cicatrizes. Em geral, sdo
quatro fases distintas do processo de cicatrizagdo: hemostasia, inflamacéao,
proliferacéo e remodelamento. Embora essas fases sejam separadas para simplificar
0 processo, de fato elas sédo bastante sobrepostas, e mesmo em diferentes areas da
ferida pode haver diferentes fases de cicatrizacdo. Essas fases sao influenciadas por
varias interacdes celulares, onde sdo reguladas pela liberacdo local de sinais
guimicos como as citocinas, quimiocinas, fatores de crescimentos e inibidores
(BENNETT; SCHULTZ, 1993). Qualquer interrupcdo na cascata natural de
cicatrizacdo pode interferir as fases subsequentes e pode potencialmente resultar

em cicatrizagdo anormal, feridas cronicas e eventuais cicatrizes.
3.2.1 Hemostasia

A hemostasia é a fase inicial do processo de cicatrizacdo que ocorre entre
segundos a minutos apos o inicio do insulto, para minimizar a hemorragia. Com a
perda da integridade estrutural inicia-se a cascata de coagulagéo e constricdo da
parede vascular, resultando na formacdo de coagulo. As plaquetas retidas no
coagulo sdo essenciais para a hemostase e uma resposta inflamatéria normal
(ENOCH; LEAPER, 2007). Enquanto constringem 0S vasos sanguineos, as
plaguetas s&o ativadas por ligagdo ao colageno exposto na matriz extracelular,
liberando fibronectina, trombospondina, esfingosina 1 fosfato e fator Von Willebrand,
que promovem uma maior ativacdo e agregacao plaquetaria. Com essa ativacao e
liberacdo desses e de outros fatores de coagulacdo, uma matriz de fibrina é
depositada na ferida, a qual funciona como uma matriz provisoOria para estabilizar o

local da mesma. As plaquetas agregadas, em seguida, ficam presas na matriz de
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fibrina, formando um codagulo estavel dentro da matriz proviséria (GAILIT, CLARK,
1994).

Diversos mediadores importantes sao libertados pelas plaquetas e sé&o
responsaveis pelo inicio e progressao da ferida através das fases subsequentes da
cicatrizacdo. Esses mediadores incluem fator de crescimento derivado de plaguetas
(platelet derived growth factor - PDGF) e fator de transformagdo do crescimento 3
(transforming growth factor- § - TGF-B). O TGF-B e o PDGF recrutam células
adicionais, tais como neutrofilos e macréfagos para o local da ferida (GOLDBERG;
DIEGELMANN, 2010). O PDGF também recruta fibroblastos e os ativa para a
producdo de coladgeno e glicosaminoglicanas, que sdo importantes para o reparo da
matriz extracelular (BENNETT, SCHULTZ, 1993). Niveis excessivos desses fatores

de crescimento tém sido indicados em condi¢des anormais de cicatrizagao.
3.2.2 Inflamacéo

A fase inflamatdria inicia-se nas primeiras 24 horas ap0s a injaria. A
inflamacédo € evidente através de sinais fisicos como eritema, rubor, edema e dor.
Em nivel celular, a inflamacao representa vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e recrutamento de leucécitos para a area da injuria (Figura 2) (TELLER;
WHITE, 2009).

Figura 2 - Caracterizagdo da fase inflamatéria pelo influxo de neutréfilos e

macréfagos para o ferimento.
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Fonte: Adaptado de GANTWERKER; HOM, 2012.

Os neutréfilos sé@o os primeiros leucdécitos a aparecerem na area, chegam em
grande quantidade nas primeiras 24 horas por um processo chamado quimiotaxia e
sdo atraidos por mediadores soluveis, como o C5a (um subproduto do sistema
complemento), o tripeptideo f-Met-Leu-Phe (N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine)
que é um residuo de um produto produzido por bactérias que podem estar presentes
na ferida, além de interleucina 8 (IL-8). Quando os neutrofilos estdo presentes na
area da ferida liberam na matriz extracelular enzimas de degradacdo de matriz,
como as elastases e metaloproteinase de matriz (MMP-8) para mover-se através
desta (GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010). Durante a resposta de cicatrizagao
normal aguda, essas enzimas sao liberadas em quantidades fisiol6égicas e nao
podem causar um dano excessivo ao tecido. Em contraste, em muitas feridas nao
curadas, essas enzimas sao superabundantes nos neutrofilos e sdo liberadas em
grandes quantidades causando dano excessivo para a matriz extracelular, bem
como a destruicdo de importantes fatores de crescimento como o PDGF e TGF-f
(NWOMEH et al.,1999; YAGER et al.,1997). Por outro lado, quando presentes no
local da ferida, os neutréfilos iniciam a fagocitose de varios materiais estranhos e
eliminam bactérias através de uma poderosa quantidade de enzimas e espécies
reativas de oxigénio que sdo capazes de produzir (GOLDBERG; DIEGELMANN,
2010).

Nessa fase os macrofagos também sao atraidos pelos produtos derivados da
apoptose de neutréfilos e infiltram aproximadamente 48 horas apds a injuria e
permanecem até a conclusdo da fase inflamatéria. Os macréfagos da ferida séo
ativados por quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e fragmentos solUveis de
componentes da matriz extracelular produzida pela degradacéo proteolitica de
colageno e fibronectina (DIEGELMANN; COHEN; KAPLAN, 1981). A funcdo dos
macrofagos na ferida é remover varios residuos de bactérias, corpos estranhos e
restos de tecido necrético. Apesar de apresentarem uma fungdo semelhante a dos
neutrofilos, os macrofagos regulam melhor a destruicdo proteolitica de tecido da
ferida, pois secretam inibidores de proteases. Além disso, 0os macrofagos ingerem os
neutréfilos carregados de bactérias e medeiam a progressao da ferida da fase

inflamatoria a fase proliferativa. Essas células também secretam uma multiplicidade
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de fatores de crescimento e citocinas, tais como o PDGF, o TGF-3, TNF-a, fator de
crescimento de fibroblastos (fibroblast growth factor - FGF), fator-1 de crescimento
semelhante a insulina e IL-6, que s&o importantes no recrutamento de fibroblastos e
células endoteliais para o local da ferida, para a deposicdo da matriz e
neovascularizacdo (GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010).

3.2.3 Proliferacéo

A fase proliferativa comeca em cerca de trés dias e dura por 2-4 semanas
apos o ferimento e é caracterizada pela migracdo de fibroblastos, deposicdo de
matriz extracelular e formacéo de tecido de granulacdo. Os neutrdéfilos efetivamente
iniciam os primeiros estagios da fase proliferativa, liberando IL-1 e fator de necrose
tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha — TNF-a) para iniciar a ativagdo dos
fibroblastos e células epiteliais (GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010). Os fibroblastos
aparecem na ferida de 2-4 dias ap0s o ferimento e as células endoteliais surgem
cerca de um dia depois (ENOCH; LEAPER, 2007). Apds a leséo, os fibroblastos
migram para a ferida em resposta a mediadores liberados a partir de plaquetas e
macrofagos e movem-se através da matriz extracelular por meio de ligacdes com
moléculas de matriz extracelular, como as fibronectinas, vibronectinas e fibrina.
Essas células também secretam metaloproteinases que facilitam o seu movimento
através da matriz e ajudam na remocédo de componentes danificados da matriz. Uma
vez que os fibroblastos entram na ferida, eles produzem colageno, proteoglicanos e
outros componentes, e sua atividade € predominantemente regulada pelo PDGF e
TGF — B, que estimulam a proliferagdo, quimiotaxia e expressao de colageno. O
colageno proporciona resisténcia e integridade para todos os tecidos e assim
desempenha um papel vital no reparo da ferida (GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010).
Ele é composto por trés cadeias-a de proteina entrangadas em tripla hélice, as
cadeias individuais sdo capazes de entrelagcar hermeticamente porque cada
polipeptidio a tem uma molécula de glicina a cada terceira posi¢cdo. Mais de 30
cadeias-a distintas formam cerca de 28 diferentes tipos de colageno (alguns dos
qguais podem ser Unicos para as células e tecidos especificos) (GORDON; HAHN,
2010). Alguns tipos de colageno, por exemplo: I, lll e V formam fibrilas devido a

reticulacdo lateral das triplas hélices, e formam a maior parte do tecido conjuntivo na
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cicatrizacdo de feridas; também ha colagenos néo fibrilares, por exemplo o tipo IV
gue tornam-se componentes da membrana basal (ENOCH; LEAPER, 2007).

Além do colageno, os fibroblastos produzem e secretam o0s
glicosaminoglicanos, que se associam a uma proteina para se tornarem sulfatados,
essas cadeias polissacaridicas sdo conhecidas como proteoglicanos. Os
proteoglicanos sdo determinados a serem um constituinte primario do tecido de
granulacdo. A medida que a matriz de colageno substitui o coagulo de fibrina, os
proteoglicanos podem fornecer um papel de apoio para a montagem de fibrilas de
coldgeno (TELLER; WHITE, 2009).

A formacdo do tecido de granulacao € bem estabelecida de 3-5 dias (ENOCH,;
LEAPER, 2007). Esse tecido consiste de uma rede densa de vasos sanguineos,
elevada densidade celular de fibroblastos e macrofagos, e fibras de coldgeno
organizadas de forma aleatoria (GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010). A taxa
metabodlica € também mais elevada para esse tecido comparado com uma derme
normal, pois reflete a atividade necessaria para a migracdo celular, divisdo e sintese
de proteinas; por isso a importancia de uma nutricdo e quantidade adequada de
oxigénio para curar a ferida. Esta fase também se caracteriza pela angiogénese ou
formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes no local da
lesdo (neovascularizagdo). Os eventos de angiogénese séo regulados por meio de
fatores do crescimento (TNF-a, TGF-B, VEGF, FGF, PDGF) derivados das plaquetas,
macrofagos e células epiteliais danificadas (MARTIN, 1997). Assim como a
angiogénese, a restauracao do epitélio comeca no inicio do processo de cicatrizacao,
mas nao é facilmente perceptivel até varios dias apds a lesdo. A epitelizacdo
restabelece a barreira externa que minimiza a perda de fluido e invaséo bacteriana
(TELLER; WHITE, 2009), e esse processo € marcado pela proliferagédo e influxo de
gueratindcitos proximos a borda da ferida (Figura 3). As células-tronco do bulbo de
foliculos pilosos e glandulas écrinas comecam a se diferenciar em queratinocitos e
restabelecem o estrato basal e uma nova membrana basal, bem como comegam a
migrar ao longo da ferida (GANTWERKER; HOM, 2012). Outra parcela de
gueratindcitos migra sobre as células epiteliais recentemente estabelecidas para

preencher o defeito, digerindo a matriz extracelular usando proteases até que
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ocorra 0 contato fisico e cessam a migracdo por inibicdo do contato de
queratinécitos vizinhos (PILCHER et al., 1999)

.Figura 3 - Reepitelizagdo a partir da diferenciagdo de células-tronco em

gueratinocitos no estrato basal e migracéo ao longo da borda da ferida
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Fonte: Adaptado de GANTWERKER; HOM, 2012.

3.2.4 Remodelamento

A Ultima fase do processo de cicatrizacdo da ferida é a fase de

remodelamento em que o tecido de granulacdo se transforma em cicatriz (Figura 4).

Figura 4 — Fase de remodelamento que resulta na aparéncia final da ferida.
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Fonte: Adaptado de GANTWERKER; HOM, 2012.
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Pequenos capilares se agregam em vasos sanguineos maiores e hd uma
diminuicdo no teor de agua da ferida, e na densidade e atividade metabdlica das
células da ferida. Uma das maiores mudangcas que ocorre nessa etapa € na
quantidade e organizacéo das fibras de colageno total, resultando no aumento da
resisténcia a tracao da ferida. Inicialmente, ha um aumento do colageno do tipo llI,
também denominado como colageno reticulado, que é gradualmente substituido por
colageno do tipo I, o colageno fibrilar dominante na pele (CLORE; COHEN;
DIEGELMANN, 1979).

3.3 Feridas cutéaneas e seu impacto sobre a qualidade de vida

As feridas cutaneas sdo as principais preocupacdes tanto para o paciente
quanto para o clinico, pois acometem um grande numero de pessoas e reduzem
seriamente a sua qualidade de vida, causando dor e sofrimento quando sdo muito
dificeis de curar, levando a prolongados periodos de deficiéncia e impedindo a
realizacdo de atividades cotidianas basicas, como andar e tomar banho. Essa
inatividade, muitas vezes, pode desenvolver comorbidades e possivel depresséo,
apesar dessa Ultima caracteristica ser dificil de quantificar, mas certamente é uma
consequéncia real (KUMAR et al., 2007; MACDONALD; RYAN, 2010).

A Sociedade de Cicatrizacdo de Feridas (Wound Healing Society - WHS)
define a ferida de carater crbnico como um processo que “falhou para prosseguir
durante o processo de reparacao ordenado e ao longo do tempo para produzir uma
integridade anatébmica e funcional” (ROBSON; BARBULA, 2007). Apenas nos
Estados Unidos a incidéncia de feridas consiste em torno de 6,5 milhdes de
pacientes, sendo estas feridas principalmente as do tipo crénica (SEN et al., 2009).
Atualmente esse problema ja gera custos de 1,7 bilhdes de ddélares em curativos
especiais, dispositivos e tratamentos tdopicos (MACDONALD; GEYER, 2010;
FRYKBERG ET al., 2000). Apesar de dados sobre a incidéncia em outros paises
serem escassos, sabe-se que as feridas continuam sendo um importante problema
global de saude com impacto socioecondmico consideravel. O custo anual em
decorréncia desses ferimentos € maior que US$ 20 bilhdes, ndo incluindo os custos
adicionais para a sociedade em termos de dias perdidos de trabalho ou
produtividade (MACDONALD; RYAN, 2010). Portanto, faz-se necessaria a busca por
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tratamentos de feridas cada vez mais eficazes e acessiveis que melhorem a
qualidade de vida das pessoas, prevenindo complicacbes e possibilitando seu

retorno para a cadeia produtiva.
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3.4 Terapias disponiveis para tratamento de feridas cuténeas

A partir da década de 1990, os profissionais de saude comecam a se
preocupar com 0 impacto social e econémico, no que se refere ao reparo ou a
cronificacdo de feridas com o consequente aparecimento de infeccbes locais ou
sistémicas, 0 que conduz a utilizacdo de antissépticos e Varios tipos de agentes
antimicrobianos. Dessa forma, as terapias usadas no cuidado das feridas sao
definidas de acordo com o historico do paciente, a avaliagdo da causa e tipo da
ferida, bem como a caracteristica da pele que a circunda (SIBBALD et al., 2010).
Cada ferida deve ser tratada individualmente, nao existindo um padrdo de
tratamento. Porém, os curativos podem beneficiar os pacientes, reduzindo a dor e
melhorando o ferimento com uso conveniente e menores custos (HARDING;
MORRIS; PATEL, 2002). Apesar da individualidade no tratamento das feridas,
algumas caracteristicas do curativo sdo comuns e devem ser mantidas: é importante
manter uma umidade adequada para o ambiente da ferida, ndo causar dor, prevenir
infeccbes e ndo causar danos tanto a ferida como a sua area periférica (SIBBALD et
al., 2010). Na tabela 1 ha uma lista das diferentes classes de curativos e suas
indicacbes. Deve-se enfatizar a importancia da compreensdo do mecanismo de
acao do curativo na ferida, bem como as indicacdes e contraindicacdes do uso. A
selecéo do melhor curativo deve equilibrar os cuidados necesséarios frente ao tipo de
ferida e os custos que esse tipo de curativo acarretara. Portanto, faz-se sempre
necessario buscar terapias alternativas a fim de se obterem os melhores resultados

€ menores custos.

A busca por terapias alternativas com potencial cicatrizante através de
substancias de origem natural vem ocorrendo desde tempos remotos, quando
variadas substancias tém sido utilizadas para tratar feridas, na tentativa de parar o
sangramento, absorver exsudato, e promover a cura. Algumas dessas substancias
consistem em mel, 6leos ou gorduras de animais, teias de aranha, lama, folhas,
musgo de esfagno ou esterco de animais (FORREST, 1982). Embora grande parte
destas substancias naturais fossem encontradas facilmente na natureza, notou-se
gue o uso da maioria trazia pouco ou nenhum beneficio, enquanto que outras, como

0 mel, mostrou-se Util para o tratamento de feridas devido ao potencial cicatrizante,
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por acelerar a cicatrizacdo de feridas causadas por queimaduras (JULL; RODGERS;
WALKER, 2009).



Tabela 1 — Diferentes classes de curativos e suas indicacdes.

- Indicacdes/
Classe Descrigéo cacoes/
Contraindicacdes
Filmes/ Folha adesiva semipermeavel. Impermeavel a moléculas | N&o deve ser utilizado em drenagem ou feridas infectadas. Cria barreira oclusiva contra
Membranas de agua e bactérias. a infecgao.

N&o-aderentes

Folhas de baixa adesdo ao tecido. Composto de tule ndo
medicamentoso.

Permite a drenagem para escoar através de poros para curativo secundario. Facilita a
aplicacdo de medicages tdpicas.

Hidrogéis

Polimeros com elevado teor de 4gua. Disponivel em géis,
folhas solidas ou impregnado em gaze.

Nao deve ser usado em drenagem de feridas. Folhas sdlidas ndo devem ser usadas
em feridas infectadas.

Hidrocoloides

Pode conter gelatina, carboximetilcelulose de sddio,
polissacarideos e/ou pectina com uma camada de filme
externa de poliuretano.

Deve ser usado sobre a pele fragil. Ndo deve ser usado com muita frequéncia em
drenagem ou feridas infectadas. Cria barreira oclusiva para proteger a ferida de
contaminacdes exteriores.

Alginatos de Folhas ou fibras de alginato de sédio e calcio (derivado de | Nao deve ser utilizado em feridas secas. Baixa resisténcia a tragdo - evitar uso em
Célcio algas marinhas). Tem capacidade hemostatica. cavidades estreitas e profundas. Bioreabsorvivel.
Curativos Multiplas = camadas, =~ combinagao = de curativos  para Uso em feridas onde o curativo pode permanecer no local por véarios dias
compostos aumentar a capacidade de absor¢do e autdlise. P P P ’
Espuma de poliuretano adesiva ou ndo-adesiva. Folhas ou . . .
P P i ~ . Uso moderado em drenagem de feridas profundas. Espumas oclusivas ndo devem ser
Espumas fechamento da cavidade. Pode ter prote¢do oclusiva. . ! -
s : ; usadas em drenagem de feridas profundas e feridas infectadas.
Alguns tém blogueio de fluidos
= . . . = Alguns produtos de carvdo sdo inativados pela umidade. Deve assegurar que as
Carvéo Produtos mantém no interior carvdo que absorve o odor. . :
bordas do curativo estejam seladas.
. o . . - Faixas de gazes ndo devem ser utilizadas em feridas secas. Pode ser doloroso no
Hipertdnico Folha, faixas ou gel impregnado com sddio concentrado.

tecido sensivel. Gel pode ser usado em feridas secas.

Fibras hidrofilicas

Folha ou faixas de carboximetilcelulose de sddio. Converte
em um gel sdélido quando ativado pela umidade (bloqueio
de fluido).

Melhor para quantidade moderada de exsudato. Nao deve ser utilizado em feridas
secas. Baixa resisténcia a tracdo - evitar uso em cavidades estreitas e profundas.

Antimicrobianos

Prata ou cadexomer iodo com o veiculo para a entrega:
folhas, géis, espumas, alginatos ou pasta.

De amplo espectro contra bactérias. Nao deve ser usado em pacientes com
hipersensibilidade conhecida a qualquer componente do produto.

Terapia de feridas por pressdo negativa, nessa terapia,
aplica-se uma pressdo negativa localizada a superficie e

Essa pressdo distribui ativamente o curativo da ferida removendo o fluido e

Dispositivos X ; - . promovendo a aproximagdo das bordas da ferida. Requer uma habilidade avancada
margens da ferida. Curativos consistem em materiais de X . . -
. . o para selecionar pacientes para esse tipo de terapia.
poliuretano ou &lcool polivinilico.
Fibroblastos  humanos  fornecidos em  camadas . . . . ~ .
S ~ . s L N&do deve ser utilizado em feridas com infeccdo, ou em pacientes com
Bioldgicos congelados. Preparagfes com colageno, acido hialurénico,

fatores de crescimento derivados de plaguetas.

hipersensibilidade conhecida a qualquer componente do produto.

Fonte: Modificado de SIBBALD et al., 2010.

0€
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3.5 Produtos naturais e a cicatrizagéo

A partir de praticas medicinais milenares foi possivel observar que
substancias de origem natural, como as plantas, sdo fontes de muitos compostos
bioativos e muitos destes compostos sdo tradicionalmente usados para acelerar a
cicatrizacdo, portanto buscam-se encontrar esses compostos a partir da medicina
popular, visto que essa pratica é geralmente caracterizada pela alta aceitabilidade e
boa toleréncia (JAGETIA; RAJANIKANT, 2004).

Consequentemente, o numero de estudos vem aumentando e demonstrando
efeitos promissores no tratamento de feridas. Um exemplo comumente utilizado é a
aplicacao topica de Aloe vera em gueimaduras e outras lesdes cutaneas (DAVIS et
al., 1989; MAENTHAISONG et al., 2007), e recentemente tem sido comprovada a
sua capacidade em acelerar a cicatrizacdo de feridas abertas em ratos diabéticos do
tipo 2 expostos a radiacdo, quando administrada por via oral (ATIBA; UENO;
UZUKA, 2011). Outra espécie, como o Hippophae rhamnoides L. conhecido
popularmente como espinheiro marinho, vém demonstrando que seu extrato aquoso
das folhas liofilizado promove a cicatrizacdo em queimaduras e tem uma influéncia
positiva em diferentes fases do reparo da cicatrizagédo, incluindo a angiogénese
(UPADHYAY; YOGENDRA KUMAR; GUPTA, 2010). Interessantemente, nas folhas,
nos frutos maduros e nas sementes do espinheiro marinho foi encontrado um largo
namero de substancias bioativas, incluindo flavonoides (isoramnetina, quercetina,
miricetina, kaempferol e seus derivados glicosilados), carotenoides (a, 3, d-caroteno,
licopeno), vitaminas (A, C, E e K), taninos, triterpenoides, glicerideos de palmito,
estearico e acidos oléicos e alguns aminoacidos essenciais (BEVERIDGE et al.,
1999; ZU et al., 2006). Esse elevado contetdo de substancias bioativas tem refletido
na extensa exploracdo da espécie H. rhamnoides L. pela medicina alternativa
(UPADHYAY; YOGENDRA KUMAR; GUPTA, 2010).

Atualmente substancias bioativas isoladas de plantas vém ganhando
destaque na investigacéo cientifica, dentre estas substancias, os terpenoides, que
se mostram como o maior grupo de metabdlitos secundarios dos vegetais e estao
amplamente distribuidos na natureza por estarem presentes em todas as partes da

planta, tal como as folhas, pdlen, frutas e sementes (MIURA et al., 1999). Estes
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metabdlitos sdo também denominados como isoprenoides, pois sdo formados por
unidades de isoprenos e 0s numeros dessas estruturas moleculares introduzidas
servem de base para classificacdo desses compostos. As estruturas quimicas
formadas através da juncdo de duas, trés, quatro, cinco, seis e oito unidades
isoprénicas sao chamadas de mono, sesqui, di, sester, tri e tetraterpenos,
respectivamente. Dessas classes, 0s mono e sesquiterpenos sao 0s principais
constituintes dos Oleos essenciais e das resinas. Os representantes das demais
classes sdo em sua maioria solidos e podem ser encontrados na forma livre,
glicosilados ou como ésteres. Estima-se que haja aproximadamente 30.000 terpenos
identificados, sendo 4.000 referentes a triterpenos (MAHATO et al., 1988). Esses
compostos isolados de origem natural tém sido estudados para possiveis atividades
biolégicas em varios modelos animais e tem sido relatado serem detentores de uma
atividade anti-inflamatéria e cicatrizante, como por exemplo, o monoterpeno timol
(RIELLA et al., 2012).

Os triterpenos compreendem um grande numero de diferentes tipos de
compostos que podem ser subdivididos em familias de estruturas quimicas
importantes. Os principais grupos de triterpenoides e seus derivados glicosilados sao
representados por derivados tetraciclicos dos protostanos, cicloartanos, damaranos,
eufanos e derivados pentaciclicos do tipo ursano, oleanano, gamacerano, lupano e
ropano. Os triterpenos pentaciclicos apresentam um esqueleto com trinta atomos de
carbonos arranjados em cinco anéis de seis carbonos (ursanos e lanostanos) ou
qguatro anéis de seis e um anel de cinco carbonos (lupanos e ropanos). Dentre esses
compostos, o betulinol é o mais abundante na natureza e é o precursor na
biossintese de muitos compostos biologicamente potentes, como o0 acido betulinico.
Embora a grande maioria das pesquisas voltadas para os triterpenoides foquem na
propriedade de reduzir o colesterol, existe uma enorme quantidade de publicacdes
gue sugerem a utilidade dos triterpenoides para o tratamento de uma variedade de
doencas, tais como o diabetes e o cancer (SIDDIQUE; SALEEM, 2011; YAN et al.,

2013).

Atualmente sabe-se que o uso de curativo bioativo com base em colageno
aliado a substancias com propriedades anti-inflamatéria, antibacteriana e

antioxidante é eficaz no tratamento de lesdes de pele (DIAS et al., 2011). Dados
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recentes demonstram que filmes de colageno contendo lipossomas carregados com
acido Usnico sdo bastante Uteis na melhoria do processo de cicatrizacdo de
gueimaduras, relacionando essa melhora com a modulacdo de alguns eventos
biolégicos envolvidos neste processo, tais como a resposta inflamatéria,
epitelizacdo, e formacdo de colageno (NUNES et al, 2011). Além disso, 0s
triterpenoides apresentam varias atividades biolégicas, como propriedades pro- e
anti-inflamatérias dependendo da dose e da estrutura quimica, atividade antioxidante
e antimicrobiana e isso tem sido relatado como sendo util no tratamento de feridas
da pele (MUKHERJEE et al., 2011). Diante deste contexto, o uso dos triterpenoides
constitui uma abordagem atrativa para o tratamento de varios distlrbios

inflamatorios, cortes, feridas e queimaduras.
3.6 Uvaol

O uvaol é um triterpenoide pentaciclico (Figura 5), presente no azeite de oliva,
principalmente em fracBes néo-gliceridicas do 6leo, obtido a partir de Olea europaea
L. (ALLOUCHE et al., 2010), e em outras plantas como Eucalyptus globulus labill,
Arctostaphylos uva ursi, Salvia officinalis (GOTFREDSEN, 2011) .

Figura 5 — Estrutura quimica do triterpeno pentaciclico uvaol.
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Fonte: MARQUEZ-MARTIN; LA PUERTA; FERNANDEZ-ARCHE, 2006.

Alguns trabalhos demonstraram que a estrutura quimica do uvaol, contendo um
grupo hidroximetil (CH,OH) em R2, apresenta forte efeito na supressao da geracao
de anion superoxido induzido por acido araquidénico e fMLP em neutrofilos humanos
(CHEN et al., 2002) e que na concentracao de 20 uM possui atividade antioxidante e

antitrombdtica relacionada em particulas lipoprotéicas de baixa densidade (LDL) de
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humanos (ALLOUCHE et al., 2010). Em adicdo, hé relatos de que o uvaol isolado de
Carpobrotus edulis apresenta propriedade antibacteriana, reduzindo a resisténcia de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MARTINS et al., 2011). Além disso,
esse triterpeno também inibe a producéo de IL-6 e TNF-a em células mononucleares
do sangue periférico de humanos estimulados pelo mitdgeno fitohemaglutinina
(MARQUEZ-MARTIN et al., 2006).

Portanto, esse conjunto de efeitos bioldgicos apresentados pelo uvaol, aliado
a propriedade cicatrizante do azeite de oliva, que apresenta em sua composi¢ao
este triterpeno, levantou-se a hipétese de que o uvaol seria o responséavel pelo efeito
cicatrizante em feridas cutaneas. Assim, objetivou-se avaliar o potencial efeito

cicatrizante do triterpenoide uvaol em modelo de ferida excisional em camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparo daformulagcéo

No Laboratério de Biologia Celular (ICBS-UFAL) o uvaol (sigma) foi
incorporado em creme Lanette® (creme base) e acondicionado em pote plastico. O
creme aniobnico (Lanette® - Farmaderm) é uma composicdo de &lcoois graxos
superiores e alquil sulfato, hidratante e emoliente, de baixa oleosidade, de toque
suave a alta resisténcia aos principios ativos que requerem veiculos com este
carater. E o veiculo ideal para a incorporacdo de ativos compativeis com meio
aniénico, podendo ser usado como veiculo para queratoliticos, hidratantes, anti-
inflamatorios, regeneradores, adstringentes, calmantes, cicatrizantes, entre outros.
Composto por ceras auto-emusionantes, propilenoglicol, triglicérides do acido
caprico, metilparabenos, propilparabenos, imidazolidinil uréia, dimeticone, EDTA
dissddico e agua deionizada. Sua forma de apresentacao farmacéutica € em creme

com carga anibénico e pH por volta de 6,00 a 8,00.

As amostras foram acondicionadas em frascos plasticos brancos em
temperatura ambiente com o objetivo de facilitar a analise visual das caracteristicas

organolépticas (odor, cor e homogeneidade).
4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) adultos machos
pesando entre 25 e 35 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Alagoas (BioCen-UFAL). Os animais foram mantidos em condi¢des
controladas de temperatura (22 + 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de
12 horas) com livre acesso a racdo e agua antes dos experimentos. Cada grupo
experimental foi composto por cinco animais (n =5). Todos os experimentos foram
aprovados e estdo de acordo com as normas do Comité de Etica Institucional da
UFAL (Processo n° 9244/2009-45).

4.3 Modelo de ferida excisional e tratamento

Para a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos foram confeccionados

campos cirargicos fenestrados e todo instrumental cirdrgico, as compressas de gaze,
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as espatulas de madeira foram esterilizados a autoclave. As seringas, agulhas, luvas
e laminas de bisturi foram de uso descartavel e todas as técnicas de assepsia foram
observadas durante os procedimentos da realizacdo da ferida e durante os

tratamentos.

Os camundongos foram anestesiados com xilazina (5 mg/kg) e ketamina
(35 mg/kg) por via intraperitonial (i.p.) e submetidos ao resseccionamento de um
fragmento cutaneo circular de aproximadamente 1 cm de diametro, até a exposicéo
da fascia muscular na regido dorsal (AGRA et al., 2013). Os animais foram tratados
por via tépica diariamente por um periodo de 10 dias com uvaol nas concentracées
de 0,01; 0,1 e 1%. Como controles, foi utilizado Fibrase® (Fibrinolisina 10%) e salina
(NaCl 0,9%). O dorso foi escolhido para confeccionar as feridas por ser um local com

o melhor sitio para incisao, pois evita irritacdo por contato e auto canibalismo.

A mesma metodologia foi empregada para avaliar a atividade cicatrizante da
formulacdo contendo o principio ativo uvaol. O uvaol foi solubilizado no dispersante
propilenoglicol e incorporado ao creme base padrdo, Lanette®, para atingir
concentragoes finais de 0,1, 0,01 e 0,001%. Essas formulac¢des foram utilizadas para
o tratamento tdépico diario das feridas feitas em camundongos por 10 dias
consecutivos. Grupos que foram tratados apenas com Lanette® sem principio ativo e

apenas com salina (NaCl 0,9%) foram os grupos controles.
4.3.1 Avaliacdo macroscopica

Para a andlise macroscépica e andlise das taxas de contracao da ferida, nos
dias 3, 6 e 10 foram realizadas as aquisicdes de imagens com uma camera digital
Sony Steadyshot DSC-S 3000 e analisadas através do programa de andlise de
imagens Adobe Photoshop CS4. O calculo da porcentagem do fechamento da ferida

foi realizado através de uma equagao:

Area da ferida (%) = [(4rea do dia 0 — area do dia n)] x 100
areado dia0

onde n representa o dia respectivo da analise (AGRA et al., 2013).
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4.3.2 Avaliacdo microscopica

Apé6s 10 dias de tratamento os animais foram eutanasiados e as areas
correspondentes da regidao da ferida foram removidas e fixadas em formalina 10%,
em seguida foram processados de acordo com a rotina para inclusdo em parafina.
Os blocos foram seccionados em corte de 5 pum, tendo sido coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E) para analise morfoldgica. Para a analise de deposicéo
de colageno, os cortes foram corados com tricbmio de Masson e todos foram

analisados em microscopia Optica para a obtencao das imagens.
4.4  Avaliacao toxicologica apés uso topico de uvaol

Para avaliar uma possivel toxicidade sistémica ocasionada pelo tratamento
tépico do uvaol foram analisados parametros comportamentais como agitacao,
sedacéo, sonoléncia, ocorréncia de diarreia e sialorreia. Para isso os animais foram
avaliados de maneira individual em caixas de acrilico, por 2 minuto diariamente, e no
primeiro dia por 4 horas seguidas em intervalos de 15 minutos. Além disso, 0 peso
corporal e a celularidade do sangue periférico apés a inducdo da ferida foram
avaliados nos dias 0, 3, 6, 10. Para a analise do perfil de celularidade periférica foi
realizada a contagem de leucécitos totais, em que uma amostra de 10 uL de sangue
da extremidade da cauda do animal foi coletada nos respectivos dias, diluida em
solucéo de Turk e contada em camera de Neubauer.

Durante o periodo de 15 dias foi avaliado macroscopicamente se a
formulacdo uvaol incorporado no creme Lanette® apresentava alguma toxicidade
cutanea. O dorso do animal foi depilado e a pele previamente limpa com alcool 70%
antes de aplicar a formulacdo de base Lanette® e a formulacédo de base Lanette®

contendo uvaol 0,1, 0,01 e 0,001% diariamente, em experimentos distintos.
4.5 Ensaio de viabilidade por MTT

O efeito do uvaol sobre a viabilidade celular foi avaliado utilizando fibroblastos
humanos (adaptado de LEE et al., 2012). Essas células foram cultivadas em placas
de 96 pocos, na densidade de 10* células/poco na presenca de meio RPMI 1640
suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB), num volume final de 200 pL. Em

seguida, as células foram incubadas por 12 h em estufa de CO, a 37° C para adeséo
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a placa. O Uvaol foi adicionado em diferentes concentrac¢des (0,001, 0,01 e 0,1 mM)
e incubado por 1 e 24 h na estufa de CO? a 37°C. Apds esse periodo foi adicionado
22,5 yL da solugcdo de 3-(4,5 dimethylthiazol-2yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide
(MTT, 5 mg/mL) diluido em RPMI 1640 contendo SFB (10 %) em todos o0s pocos,
seguido de uma incubacgédo por 4 h, em que apenas as células viaveis foram capazes
de reduzir o MTT em cristais violetas insoluveis de formazan, através da enzima
mitocondrial succinato desidrogenase. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente
com o auxilio da pipeta, e entdo adicionado em todos os pocos 150 pL de DMSO
(100%), para a solubilizacéo dos cristais de formazan. Seguidos 15 min, foi realizada
a leitura da densidade o6ptica da placa por espectrofotometria com comprimento de
onda de 540 nm. A viabilidade celular foi normalizada para a viabilidade de 100% de
células em meio RPMI sendo, portanto o controle. Todo o ensaio foi realizado em

triplicata.
4.6 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média
(E.P.M.) e as diferencas entre as médias foram analisadas estatisticamente
empregando-se os teste t ou andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do
pos-teste de Newman-Keuls, onde os valores de p <0,05 foram considerados
significantes. Todos os resultados foram analisados com o auxilio do programa
estatistico Graphpad Prism® vers&o 5.02 (Graphpad Software Inc., San Diego CA —
USA).
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5 RESULTADOS

5.1 O Uvaol acelera o processo de cicatrizacdo em modelo de ferida

excisional

A progressdo do processo de cicatrizacdo apds o tratamento com uvaol,
Fibrase® e do grupo tratado com veiculo no modelo de ferida excisional s&o
mostrados na Figura 6. Os grupos tratados com uvaol em todas as doses
aumentaram o percentual de contracdo da ferida, principalmente o grupo tratado
com a concentragcdo de 1%, que aumentou significantemente o percentual de
contracdo da ferida a partir do 3° dia com 25% apresentando no 10° dia um
percentual de 71%, quando comparado com o grupo veiculo. Os grupos de animais
tratados com uvaol nas demais concentracdes (0,01 e 0,1%) apresentaram um
aumento significativo no percentual de 87% e 70%, respectivamente no 10° dia de
avaliacdo quando comparado com o grupo tratado com veiculo. Vale ressaltar que os
percentuais foram superiores ao grupo tratado com o farmaco de referéncia Fibrase®

que apresentou um percentual de 67% (Tabela 2).
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Figura 6 — Perfil representativo das analises macroscopicas dos diferentes grupos o
longo do processo de cicatrizacéo.

D3

Veiculo

Fibrase®

Uvaol 0,01%

Uvaol 0,1%

Uvaol 1%

As colunas DO, D3, D6 e D10 representam, respectivamente, os dias 0, 3, 6 e 10 em que foram
realizadas as andlises. As linhas, representadas por Veiculo, Fibrase®, uvaol 0,01, uvaol 0,1 e uvaol
1%, mostram um grupo com fotografias das feridas nos respectivos dias apés tratamento.

Fonte: Autor, 2013.
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Tabela 2 — Efeito tépico do uvaol em modelo de ferida excisional.

Dia Area da ferida sob tratamento
i _ o Uvaol Uvaol Uvaol
Veiculo Fibrase
(0,01%) (0,1%) (1%)
0 1,6 + 0,03 1,3+0,03 1,9+0,06 1,8+0,12 1,8 + 0,04
3 1,4+ 0,04 1,0+ 0,02 1,7 + 0,07 1,6 + 0,05 1,3+0,07*
(13%) (20%) (12%) (9,8%) (25%)
5 1,2+ 0,03 0,9 +£0,02 0,9 + 0,05 ** 1,2+ 0,09 0,9 + 0,08 **
(27%) (31%) (50%) (34%) (48%)
10 0,8 +£ 0,06 0,4 + 0,06 ** 0,2 + 0,02*** 0,5+ 0,02 ** 0,5+0,1*
(49%) (67%) (87%) (70%) (71%)

Valores entre parénteses representam a média da contra¢@o da ferida em porcentagem (%) a partir
do dia 0. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos do teste de Neuman-
Keuls. ***p < 0,001, *p<0,01 e *p<0,05 (veiculo vs. grupos teste nos dias 0, 3, 6 e 10,
respctivamente), (n = 5).

Fonte: Autor, 2013.

No 10° dia os animais foram eutanasiados e tiveram a area de cicatrizacao
removida para uma analise histolégica através de laminas coradas com H&E e
tricomio de Masson. Como apresentado na Figura 7, 0s grupos tratados com
Fibrase® e uvaol apresentaram a pele com a regido da ferida fechada quando
comparada com o grupo veiculo que apresentou uma reepitelizacdo incompleta. Os
grupos tratados apresentaram camadas de células da epiderme e derme mais

organizadas e compactas do que o grupo veiculo.

Quando observados os cortes histologicos corados com tricomio de Masson é
possivel identificar que no 10° dia ap6s a inducdo da ferida ocorreu uma maior
deposicdo de colageno nos grupos tratados com Fibrase® e uvaol. Esses grupos
apresentam uma derme com uma maior intensidade na coloracao azul, o que indica
uma maior deposicdo do colageno devido a esse tipo de coloracdo. As imagens
corroboram com os valores obtidos no percentual de contragcdo da ferida. o grupo
tratado com a concentracdo de 0,01% apresenta 87% de contracdo da ferida,

apresentou uma maior deposicao de colageno (Figura 8).
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Figura 7 - Perfil representativo das analises microscépicas dos diferentes grupos no 10° dia

de tratamento do processo de cicatrizagdo

A

Fotomicrografias ilustrando a disposi¢cdo do tecido
cicatricial corado com H&E (ampilagBes de 100 x).
Em A, grupo tratado com veiculo. Em B, grupo
tratado com Fibrase. Em C, D e E, os grupos
tratados com uvaol nas concentragfes de 0,01; 0,1
e 1%, respectivamente.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 8 - Perfil representativo da andlise da deposicéo de colageno dos diferentes grupos no
10° dia de tratamento do processo de cicatrizagédo

Fonte: Autor, 2013.

Fotomicrografias ilustrando a deposicdo de
coldgeno do tecido cicatricial corado com Tricbio
de Masson (ampilagcdes de 100 x). Em A, grupo
tratado com veiculo. Em B, grupo tratado com
Fibrase. Em C, D e E, os grupos tratados com
Uvaol nas concentracbes de 0,01; 0,1 e 1%,
respectivamente.
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5.2 Efeito do tratamento tépico do uvaol no peso corporal dos animais e

celularidade sistémica durante o periodo de cicatrizacao

Os animais foram pesados nos dias 0, 3, 6 e 10 apés a inducéo da ferida e
como apresentado na Tabela 3, os tratamentos topicos realizados com o uvaol ndo
interferiram no peso corporal dos animais durante o processo de cicatrizacdo. O
tratamento topico com uvaol também n&o interferiu nos diferentes parametros
comportamentais, tais como agitacdo, sedacdo e sonoléncia. Além disso, ao longo

do tratamento, os animais ndo apresentaram episodios de diarreia e sialorreia.

Tabela 3 — Efeito do tratamento topico do uvaol sobre o peso corpéreo dos animais
nos dias 0, 3, 6 e 10.

Dia Peso corpdreo (g)
. _ o Uvaol Uvaol Uvaol
Veiculo Fibrase

(0,01%) (0,1%) (1%)
0 34,4 + 0,37 35,5+0,48 37,9+0,31 41,0+ 0,63 36,4+1,12
3 34,0 £ 0,95 34,8 £ 0,87 36,3+ 0,70 39,4+0,17 34,8 £ 0,95
6 33,8+1,09 34,3+1,18 35,1+£0,49 38,1+0,61 33,7+1,01
10 33,8+ 1,09 34,8+ 1,18 35,6 + 0,58 39,4+1,41 34,2+1,01

Fonte: Autor, 2013.

Quando realizada a contagem de leucécitos totais nos respectivos dias de
analise foi possivel observar que o tratamento tépico com uvaol ndo alterou o perfil
de celularidade dos animais durante o processo de cicatrizagdo, mantendo um
aumento significativo do nimero de células no 3° dia de analise em todos o0s grupos
tratados quando comparado com o perfil celular dos animais tratados no dia de
inducdo da ferida (Figura 9), representando a fase inflamatéria do processo de
cicatrizagdo. Notou-se também que nos dias seguintes ocorreu uma redugdo nas
contagens de leucdcitos totais. Vale ressaltar que o perfil celular apresentado pelos
grupos tratados com Fibrase® e uvaol foram semelhantes ao perfil obtido pelo grupo

tratado com veiculo.
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Figura 9 - Perfil de leucécitos totais do sangue periférico dos animais durante o
periodo de cicatrizagao.
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As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos do poés-teste de Neuman-Keuls.
***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 (veiculo no dia 0 vs. grupos teste).

Fonte: Autor, 2013.

5.3 Efeito do uvaol sobre a viabilidade de fibroblastos

Com proposito de descartar algum possivel efeito toxico associado ao uso do
uvaol, os fibroblastos humanos foram expostos por 1 ou 24 horas ao uvaol em
diferentes concentra¢ées (0,001, 0,01 e 0,1 mM) em sistema de cultura celular. Ap6s

o periodo de exposicdo, o uvaol ndo induziu morte celular apds os periodos de
tratamento (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do uvaol sobre fibroblastos humanos mantidos em cultivo celular.
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Fonte: Autor, 2013.

5.4 Efeito da formulacdo contendo uvaol em base Lanette® sobre a

cicatrizacao de feridas cutaneas

Os resultados obtidos até o momento demonstram que o uvaol foi capaz de
reduzir o tempo de cicatrizacdo no tecido cutaneo. Em face disto, buscamos agregar
valor a este composto elaborando uma forma farmacéutica padronizada contendo o
uvaol como principio ativo para uso como cicatrizante. Para esta finalidade, o uvaol
foi incorporado a um creme base n&o-ibnico para a constituicdo da forma
farmacéutica.

Para avaliar a auséncia de acéo irritante da formulacdo contendo uvaol,
camundongos foram depilados e expostos topicamente a formulagédo por um periodo
de 15 dias. Esta exposicao na pele dos animais ndo provocou irritagdo, sinais de

inflamacéo, inchaco ou qualquer alteracéo na pele como apresentado na Figura 11.
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Figura 11 — Perfil representativo do dorso dos animais tratados com a formulacéo

contendo uvaol.

Creme Base Creme Base Creme Base

Lanette® Dia 1 Lanette® Dia7 Lanette® Dia 15

Creme Base Creme Base Creme Base
Lanette® + Uvaol Lanette® + Uvaol Lanette® + Uvaol
0.1% Dia1 0.1% Dia7 0,1% Dia 15

Em A, B e C, fotografia dos animais tratados com o creme base Lanette®. Em D, E e F fotografia dos
animais tratados com a formulagdo contendo uvaol. Imagens evidenciam a auséncia de qualquer
alteragdo macroscoépica no dorso do animal.

Fonte: Autor, 2013.
O mesmo modelo de ferida excisional em camundongos foi utilizado para

avaliar o efeito cicatrizante da formulacdo contendo uvaol. Os valores da area de

ferida encontram-se dispostos na Tabela 4.



48

Tabela 4 - Efeito cicatrizante da formulacdo contendo uvaol sobre a ferida cutdnea em

camundongos.
Area da ferida
Dia Uvaol Uvaol Uvaol
Controle Veiculo
0,001% 0,01% 0,1%
0 1,1+0,02 1,0 £ 0,06 1,2 +0,04 1,2+0,10 1,1+ 0,06

0,1+ 0,02 * 01+002* 01£001* 01£0,02* 0,1+0,02*
(87%) (87%) (90%) (90%) (92%)

As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos do teste de Neuman-Keuls.
***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05 (dia O vs. dia 10).

Fonte: Autor, 2013.

Os animais tratados com diferentes doses de uvaol demonstraram no dia 10
apos o inicio do tratamento uma area da ferida inferior quando comparado ao grupo
controle (Tabela 4), consequentemente apresentaram um percentual de contragao
da ferida maior que o grupo veiculo. Dessas doses a que apresentou melhor
resultado foi a de uvaol 0,1%, cujo percentual de contracdo da ferida foi de 92%.

Este resultado revela que mesmo em formulacdo o uvaol mantém sua atividade
cicatrizante.
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6 DISCUSSAO

O cenéario competitivo da induastria farmacéutica tem sido regido pela
revolucdo tecnologica, globalizacdo, competitividade com acentuada énfase em
preco, qualidade e satisfacdo do consumidor. Empresas que investem na inovagao
de seus produtos estdo, portanto, buscando assegurar sua permanéncia ou
expansao no mercado. No desenvolvimento de novas formulacdes € extremamente
importante escolher os componentes de maneira a atingir os critérios desejados,

como eficacia, seguranca, estabilidade e aceitacdo pelo consumidor/paciente.

O reparo tecidual mostra-se como um evento dindmico que compreende
diferentes processos, dentre eles, inflamacéo, proliferacdo celular e sintese de
elementos que constituem a matriz extracelular, como o colageno, elastina e fibras
reticulares (GANTWERKER; HOM, 2012).

Diversos estudos ja avaliaram o emprego tépico de varios compostos
derivados de plantas com o objetivo de influenciar o processo cicatricial, com
resultados variados. Os triterpenos também sdo conhecidos por promoverem a
cicatrizacdo de feridas, principalmente por causa da sua propriedade adstringente e
antimicrobiana, que parecem ser responsaveis pelo aumento da taxa de epitelizacédo
em feridas infectadas (SCORTICHINI; PIA ROSSI, 1991). Porém, a revisdo de
literatura realizada nas bases de dados da Medline e Lilacs néo identificou trabalho
clinico ou experimental, que tenha avaliado a acdo cicatrizante do uvaol sobre ferida
cutdnea em camundongos, sendo assim tornou-se justificavel a realizacdo deste

trabalho.

A atividade cicatrizante de alguns triterpenos ja tem sido relatada e utilizada
como cicatrizante para o reparo de feridas e queimaduras. Dentre estes triterpenos
destaca-se o lupeol que foi capaz de apresentar uma completa epitelizacdo e um
aumento na deposicdo de colageno em modelo de ferida excisional em ratos
(HARISH et al., 2008). Outro triterpeno, bacoside A, foi capaz de aumentar a taxa de
contracdo da ferida e acelerar a epitelizacdo (SHARATH et al.,, 2010). Tal como
esses trabalhos, o tratamento topico do uvaol foi avaliado a partir do modelo de
ferida excisional. Esse modelo de ferida permite avaliar o percentual de contracdo da

ferida e o numero de dias necessérios para epitelizagdo completa da area da ferida.
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O tratamento realizado com uvaol mostrou-se capaz de acelerar o fechamento,
aumentando a taxa de contracdo (Tabela 2), bem como foi capaz de realizar uma
epitelizacdo completa no décimo dia ap6s a inducédo da ferida, quando comparado

com o grupo controle (Figura 7).

Considerando o conjunto de resultados, pode-se propor que provavelmente o
uvaol esteja agindo na fase proliferativa do processo cicatricial tendo em vista o
rapido fechamento da ferida em torno do sexto dia ap0s o inicio da lesdo. Essa fase
corresponde a aproximadamente 20% do processo de cicatriza¢ao, iniciando-se no
terceiro ou quarto dia apds o insulto. Caracteriza-se pelo desenvolvimento de novos
vasos sanguineos, proliferacdo de fibroblastos, sintese e deposi¢cdo de colageno,

gue constituem o tecido de granulacao.

Certamente ndo se pode desconsiderar a acdo do uvaol sobre a resposta
celular inflamatoria local. Nosso grupo recentemente reportou que o uvaol foi capaz
de induzir um aumento tanto na producéo de fibronectina quanto na expressao de
seu receptor (VLA-5) em macréfagos murinos (MELO, 2013). Assim, como € sabido
que os macréfagos sao indispensaveis para que ocorra 0 processo de cicatrizagao,
os efeitos do uvaol podem apresentar um papel fundamental na transicdo da fase
inflamatoria para a fase proliferativa, na medida em que produzem os fatores de
crescimento, que estimulam a proliferacdo de fibroblastos e a formacao de fibras de
coldgeno. Dessa maneira, o uvaol poderia estimular a formagdo dos componentes
da matriz extracelular, proporcionando o fenébmeno de contracdo e remodelamento

da ferida.

7

O colageno, um dos maiores componentes do tecido epitelial, € importante
para a integridade estrutural da pele e abrange 70-80% do peso seco da pele.
Atualmente encontram-se descritos mais de 20 tipos diferentes de colageno nos
tecidos animais (SON et al., 2007).

No processo de contracdo e reepitelizacdo da ferida onde se observa o
desenvolvimento de novos vasos sanguineos, proliferacdo de fibroblastos, a
deposicdo de colageno constitui um evento necessario para consolidacdo destes
eventos. Diante disso, para visualizar mudancas na deposicdo de colageno na

derme, cortes histologicos da pele no décimo dia ap6s a indugdo da ferida foram
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corados com tricomio de Masson e foi possivel identificar um aumento da deposi¢céo
de colageno total nos grupos tratados com uvaol quando comparados com 0 grupo
veiculo. Portanto, o tratamento topico com uvaol acelera a contracdo da ferida e a
deposicdo de colageno no processo de cicatrizacdo. Esta informacdo torna-se
relevante visto que a contracdo da ferida € um método dependente de fibroblasto
que envolve a deposi¢céo e maturacao de colageno (GHOSH et al., 2012).

Sendo o fibroblasto uma célula essencial no processo de cicatrizacao devido
a sua atividade secretora de coldgeno e subsequente efeito no remodelamento do
tecido de granulacdo em uma camada de derme definida, foi avaliado se o
tratamento do uvaol interferia na viabilidade de fibroblastos humanos. Alguns
estudos ja demonstraram que o triterpeno asiaticosideo no ensaio de viabilidade
celular ndo apresenta citotoxicidade em nenhuma das doses entre 61,5 a 1000 pM
(LEE et al., 2012). E o uvaol de maneira semelhante ndo apresenta efeitos toxicos
em fibroblastos humanos nas doses entre 1-100 uM. Além disso, o tratamento topico
com uvaol também néo interferiu nos parametros comportamentais analisados como
agitacdo, sedacao e sonoléncia. Assim como todos 0s animais ndo apresentaram
diarreia e sialorreia durante o tempo de analise. Como muitos farmacos aplicados
por via topica sdo capazes de atravessar de maneira eficiente as barreiras da pele, é
importante avaliar alguns parametros que possam levantar evidéncias que mostrem
que as substancias ndo estdo exercendo um efeito toxico sistémico (SILVA, 2009).
Com isso foi avaliado o peso corporal e a celularidade sanguinea dos animais
durante o periodo de cicatrizacdo e o tratamento topico do uvaol nao interferiu
nesses parametros. O aumento significativo de células totais que ocorreu no 3° dia
apos a inducéo da ferida representa a primeira fase do processo de cicatrizagao, a
inflamagé&o. Essa primeira resposta age como mecanismo de defesa do tecido,
promovendo uma resisténcia as contaminagées microbianas (KONDO, 2007).
Portanto, o uvaol acelera o processo de cicatrizagdo, mas néo interfere na resposta

natural da fase inflamatoria.

Alguns estudos ja avaliaram a atividade cicatrizante de alguns metabdlitos
secundéarios em diferentes tipos de formulacdes. As formulacdes de pomada
contendo a flavona (2-(3,4-dihydroxy-phenyl)-5,7-dihydroxy-chromen-4-one) isolada
do extrato de Pedilanthus tithymaloides possui atividade cicatrizante, causando uma
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rapida epitelizagdo, um significativo aumento na contracdo e uma melhor resisténcia
a tracdo da ferida (GHOSH et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que outro
flavonoide denominado astragalosido IV aprimora o reparo da ferida por promover
reepitelizacdo, melhorar o processo de recuperacéo da resisténcia a tracdo da pele
ferida, bem como induz a regeneracdo dos apéndices da pele (PENG et al., 2012).
Ainda nesse mesmo estudo foi realizada a comparacao da eficacia do tratamento da
solucéo de astragalosido IV com uma formulacdo de hidrogel contendo astragalosido
IV e foi possivel observar que o hidrogel com liberacdo sustentada da substancia
apresentou superioridade na liberacéo tépica de astragalésido IV, aumentando a sua
eficiéncia na reepitelizacdo de feridas, secrecédo de TGF-B1 e formagédo de novos
apéndices da pele (PENG et al., 2012).

Dentre 0os metabdlitos secundarios, um triterpeno no qual o tratamento tépico
em formulagdo de gel de alginato de sodio 0,2% aumentou significativamente a
atividade cicatrizante foi o lupeol, mostrando-se detentor de uma atividade
cicatrizante maior que a nitrofurazona, uma pomada comercializada e comumente
utilizada para a cicatrizacdo (HARISH et al., 2008). De maneira semelhante, a
formulacdo do uvaol incorporado na base Lanette® manteve sua propriedade
cicatrizante por favorecer o fechamento da ferida quando comparado ao grupo

controle.

Utilizou-se a formulacéo em base Lanette® conforme a orientagéo da ANVISA,
gue em suas normas técnicas para preparacdo de medicamentos recomenda para
formas farmacéuticas de uso externo a preparacdo maxima a 10%, seja para creme,
gel ou pomada. A opcéo de formulacdo em creme, e ndo pela forma liquida, deve-se
a sua aderéncia ao local lesionado, permanecendo por mais tempo no tecido.
Quanto a opgéao pelo creme, e ndo pela pomada ou gel, ocorreu devido a facilidade
de aquisicdo e manipulacdo do veiculo do creme, 0 que permitiu a sua preparacao

artesanalmente.

Os Medicamentos tépicos sdo as primeiras escolhas para o tratamento de
feridas devido a sua facilidade de aplicagdo (GHOSH et al., 2012). O tratamento
topico de feridas tem muitas vantagens, incluindo a reducéo de custos e 0 aumento
da facilidade de aplicacdo, em comparacdo com o tratamento sistémico (DIAS et al.,

2011). Estudos recentes tém demonstrado que as taxas mais rapidas de fechamento
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da ferida podem ser obtidas quando um agente cicatrizante € serialmente entregue
ao longo de um periodo prolongado (HRYNYK et al., 2010).

Com esses dados apresentados, pode-se afirmar que o0s objetivos desse
trabalho foram alcancados através da demonstracdo, pela primeira vez, do efeito
cicatrizante do triterpeno pentaciclico uvaol utilizado topicamente, bem como seus
efeitos foram mantidos quando incorporado em uma base de creme Lanette®,
indicando que o0 uvaol é um promissor principio ativo para medicamentos

cicatrizantes no tratamento de feridas cutaneas.
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7 CONCLUSAO
Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

O tratamento topico com uvaol acelerou o processo de cicatrizagdo cutanea por
reduzir o tempo de fechamento da ferida;

Em feridas tratadas topicamente com uvaol ocorreu uma melhor organizacéo
tecidual considerando a arquitetura do tecido, bem como um aumento na deposi¢céo
do colageno;

O tratamento com uvaol ndo induziu efeitos toxicos associados ao uso topico.

O tratamento com uvaol in vitro ndo foi capaz de induzir efeitos citotoxicos em
fibroblastos humanos.

A formulagéo em creme contendo uvaol foi capaz de manter os efeitos cicatrizantes

sem induzir efeitos toxicos associados ao uso.
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