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RESUMO

Dentre diversas doengas inflamatorias, ressalta-se a ulceragdo aftosa recorrente, que consiste
em lesdes na cavidade oral, comumente observada na populacgdo, cuja terapéutica ¢ baseada
principalmente em medicamentos sintéticos tdpicos das classes dos corticosteroides,
antissépticos, analgésicos e antibidticos. Se faz importante investir em pesquisas, que visem a
descoberta de medicamentos para o tratamento de ulceras orais, com menos efeitos colaterais e
custos-beneficios mais vantajosos do que as terapéuticas vigentes. A espécie vegetal Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) conhecida, no Brasil, como aroeira possui amplo
espectro de atividades biologicas, destacando-se entre essas, atividades cicatrizante e anti-
inflamatoéria. Este trabalho teve como objetivos realizar estudo de revisao de literatura sobre S.
terebinthifolius, caracterizar os constituintes quimicos do extrato hidroalcodlico da casca do
caule da aroeira e, por fim, avaliar sua atividade cicatrizante em lesdes da mucosa oral de ratos.
Na revisdo de literatura sobre S. terebinthifolius foram reportados dados sobre aspectos
etnomedicinais, perfil fitoquimico e farmacoldgico deste vegetal. A pesquisa foi realizada nas
bases de dados Science Direct, PubMed e Scielo, utilizando os descritores Schinus
terebinthifolius, morfologia da planta, ecologia, planta medicinal, medicina tradicional,
composicdo quimica e atividade farmacologica. Do total de 963 artigos encontrados, 64
compuseram a revisdo. Essa espécie ¢ empregada na medicina tradicional como anti-
inflamatoria, cicatrizante e no tratamento de tlceras e infec¢des. Foi demonstrado que seu perfil
fitoquimico ¢ constituido, em especial, por flavonoides e 6leos essenciais. Varios ensaios in
vivo confirmaram propriedades farmacoldgicas promissoras, tais como efeitos anti-
inflamatérios, antimicrobianos e antioxidantes. Enfatiza-se a necessidade de estudos que
tenham como objetivo principal duas vertentes, a descricao etnomedicinal e a bioprospecgao de
S. terebinthifolius. Para o estudo de avalia¢do do efeito cicatrizante do extrato hidroalcodlico
da casca do caule da aroeira, o material vegetal foi coletado no municipio de Chapadinha, estado
do Maranhdo, Brasil (3°42'44"S; 43°30'40"W), realizou-se classificagdo taxonOmica,
identificagdo dos compostos quimicos por HPLC-MS e analise in silico. Logo apds, seguiu-se
com a etapa in vivo, onde foram utilizados 41 ratos Wistar (Rattus norvegicus), distribuidos em
trés grupos aleatoriamente: G1 (solugdo salina 0,9%), G2 (gluconato de clorhexidina 0,12%) e
G3 (extrato hidroalcodlico de aroeira 2%), os quais foram divididos em trés subgrupos de
acordo com o tempo de tratamento (3, 7 e 14 dias). Todos foram submetidos ao mesmo
procedimento cirtargico de acordo com técnica padronizada para indugdo da lesdo na mucosa
oral de ratos e tratados de forma topica, por via oral, a cada 24h. Os parametros avaliados foram:
area da lesdo, alteragdes macroscopicas e analise histopatologica. Foram identificados 14
compostos quimicos, destes, vicenina 1 e astaxanthina foram avaliados por ensaios in silico. A
analise das provaveis atividades bioldgicas de vicenin 1 revelou probabilidade > 30% (Pa > 0,3)
de apresentar 224 atividades, destas 15 eram cicatrizante e/ou anti-inflamatoéria e, astaxanthin,
apresentou 259 atividades, das quais 20 eram cicatrizante e/ou anti-inflamatdria. A etapa in vivo
mostrou que aos 14 dias, a média da 4rea da lesdo (mm?) foi de 1,5 = 1,4 para G1, 1,3 + 1,02
para G2 e 0,9 + 0,85 para G3, bem como a média do grau de contragdo apresentou valores de
98,6% para G1, 98,4% para G2 e 98,9% para G3. Quanto a analise histoldgica, foi possivel
evidenciar a seguinte relacao, no que concerne o processo de cicatrizagao de feridas na mucosa
oral de ratos abordado neste estudo, G3 > G2 > G1. Os resultados evidenciaram, que aroeira ¢
uma espécie vegetal promissora para o tratamento de lesdes orais, favorecendo o processo de
cicatrizacdo de feridas da mucosa oral de ratos, embora ndo tenha sido verificada diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais.

Palavra-chave: Aroeira; biopropeccao; cicatrizacdo; in silico; lcera oral.



vil

ABSTRACT

As part of several inflammatory diseases, the recurrent aphtous ulceration stands out, which
presents itself as lesions inside the oral cavity, being treated with topical corticosteroids,
analgesic, and local antibiotics. The development of new treatments for such lesions, presenting
less side effects and better costly ratio than the traditional allopathic approach is of paramount
importance. The plant species Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), also known in Brazil
as aroeira, has demonstrated a wide range of biological activities, being described among those,
remarkable healing and anti-inflammatory properties. This assay was aimed to review the
literature concerning S. terebinthifolius, describe and predict the biological effects from the peel
of Aroeira stem’s hidro alcoholic extract chemical components, and thus, evaluating its healing
effects on the oral injuries of rats. On this literature review, data about the ethnomedicinal,
phytochemical and pharmacological profile aspects are reported. The research was carried out
in Science Direct, PubMed and Scielo databases, using the descriptors Schinus terebinthifolius,
plant morphology, ecology, medicinal plant, traditional medicine, chemical composition and
pharmacological activity. Of the total of 963 articles found, 64 composed the review. This plant
species has been widely used on traditional medicine as anti inflammatory, healing and for
treatment of ulcers and infections. Its phytochemical profile has been proved to be composed
specially by flavonoids and essencial oils. In vivo several assays have confirmed promising
pharmacological properties, such as anti inflammatory, antimicrobial and antioxidant effects. It
has been pointed out the need of studies which aim two main streams: the ethnomedicinal
characteristics and the S. terebinthifolius bioprospecting. For the assay on the healing effects
evaluation of the Aroeira stem peel hydro alcoholic extract, the plant samples were collected at
municipio de Chapadinha, estado do Maranhdo, Brazil (3°42'44"S; 43°30'40"W), then these
samples went through taxonomic classification, chemical analysis through HPLC-MS and in
silico analysis of some chemical components. Following this, the in vivo stage was initiated,
which used 41 rats, randomly distributed under 3 groups: G1 (saline solution 0,9%), G2
(chlorhexidine gluconate 0,12%), and G3 (S. ferebinthifolius hydro alcoholic extract 2%);
subsequently, these groups were rearranged according to the treatment duration (3, 7 and 14
days). All of the subjects were submitted to the same surgical procedure: a standardized
provoked injury on their oral mucosa and treated topically, orally, every 24h. The evaluated
parameters were as follows: macroscopic and microscopic changes (histopathological analysis).
14 chemical components were identified, of which, Vicenin 1 and astaxanthin were studied in
silico. The results revealed that Vicenin 1 presents > 30% (Pa> 0,3) probability to have 224
activities, being 15 of those of healing and/or anti inflammatory effect. On the other hand,
Astaxanthin revealed 259 properties, so that 20 of those were healing and /or anti inflammatory.
The in vivo step showed that at 14 days, the mean lesion area (mm2) was 1.5 + 1.4 for G1, 1.3
+ 1.02 for G2 and 0.9 £ 0.85 for G3, as well as the mean of the degree of contraction presented
values of 98.6% for G1, 98.4% for G2 and 98.9% for G3, suggesting that in this period the
repair of the lesion was already reestablished. As for the histological analysis, it was possible
to evidence the following relationship, regarding the wound healing process in the oral mucosa
of rats addressed in this study, G3 > G2 > G1. The results showed that aroeira is a promising
plant species for the treatment of oral lesions. The hydroalcoholic extract of aroeira favored the
wound healing process in the oral mucosa of rats, although no statistical differences were found
between the experimental groups,

Keyword: Aroeira; bioprection; healing; in silico; oral ulcer.



1 Introducao

Algumas patologias, por apresentarem etiologia indefinida ou de dificil identificacao,
mostram-se desafiantes no que concerne ao tratamento farmacoldgico. Inclui-se nesse grupo a
ulceragdo aftosa recorrente (UAR), uma das doencas mais comuns da cavidade oral, que
acomete cerca de 25% da populagdo geral (SLEBIODA et al., 2014). Os tratamentos
disponiveis sdo para aliviar sintomas, acelerar a cicatrizagao e reduzir a frequéncia das lesdes
(AKINTOYE; GREENBERG, 2014).

A terapéutica para lesdo aftosa recorrente ¢ significativamente importante, ja que esta ¢
uma doenga que interfere na qualidade de vida das pessoas, pois o paciente ¢ acometido por dor
e alteracdo das fungdes orais, tais como comer, deglutir e falar (SAMET et al., 2007). Em geral,
o tratamento de doengas da cavidade oral ainda ¢ um dilema. A severidade das lesdes ¢ seus
efeitos devem ser avaliados e a terapéutica deve ser adaptada ao padrao de cada paciente
(VIVEK; BINDU, 2011).

Virias alternativas de tratamento sdo empregadas, desde medicamentos sintéticos,
homeopaticos e/ou produtos naturais (COSTA; CASTRO, 2013), administrados de forma
topica ou sist€émica. Comumente, os agentes topicos sdo preferiveis por terem poucos efeitos
adversos e menor chance de interagdes medicamentosas (HAMISHEHKAR et al., 2015;
NAKAMURA et al., 2020). Além disso, a busca por terapias mais promissoras tem conduzido
a realizacdo de estudos com diversas espécies vegetais e alguns ja apresentaram resultados
clinicos significantes (ARMAS et al., 2005; MOGHADAMNIA et al., 2009; POURAHMAD
etal., 2010; LIU et al., 2012; DESHMUKH; BAGEWADI, 2014).

De fato, os produtos naturais, com destaque para os de origem vegetal, apresentam um
importante papel na descoberta de novas substancias terapéuticas. Mais da metade de todos os
medicamentos de pequenas moléculas, aprovados de 1981 a 2014 pelo Food and Drug
Administration (FDA), se originaram de fontes naturais, incluindo compostos naturais
inalterados, derivados quimicamente modificados e naturais sintéticos, miméticos derivados de
um modelo de produto natural ou farmac6foro NEWMAN; CRAGG, 2016; HIDALGO et al.,
2018).

Os ensaios experimentais que tomam por base o conhecimento, como abordagens
etnofarmacolégica, filogenética, ecologica e computacional, funcionam como estratégias

alternativas aos testes aleatorios, que sofrem intrinsecamente uma baixa taxa de acerto. A



abordagem classica baseada no conhecimento ¢ a abordagem etnofarmacolédgica, onde as
espécies vegetais, utilizadas em praticas populares, constitui a base para a selecdo do material
de teste e do ensaio farmacoldgico, podendo ser aplicadas para aumentar a probabilidade de
identificacao de bioativos de plantas relevantes (ATANASOV et al., 2015).

A etnofarmacologia envolve a observagdo, descricdo, investigacdo experimental e
validagdo biologica de plantas tradicionalmente usadas e suas bioatividades. Apresenta-se como
uma ferramenta dependente de caracteristicas cognitivas, fatores ecoldgicos e historia cultural
(LEONTTI, 2011). Todos esses fatores convergem para escolha do material vegetal candidato a
ensaios bioldgicos. Tais ensaios influenciam diretamente no sucesso da descoberta de
medicamentos a partir de plantas. Assim, a escolha dos bioensaios, determinada pelos objetivos
do estudo, deve combinar de forma otimizada a simplicidade com boa sensibilidade e
reprodutibilidade (ATANASOV et al., 2015).

Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira), cujo sinonimia € Schinus terebinthifolia, ¢ uma
espécie vegetal amplamente distribuida na regido nordeste do Brasil, que tem ganhado destaque,
dentre outras, por suas propriedades anti-inflamatorias e cicatrizantes (NUNES JR et al., 2006;
RIBAS et al., 2006; SANTOS et al., 2006; MARTORELLI et al., 2011; SCHEIBE et al., 2016).
Enfatiza-se a aroeira como uma planta medicinal, que faz parte da Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Satude (RENISUS) e da Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) do Ministério da Satide do Brasil (TORRES et al., 2016;
BRASIL, 2020) e que apresenta potencial para o tratamento de ulceras da cavidade oral, visto
que essa espécie ¢ amplamente empregada na medicina tradicional para o tratamento de varias
patologias (LORENZI; MATOS, 2008; ESTEVAO et al., 2015), inclusive para aftas (VIEIRA
et al., 2014a) e também por ser uma planta ja validada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) para tratamento de infec¢des e inflamagdes da cavidade vaginal, com
medicamentos industrializados registrados (KRONEL, 2018).

Aliado a isso, a problematica do tratamento das ulceragdes aftosas recorrentes, nos faz
refletir sobre o potencial terapéutico de S. terebinthifolius Raddi frente a essas manifestacdes
clinicas. Considera-se que vale a pena investir em pesquisas que visem a descoberta de
medicamentos com menos efeitos colaterais e custos-beneficios mais vantajosos do que os
tratamentos vigentes (corticosteroides, antissépticos, analgésicos e antibioticos) e que, além de
tudo, possam agregar valor a comunidade local. Muitas pesquisas sobre o potencial cicatrizante

de S. terebinthifolius Raddi ja foram realizadas. Contudo, foi verificado na literatura cientifica



apenas um estudo sobre o potencial cicatrizante dessa espécie na cavidade oral (RIBAS et al.,
2006). Dessa forma, o presente estudo, realizado com o objetivo de colaborar com o
conhecimento desta espécie vegetal, encontra-se organizado da seguinte maneira:

CAPITULO I: Trata-se de uma revisdo de literatura sobre os aspectos etnomedicinais,
fitoquimico e farmacolédgico de S. terebinthifolius Raddi, que sera submetida a revista Plant
Biology.

CAPITULO II: Apresenta os resultados dos estudos quimicos, in silico e avaliagdo da atividade
cicatrizante do extrato hidroalcoolico de S. terebinthifolius Raddi em lesdes na mucosa oral de

ratos, que serd submetido a revista BMC Complementary and Alternative Medicine.



2 Referencial tedrico

2.1 Lesao, inflamagao e reparo

Lesao ou processo patoldgico € o conjunto de alteragdes morfoldgicas, moleculares e/ou
funcionais que surgem nas células e tecidos apds agressdes (PEREIRA, 2013a). Um processo
de doenca apresenta, de forma basica e geral, os seguintes aspectos que podem auxiliar na sua
possivel compreensao: sua causa (etiologia), os mecanismos bioquimicos € moleculares do seu
desenvolvimento (patogenia ou patogénese), as alteragcdes estruturais provocadas nas células e
orgdos do corpo (alteragdes morfoldgicas) e as consequéncias funcionais dessas alteracdes
(manifestacdes clinicas) (KUMAR et al., 2016).

As causas (agressoes) das lesdes e doengas sdo qualquer estimulo da natureza,
dependendo da sua intensidade, do tempo de atuagdo e da capacidade de reagdo do organismo
(que envolve também o patrimonio genético) (PEREIRA, 2013a). As agressdes, de modo muito
resumido, podem ocorrer como consequéncia de fatores exdgenos e/ou enddgeno. As causas
exdgenas sdo representadas por agentes fisicos (SULZBACHER; FONTANA, 2013), quimicos
(BRASIL, 2020) e bioldgicos (PEREIRA, 2013b) e por desequilibrios nutricionais
(ALVAREZ-LEITE et al.,, 2013); as enddgenas associam-se ao patrimOnio genético, oS
mecanismos de defesa e os fatores emocionais. Contudo, nem toda lesdo ou doenga tem causa
conhecida (PEREIRA, 2013b; KUMAR et al., 2016).

Os mecanismos pelos quais as agressdoes atuam causando lesdes e/ou doencas
(patogenia) sdo bastante variados, entre esses os mais relevantes sao: hipoxia e anoxia celular
(MIRANDA et al., 2004; ADSTAMONGKONKUL; HESS, 2017; LACERTE; MESFIN,
2019; MESSINA; MILLS, 2019), radicais livres (FAINSTEIN, 2008; MARTINS DA SILVA
et al., 2011; MIYATA et al., 2019), reagao imunitaria (CRUVINEL et al., 2010; TORRES;
FILIPE, 2014), anormalidades na expressao génica (ZAGO; PINTO, 2007; LOPES-CENDES;
RIBEIRO, 2013) e acdo sobre enzimas, inibindo processos vitais das células (PEREIRA,
2013b).

O organismo, quando exposto a agentes agressores que acarretam lesdes ou processos
patologicos, manifestam nas células e tecidos alteracdes morfologicas, moleculares e/ou
funcionais (PEREIRA, 2013a). As alteragdes morfoldgicas estdo relacionadas tanto a alteragdes

anatdmicas macroscopicas quanto microscopicas, caracteristicas de uma doenga (PORTH,



2010). As alteracdes moleculares consistem em alteracdes genéticas e bioquimicas e, as
anormalidades funcionais ocorrem devido alteragdes das fungdes de células, tecidos, 6rgaos ou
sistemas (PEREIRA, 2013a; KUMAR et al., 2016).

Como resultado das alteracdes moleculares, estruturais e funcionais ha manifestagdes
clinicas (sinais e sintomas), bem como a progressao (curso clinico e consequéncias) das doencas
(KUMAR et al., 2016). Assim, as doencas surgem ¢ evoluem de maneira muito variada e de
forma dependente de fatores extrinseco (relacionados ao proprio organismo) ou intrinsecos a
ela (associadas ao agente lesivo), tendo como consequéncia a evolugdo para cura ou cronicidade
(PEREIRA, 2013a).

Se faz importante ressaltar que dentre os eventos que ocorrem diante de uma agressao
patoldgica, a inflamacao € algo indispensavel de ser abordada. Sua relevancia esta no papel que
desempenha, cujo o propodsito basico € eliminar a lesdo patogénica e remover 0os componentes
do tecido lesado (MURPHY; WARD, 2006). Consiste no recrutamento de células e moléculas
de defesa do hospedeiro da circulagdo para os locais onde sdo necessarios, com a finalidade, ja
mencionada, de eliminar os agentes agressores (KUMAR et al., 2016).

A reacao inflamatoria e a resposta imunitaria sdo indissociaveis e, embora a inflamagao
faca parte dos mecanismos defensivos contra grande nimero de agressoes, em muitos casos ela
propria pode causar danos ao corpo (PEREIRA, 2013c¢). Contudo, seu objetivo principal € livrar
0 organismo tanto da causa inicial da lesdo celular quanto das respectivas consequéncias
(KUMAR et al., 2016).

A reagdo inflamatoria € conhecida ha muito tempo, entre 42 a.C. e 37 d.C. por Cornelius
Celsus, que descreveu os 4 sinais cardeais da inflamacao "Signa inflammationis quatror sunt:
Rubor et Tumor, cum Calor et Dolor", que se traduzem em rubor, tumor, calor e dor,
redescobertos em 1443 pelo Papa Nicolas V (Figura 1) (SILVERSTEIN, 1979;
SILVERSTEIN; BIALASIEWICZ, 1980; SILVERSTEIN et al., 1981).

O processo inflamatdrio consiste numa resposta adaptativa, dindmica e constituido por
diversas fases evolutivas, inter-relacionadas entre si, dependendo uma da outra (DOUGLAS,
2000). Qualquer que seja sua causa, a reacdo inflamatoria envolve uma série de eventos que se
iniciam com o reconhecimento da agressdo por meio de moléculas sinalizadoras, apos o
reconhecimento por receptores de células do sistema imunitario sdo liberados os mediadores
inflamatérios que resultam em modificagcdes na microcirculagdo e em estimulos para reparar os

danos produzidos (BRANDT et al., 2007; PEREIRA, 2013c).
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Figura 1. Fendmenos da inflamagao e sua relagao
com os sinais cardinais (PEREIRA, 2013c¢)

Pode-se considerar a inflamagdo como uma resposta estereotipada dos tecidos sob a
acdo de estimulos nocivo (agentes flogogénicos). E uma resposta tissular que ocorre
basicamente no tecido conjuntivo (fendmeno mesenquimatico) com a participacdo dos
seguintes componentes: células (mastdcitos, fibroblastos, macréfagos e células leucocitérias
fagocitarias provenientes do sangue), fibras e a substancia amorfa (parte ndo celular do tecido
conjuntivo) e vasos sanguineos (DOUGLAS, 2000; ROCHA JUNIOR et al., 2006).

Considerando as etapas e tecido alvo do processo inflamatdrio, se torna possivel
compreender os mecanismos envolvidos na reagdo flogistica frente as lesdes patoldgicas. O
agente lesivo tem capacidade de interferir sobre determinadas células-alvo através de moléculas
trazidas por ele proprio, pathogen associated molecular pattern (PAMP), ou geradas por agdo

em componentes do organismo, damage associated molecular pattern (DAMP). O conjunto de



PAMP e DAMP ¢ denominado alarminas, moléculas de alarme ou moléculas sinalizadoras de
agressao (TSUNG et al., 2014; NERY et al., 2015; MIRO et al., 2017).

Agressdes aos tecidos pode também gerar produtos de quebra ou despolimerizacao de
macromoléculas da matriz extracelular, como fragmentos de acido hialurénico, sulfato de
dermatano, sulfato de heparano, fibronectina, fibrinogénio e biglicano; ou liberar mediadores
associados a moléculas da matriz, como exemplo algumas citocinas (PEREIRA et al., 2013c¢)

O reconhecimento de agentes agressores ¢ o primeiro passo em todas as reagdes
inflamatoérias. Varios receptores celulares a proteinas circulatorias sao capazes de reconhecer
microrganismos (PAMP) e, produtos de dano celular (DAMP); provocando assim, a
inflamacdo. Células epiteliais, macréfagos do tecido e células dendriticas, leucdcitos e outras
células expressam receptores de reconhecimento (PEREIRA, 2013¢c; KUMAR et al., 2016).

Os mediadores da resposta inflamatéria sdo variados e derivam de precursores
plasmaticos e celulares, podendo ser classificados de acordo com suas propriedades
bioquimicas em: aminas vasoativas, peptideos vasoativos, produtos de clivagem do sistema
complemento, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas
(CRUVINEL et al., 2010).

Mediadores inflamatérios especificos produzidos no local da lesdo regulam a resposta
vascular a lesdo. Destacam-se as moléculas vasoativas que atuam diretamente sobre a
vasculatura para aumentar a permeabilidade vascular. Associado a dilatacdo de vasos da
microcirculagdo cita-se também o aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular,
com extravasamento de liquido plasmatico e formacdo de edema, diapedese de células para o
meio extravascular, fagocitose, aumento da viscosidade do sangue e diminuicao do fluxo
sanguineo, podendo ocorrer até¢ uma estase (MURPHY; WARD, 2006). Embora independentes,
em geral a exsudagdo plasmatica precede a exsudagdo celular; a predominancia de uma ou outra
varia de acordo com os mediadores liberados. A exsudacdo de leucocitos € o elemento
morfologico mais caracteristico das inflamagdes (CRUVINEL et al., 2010).

Uma vez desenvolvida a reacdo inicial a injuria, a extensao da lesao local dependera da
intensidade, natureza e duracdo do estimulo lesivo. Assim, se este for de curta duragdo, ou
rapidamente anulado pelos mecanismos de defesa do organismo, as alteragdes inflamatorias
sofrerdo répida resolucdo ou deixardo tecido cicatricial na area lesada. Entretanto, se os
estimulos nocivos forem de duragdo mais longa, a injuria tissular podera continuar além do

periodo necessario para o desenvolvimento completo dos estdgios iniciais do processo



inflamatério. Dessa forma, a inflamacdo ¢ dividida nos padroes agudo e cronico, segundo a
idade, duragdo ou tempo de evolucdo do processo (MURPHY; WARD, 2006).

A inflamacao aguda ¢ de curta duragdo, de alguns minutos ou horas ou um a dois dias,
e suas principais caracteristicas sao a exsudagao de fluidos e proteinas do plasma e emigragao
predominantemente de neutr6filos e macréfagos. Qualquer que seja a natureza do agente
injuriante, a inflamag¢do aguda ¢ mais ou menos estereotipada ou uniforme (Tabela 1)
(MURPHY; WARD, 2006; KUMAR et al., 2016).

Na inflamacgao crénica, em geral ocasionada por persisténcia do estimulo nodxico, o
processo inflamatério se mantém e sofre alteragdes qualitativas, o tecido apresenta
caracteristicamente um infiltrado constituido por células mononucleares, sinais de angiogénese
e fibrose. Esta, de duracdo mais longa, ¢ associada histologicamente com a presenca de
linfocitos e macroéfagos e com a proliferacdo de vasos sanguineos (neoangiogénese) e do tecido

conjuntivo (fibroplasia) (Tabela 1) (CRUVINEL et al., 2010).

Tabela 1. Caracteristicas dos processos inflamatorios agudos e cronicos

Inflamacao
Aguda Cronica
Agente Patogenos organicos, radiacdo Persisténcia do estimulo
causal ionizante, agentes quimicos, trauma inflamatorio inicial, autoimunidade
mecanico
Células Neutrofilos, monocitos, macrofagos, Macrofagos, linfocitos, fibroblastos

envolvidas  mastdcitos
Mediadores Aminas  vasoativas, eicosanoides, IFN-y, citocinas, fatores de
primdrios ~ quimiocinas, espécies reativas de crescimento, enzimas hidroliticas

oxigénio
Inicio Imediato Tardio
Duragdo Poucos dias Meses ou anos

Evolucdo Cicatrizacdo com  restituicdo ad Destruigao tecidual e fibrose
integrum, formacdo de abscesso ou
cronificagao

Fonte: (CRUVINEL et al., 2010)

Uma inflamagao pode provocar degeneragdes ou necrose, que devem ser reparadas por
regeneracdao ou por cicatrizagdo. Quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento liberados
pelos tecidos inflamados, em especial pelas células do exsudato, orquestram os fendmenos de

reparagao e resolucao (PEREIRA et al., 2013c).



O reparo, algumas vezes chamado de cura, refere-se a restauragdo da arquitetura e da
fungdo dos tecidos apés a lesdo. E um estado dindmico que compreende diferentes processos,
entre eles, inflamacgao, proliferacao celular e sintese de elementos que constituem a matriz
extracelular, como colageno, elastina e fibras reticulares. O reparo de tecidos lesados ocorre
por meio de dois tipos de reacdo: regeneragao através da proliferagdo de células residuais (nao
lesadas) e da maturagdo das células-troncos teciduais, e deposi¢ao de tecido conjuntivo para
formar uma cicatriz (ROCHA JUNIOR et al., 2006; KUMAR et al., 2016).

Na regeneracao, o tecido morto ¢ substituido por outro morfofuncionalmente idéntico;
na cicatrizacdo, um tecido neoformado, originado do estroma, substitui o tecido perdido
(PEREIRA, 2013d). A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo dinamico que envolve fenomenos
bioquimicos e fisiologicos que se comportem de forma harmoniosa a fim de garantir a
restauragdo. Tem sido convenientemente dividido em trés fases que se sobrepdem de forma
continua e temporal: inflamatéria, proliferativa e de remodelacdo tissular (Figura 2)
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Na fase inflamatoria, a agregagdo plaquetdria e a coagulacdo sanguinea geram um
tampao, rico em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra a
invasdo de microrganismos, organiza matriz provisoria necessaria para a migracao celular de
fibroblastos, células endoteliais e queratinocitos (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).
As plaquetas secretem fatores de crescimento (FCs), citocinas e elementos da matriz
extracelular. O codgulo formado atua na coaptacdo das bordas da ferida, minimizando a perda
de sangue e fluidos, protegendo o organismo contra penetracdo de agentes exdgenos e
disponibilizando uma matriz provisoria para o inicio da organizacao da ferida (OLIVEIRA;
DIAS, 2012).

E ainda na fase inflamatéria da cicatrizagdio que se verifica, além de intimeros
mediadores quimicos, a presenga de células inflamatorias, como leucécitos polimorfonucleares
(PMN), macrofagos e linfocitos (OLIVEIRA; DIAS, 2012). Apos a saida das plaquetas de
dentro do leito vascular, neutrofilos € mondcitos, em resposta aos agentes quimiotaticos,
migram em dire¢do ao leito da ferida. Além da funcdo de fagocitose, essas células inflamatdrias
produzem fatores de crescimento, que preparam a ferida para a fase proliferativa, quando
fibroblastos e células endoteliais também serdo recrutados (MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009).
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Figura 2. Representacdo esquematica da especificidade celular imunolédgica

correlacionada temporalmente com as fases da cicatrizagdo
Fonte: MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009

A proliferacdo ¢ a fase responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente dito.
Compreende a reepitelizagcdo, fibroplasia e angiogénese (tecido de granulagdo). Na
reepitelizagdo, hd a migracdo de queratindcitos ndo danificados das bordas da ferida e dos
anexos epiteliais. Fatores de crescimento sdo os provaveis responsaveis pelos aumentos das
mitoses e hiperplasia do epitélio. A fibroplasia e formagdo da nova matriz extracelular sao
extremamente importantes na formacgao do tecido de granulacdo. Este corresponde a cole¢ao de
elementos celulares, incluindo fibroblastos, células inflamatorias e componentes neovasculares
e da matriz, como a fibronectina, as glicosaminoglicanas e¢ o coldgeno. A ultima fase da
proliferagdo ¢ a angiogé€nese, essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes necessarios
ao metabolismo celular local para o processo de cicatrizagdo (MANDELBAUM et al., 2003;
MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

A fase de remodelagdo ¢ a ultima fase de cicatrizagdo, ocorre alteracoes na matriz
extracelular, com o depdsito de proteoglicanas e coldgeno; dura meses e € responsavel pelo

aumento da forca de tensdo e pela diminui¢do do tamanho da cicatriz e do eritema. Os elementos
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reparativos da cicatrizacdo sdo transformados para tecido maduro de caracteristicas bem
diferenciadas. A intensidade fenotipica, observada nas cicatrizes, reflete a intensidade dos
fendmenos que ocorreram, bem como o grau de equilibrio ou desequilibrio entre eles
(GABBIANI et al., 1972; OLIVEIRA; DIAS, 2012). Com o decorrer do processo de maturagao
e remodelacdo, a maioria dos vasos, fibroblastos e células inflamatdrias desaparece do local da
ferida mediante processos de emigracdo, apoptose ou outros mecanismos desconhecidos de
morte celular e, além disso, ha acentuada deposicao de coldgeno, formando finalmente o tecido
cicatricial (BALBINO et al., 2005).

Virias sdo as doengas que interferem negativamente no processo de reparo tecidual,
como diabetes, esclerose sist€émica, anemia, desnutri¢do, entre outras. Muitas também sio as
condigdes que tornam esse processo de dificil resolugdo, impedindo ou retardando a completa
restauragao dos tecidos (MENDONCA; COUTINHO-NETTO et al., 2009). Ha situagdes onde
a cura ocorre, mas de forma desorganizada (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Dentre os fatores locais, a infec¢do ¢ a causa mais importante do retardo da cicatrizagdo.
O fluxo de sangue deficiente para a ferida aumenta o risco de infecgdo, retardando a taxa de
cura (HENDRICKSON; VIRGIN, 2005). Além disso, reduz a perfusao tecidual, aumentando a
hipdxia, interferindo no metabolismo e no crescimento celular, prejudicando a cicatrizagdo. Ja
os fatores sistémicos, que dificultam a cicatrizagdo, incluem estado nutricional, hipovolemia,
hipotensao, hipoxia, hipotermia, infec¢do, trauma e uso de medicamentos anti-inflamatorios
(OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Tem sido verificado nas tultimas décadas, grandes avancos na compreensdo dos
processos e fendmenos envolvidos nas diversas fases da reparacdo tissular e simultaneamente
muito se tem investido em pesquisa e desenvolvimento de recursos e tecnologias com o objetivo
de favorecer esses processos. Muito hd que se pesquisar nesse campo ndo sO para aperfeigoar
0s recursos curativos existentes, como para torna-los acessiveis a maior nimero de pessoas,
mediante o desenvolvimento de tecnologias mais simples e baratas, igualmente eficientes, que
se aproveitem de matérias-primas encontradas em regides menos desenvolvidas

(MANDELBAUM et al., 2003; MENDONCA; COUTINHO-NETTO et al., 2009)
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2.2 Ulceragao aftosa recorrente

2.2.1 Aspectos gerais

A ulceragdo aftosa recorrente (UAR) é uma afec¢do cronica da mucosa oral, de
ocorréncia comum e se caracteriza pelo aparecimento de lesdes ulcerativas em qualquer regidao
da mucosa jugal (ALTENBURG et al., 2014). A palavra “aftoso”, descrita pela primeira vez
por Hipodcrates em 400 a.C., origina-se da palavra grega "aphtha", significando uma tulcera de
superficie da mucosa (SCHEMEL-SUAREZ et al, 2015). A UAR apresenta como sinénimos
"alceras orais recorrentes” e "estomatite aftosa recorrente" (CUI et al., 2016).

A UAR tem incidéncia que varia de 5 a 66% da populagdo, dependendo do grupo
estudado. Estima-se que 20% da popula¢do em geral sofrerd de UAR em alguma época de sua
vida (BRATEL; HAKEBERG, 2014; RUAN et al., 2018; CHIANG et al., 2019). A faixa etaria
mais acometida ¢ a segunda década de vida e ha uma ligeira predile¢ao pelo género feminino.
A prevaléncia tende a ser maior em profissionais e pessoas de grupos socioecondmicos mais
elevados (ALTENBURG et al., 2014; SLEBIODA et al., 2014; CUI et al., 2016; SOUZA et al.,
2017).

As estomatites aftosas recorrentes podem assumir trés formas de apresentagao: menores,
maiores e herpetiformes (QUEIROZ et al., 2018). As diferencas sdo essencialmente clinicas e
correspondem ao grau de severidade. Todas sdo consideradas como parte do mesmo espectro
da doenca, acreditando-se que tenham uma etiologia comum. Essas lesdes apresentam-se como
ulceras recidivantes dolorosas, que algumas vezes apresentam sintomas prodromicos de
formigamento ou ardéncia antes do aparecimento das lesdes, podendo variar em tamanho,
quantidade e localiza¢do. As tulceras ndo sdo precedidas por vesiculas (ALTENBURG et al.,
2014; SLEBIODA et al, 2014; TARAKIJI et al., 2015).

A forma aftosa menor ¢ a variedade mais comum, ocorre em aproximadamente 80% dos
casos de UAR. Sdo de forma circular, rasas, atingem 3 a 10 milimetros de diametro. Podem
apresentar uma pseudomembrana branco acinzentada bordeada por um halo eritematoso.
Ocorre na mucosa labial e jugal, no assoalho da boca e raramente atinge a gengiva, o palato ou
o dorso da lingua. A sua evolugdo geralmente € para a cura espontanea num periodo que pode

variar de 10 a 14 dias, sem deixar cicatriz (Figura 3) (ROGER 111, 1977; CHIANG et al., 2019).
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As UARs maiores, também conhecidas como periadenite mucosa necrotica recorrente
ou doenca de Sutton, perfazem cerca de 10% dos pacientes. Essas lesdes sdo similares em
aparéncia as menores, porém sao maiores que 1 cm de didmetro. Tém predilecao pela mucosa
labial e jugal, palato mole, assoalho da boca e fauces, mas qualquer regido pode ser afetada
(QUEIROZ et al.; 2018; NATAH et al., 2004; SCULLY; PORTER, 1991). As lesdes sdo mais
profundas, dolorosas e duram mais tempo que as menores, podendo levar até 6 semanas para
regredir e, diferentemente das menores, geralmente se curam deixando cicatrizes. O seu
desenvolvimento comega apos a puberdade, e as recorréncias podem ocorrer por 20 anos ou

mais (Figura 4) (ALTENBURG et al., 2014; NEVILLE et al., 2004; VICENT; LILLY, 1992).

Figura 3. Ulceracao aftosa menor Figura 4. Ulceragao aftosa maior
(COSTA; CASTRO, 2013). (COSTA; CASTRO, 2013).

A outra variedade da UAR ¢ a ulcera herpetiforme. E a forma menos comum e atinge 5
a 10% dos pacientes. Suas lesdes caracterizam-se por serem multiplas, pequenas e dolorosas.
Em alguns casos podem ocorrer até 100 tlceras a0 mesmo tempo. O tamanho ¢ muito reduzido,
variando de 1 a 3 milimetros de didmetro. As pequenas lesdes sdao agrupadas podendo confluir
e tornarem-se maiores com bordos irregulares (Figura 5) (MACPHAIL, 1997; PORTER et al.,
2000; QUEIROZ et al., 2018). Acometem qualquer regido da cavidade oral, ndo tendo
predile¢do por um sitio especifico. Tem maior frequéncia no sexo feminino e pessoas com idade
mais avancadas (SCULLY; PORTER, 1991; TARAKII et al., 2015). Estas lesdes levam de 10
a 14 dias para curar, ndo deixando cicatrizes (SLEBIODA et al., 2014) ¢ podem ser confundidas

com as da infecgdo pelo virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) (CHIANG et al., 2019).
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Figura 5. Ulceracao aftosa herpetiforme
(COSTA; CASTRO, 2013).

A etiologia da UAR, apesar de ser alvo de inimeras pesquisas, ainda ¢ desconhecida e
classificada como multifatorial, sendo esses fatores causais de origem local ou sistémica
(JIANG et al.,2008; VALLE et al.,2011; SAIKALY etal., 2018). No entanto, quando se afirma
que a causa ¢ desconhecida, ndo se exclui que ha sustentacdes cientificas bem estabelecidas
quanto a etiologia. Sabe-se que ha correlagao entre a UAR e a ocorréncia de doenca autoimune,
deficiéncia nutricional, alergia a alimentos e traumas. Além de sua associacdo com a presenca
de hiperacidez bucal, historia familiar pregressa da doenga e estresse emocional ou fisiologico
(BESU et al., 2012; COSTA; CASTRO, 2013; ALTENBURG et al., 2014; CUI et al., 2016).

Por a etiologia ainda ser considerada desconhecida, pela auséncia de fatores
histopatologicos especificos e/ou de alguma causa enddgena ou exodgena que tenha sido
identificada reproduzidamente (CHERUBINI et al., 2006), ndo hd um tratamento curativo.
Todas as formas terapéuticas sdo voltadas para o alivio dos sintomas, cicatriza¢ao das ulceras
e diminui¢do da recorréncia das lesdoes (MENG et al., 2009; GIANNETTTI et al., 2018;
QUEIROZ et al., 2018). As terapias disponiveis sdo administradas de forma tdpica e/ou
sistémica através do uso de medicamentos sintéticos, homeopdticos, produtos naturais ou
aplica¢do de laser (ARMAS et al., 2005; LOFUTO et al., 2005; PAKFETRAT et al., 2010;
ALTENBURG et al., 2014).

Dentre os recursos topicos alopaticos utilizados no tratamento da lesao aftosa recorrente,
citam-se os corticosteroides (acetato de triancinolona, fluocinonida e clobetasol), antissépticos
(clorexidina), analgésicos (benzocaina ou lidocaina) e antibidticos locais (doxiciclina). A
terapia sist€émica, em geral, ¢ indicada para os casos de estomatite aftosa recorrente maior e

herpertiforme, sao empregados corticosteroides (prednisona), imunomoduladores (talidomida
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ou levamisol), antibioticos (penicilina G) e anti-inflamatdrios ndo esteroidais (diclofenaco de
sodio) (BELENGUER-GUALLAR et al., 2014; TARAKJ et al., 2015; SAIKALY etal., 2018).

Apesar de existirem varias opgdes de tratamento para estomatite aftosa recorrente, os
medicamentos utilizados atualmente, muitas vezes, apresentam efeitos adversos graves,
possibilidade de interagdes medicamentosas e eficacia limitada (GORSKY et al., 2008). Dentre
os efeitos advrsos citam-se osteoporose, hiperglicemia, hipertensdo, supressdo adrenal e
supressao do sistema imunologico (KHADEMI et al., 2014). Assim, ¢ evidente a necessidade

de descobertas de novas alternativas terapéuticas para o tratamento dessas lesoes.

2.2.2 Terapia alternativa e complementar com énfase em espécies vegetais para UAR

Terapias e praticas complementares e alternativas sdo frequentemente usadas em
condi¢des cronicas (ARMSTRONG et al., 2011). De acordo com a Organizagdo Mundial de
Satude (OMS), Medicina Complementar e Alternativa (MCA) engloba um amplo conjunto de
praticas de saude, abordagens, conhecimento, crencas e produtos que ndo fazem parte da
tradi¢do de saude do proprio pais e ndo estdo integrados ao sistema de saidde dominante (WHO,
2013).

Na verdade, ha diversas definicdes para MCA, discutidas amplamente em varios
estudos, como nas publicagdes de Leckridge (2004) e Wieland et al. (2011), que sintetizam o
fato de que essas préaticas correspondem aquelas que ndo sdo, ou seja, ndo fazem parte do
"ortodoxo", ou sistema “dominante” ou “convencional”, reforcando o conceito da OMS.
Contudo, enfatiza-se que os parametros das definicdes ndo sdo cientificos, mas sim cultural,
histérico e politico, segundo os autores. Evidéncias cientificas apontam que nos paises em
desenvolvimento cerca de 60 a 90% da populagdo utiliza MCA como cuidado primario para
seus problemas de saide (ERNST, 2000; HARRIS; REES, 2000; WHO, 2011 2013; GYASI et
al., 2018).

Essas praticas de saide podem ser classificadas em dominios abrangentes, incluindo:
terapias de base bioldgica, suplementos nao fitoterdpicos, terapias manipulativas e baseadas no
corpo, terapias mente-corpo € medicina energética (FRASS et al., 2012). Estudos ressaltam o
uso de produtos naturais, em especial os de origem vegetal, como medicina complementar e

alternativa, quer seja através do uso de ervas da Medicina Tradicional Chinesa, quer seja como
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medicamentos fitoterdpicos, uso de plantas medicinais ou empiricamente (SHAWAHNA;
JARADAT, 2017; ARRING et al., 2018).

Entre as terapias alternativas utilizadas para tratar UAR, aponta-se os tratamentos com
diferentes tipos laser, que tem mostrado resultados promissores no alivio da dor e diminuigao
do tamanho das lesdes (ALBREKTSON et al., 2014; NAJEEB et al., 2016). Os principais
estudos foram conduzidos com laser de baixa intensidade (Low-Level Laser Therapy - LLLT)
(AGGARWAL etal., 2014; LALABONOVA; DASKALOV, 2014) e laser CO2 (ZAND et al.,
2009; PRASAD; PAI 2013), mas ainda ha estudos sobre laser Nd-Yan (ARABACI et al., 2009)
e laser arseneto de galio-aluminio (ALBREKTSON et al., 2014).

Podem ser realizadas técnicas de cauterizagdo das ulceras. Estudos demonstraram que o
uso topico de solucdo de nitrato de prata a 1-2% reduziu significativamente a intensidade da
dor apos um dia, mas ndo aumentou a velocidade de cicatrizacdo (ALIDAEE et al., 2005;
SOYLU OZLER, 2014; RODRIGUEZ-ARCHILLA; RAISSOUNI, 2017).

A homeopatia também consiste numa pratica da MCA. Na literatura cientifica ha
somente uma publicacdo (MOUSAVI et al., 2009) sobre uso de medicagdes homeopaticas no
tratamento de ulceragdo aftosa recorrente menor. Foi demonstrado que as preparagdes a base
de Borax, Mercurius solubilis e Natrum muriaticum diminuiram significativamente a
intensidade da dor e o tamanho das tlceras no grupo tratado quando comparados ao grupo
placebo. Dessa forma, foi enfantizado que a homeopatia pode ser uma terapia complementar no
tratamento UAR menor, mas ha necessidade de realizagdo de outros estudos com um nimero
maior de pacientes e que apontem resultados mais seguros.

A utilizacdo de produtos naturais como terapia complementar e alternativa para o
tratamento de UAR tem sido amplamente estudada, em virtude desses produtos serem
considerados uma fonte promissora para a inovacdo de agentes terap€uticos, pois possuem
menos propriedades adversativas, bem como pela facilidade de obtengdo. Nas ultimas décadas,
o produto apicola propolis tem despertado interesse de pesquisadores por suas propriedades
biologicas, o que tem conduzido a exploragao seu potencial para o desenvolvimento de novos
medicamentos, entre esses, medicamentos para o tratamento de ulceracdo aftosa recorrente
(SAMET et al., 2007; ARAFA et al., 2018).

A propolis € uma substancia composta por resina, cera e 6leos essenciais que € preparada
por abelhas (Apis melifera Linnaeus) dos exsudados de arvores e flores para preencher os

buracos em suas colmeias (DAS NEVES et al., 2016). Seus principais efeitos farmacologicos
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sdo antiinflamatérios, antimicrobianos, antioxidante, imunoestimulante e atividades de
cicatrizac¢do de feridas. Como constituintes quimicos apresenta terpenoides, esteroides, acidos
fendlicos, ésteres e flavonoides (BRAILO et al., 2006; WAGH et al., 2013; CASTRO et al.,
2014; Ll et al., 2016)

Recentemente foi desenvolvido estudo que utilizou nanotecnologia na elaboragdo de
uma formulacao oral mucoadesiva (filme niossémico), contento 1,5% de extrato hidroalcodlico
de propolis, para o tratamento de UAR. Participaram do estudo 24 pacientes que foram
randomizados em dois grupos: o primeiro grupo foi tratado com o filme do extrato de propolis
(grupo de tratamento) e o segundo grupo recebeu o filme sem o componente ativo (grupo
placebo). Os resultados clinicos revelaram a duragdo da adesdo ao filme de 2-4 horas nos dois
grupos (p =0.7008). O inicio da redu¢do do tamanho da ilcera no grupo medicado foi alcancado
no segundo e terceiro dia, a cura completa foi alcangada nos primeiros 10 dias de tratamento (p
<0.0001) e o alivio da dor durou mais de 4-5h (p = 0.001), em contraste com o grupo placebo.
A formulacdo preparada teve o objetivo de oferecer controle e direcionar a distribuicdo de
drogas no local de aplicacdo, sendo considerado pelos autores como uma nova estratégia
terapéutica no tratamento de ulcera aftosa recorrente (ARAFA et al., 2018).

Outro estudo realizado por Samet et al. (2007) teve como propoésito avaliar o potencial
de um produto de propolis, para reduzir o nimero de surtos de ulceras orais recorrentes. Foi
realizado um estudo piloto, duplo-cego, controlado por placebo. Os pacientes receberam 500mg
de propolis ou uma capsula de placebo, diariamente, por aproximadamente 6 meses. Os dados
indicaram uma reducgdo estatisticamente significativa de surtos no grupo propolis (p = 0,04),
bem como autorreferiram melhora significativa na qualidade de vida (p = 0,03). Este estudo
mostrou que a propolis ¢ eficaz na reducdo do nimero de recorréncias e melhora a qualidade
de vida em pacientes que sofrem de UAR.

Em contrapartida o trabalho de Brailo et al. (2006) aponta sobre os riscos que alguns
compostos sensibilizadores como ésteres do acido cafeico (feniletilcafeato e cafeato de
metilbutenilo) e os constituintes como acidos aromaticos livres, isoferulados e flavonideos
podem desempenhar promovendo a alergia a propolis. Através de um estudo de caso, foi
relatada sensibilidade de contato retardada, desenvolvida nos labios e na mucosa oral como
resultado de uso topico de propolis para o tratamento de ulceracdo aftosa recorrente. Paciente
do sexo feminino, 20 anos, afirmou automedicagdo durante trés semanas, manifestando erupgao

das lesdes apos 10 dias do inicio de uso da solugdo. Foi recomendado que ela interrompesse o
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uso de propolis e foi prescrito dipropionato de betametasona 0,05% em orabase trés vezes ao
dia, durante 14 dias. Foram realizados testes de sensibilidade que comprovoram a alergia a
propolis. Os autores enfatizaram sobre o potencial antigénico da propolis e sugerem que a
mesma deve ser usada com cuidado como agente topico no tratamento de doengas bucais.

Como exemplo de produtos naturais de origem vegetal testado na UAR, cita-se extrato
de Rheum palmatum L. (ruibarbo) que consiste numa erva tradicional chinesa frequentemente
usadas como antibacteriano (LI et al., 2017; MENG et al., 2020), em tratamentos topicos de
doencas dermatolégicas (HOFFMANN et al., 2020), bem como em afec¢des da cavidade oral.
Apresenta como componentes quimicos antraquinonas, antrona, diantronas, heterodiantronas,
taninos e oxalato de calcio. Essa erva estd na composi¢do de um medicamento fitoterapico,
Iralvex gel, descrito na Goldaru Herbal Pharmacopeia - Esfahan, Iran (2012) com indicacao
para tratamento de inflamacgdes causadas por Ulceras na boca, sangramento gengival e
estomatite aftosa.

O estudo de Khademi et al. (2014), testou o Iralvex gel, cuja formulagdo continha 170mg
de extrato seco de ruibarbo (padronizado com base de 3,4-4,6mg de reina) e 10mg de acido
salicilico. Esse estudo de natureza clinica, duplo-cega, comparou dados do grupo placebo e do
grupo que utilizou o Iralvex gel, de forma tdpica diretamente sobre as ulceras. Foi observado
que o grupo que utilizou a substancia ativa obteve redugdo da dor e remissdo das ulceras de
forma mais rapida que o grupo placebo (p < 0,001). Assim, os autores concluiram que Iralvex
gel ¢ um remédio eficaz, barato e sem efeitos colaterais para o tratamento de UAR.

A eficécia de outro medicamento utilizado na medicina complementar e alternativa foi
testada contra UAR. Matricaria chamomilla L. (camomila) ¢ uma espécie vegetal utilizada na
medicina tradicional devido suas propriedades anti-inflamatoria, anti-séptica, antimicrobiana,
antiespasmaodica, dentre outras. Sesquiterpenos, flavonoides, cumarinas e poliacetilenos sao
considerados os constituintes quimicos mais importantes dessa espécie (SINGH et al., 2011).
Essa espécie ¢ empregada na forma de enxaguante bucal (Chamomilla tincture, Matrica
Mouthwash, Barij Essence Pharmaceutical, Iran) no controle da placa bacteriana dentaria, em
lesdes inflamatorias e desinfecgdes de gengivas e cavidade oral e como antiviral (BARIJ, 2021).

Seyyedi et al. (2014) desenvolveu um estudo cujo objetivo foi avaliar a eficacia do
enxaguante bucal de camomila citado acima, na redug@o dos sinais e sintomas de lesdes aftosas
em comparacao com um enxague bucal com placebo. Participaram desse ensaio randomizado,

triplo-cego, 36 pacientes com UAR, que foram avaliados apos 2, 4 e 6 dias de tratamento. O
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nimero de ulceras, dor e queimagdo, quatro dias apds o tratamento, mostrou reducao
significativa no grupo teste (P <0,001). Os autores ressaltam que mesmo no grupo do placebo,
as lesdes ao final do estudo regrediram, mas no grupo da camomila o processo foi acelerado.
Assim, os autores enfatizaram que a camomila ¢ um agente eficaz no tratamento da UAR, mas
sugerem que pesquisas futuras devem ter como objetivo realizar ensaios clinicos comparando
camomila com corticosteroides.

Na medicina tradicional iraniana, Myrtus communis L. (murta) ¢ uma planta muito
empregada no tratamento de doencas. E extensamente utilizada como anti-inflamatoria,
antitussigena, cicatrizantes, antimicrobiana, antisséptica e para outras aplicagdes terapéuticas
(MAHBOUBI, 2016). Suas folhas e frutos sdo usadas em enxaguatorios bucais para tratar
condigdes clinicas orais como infec¢ao e inflamagao de ulceras orais (AMIRI; JOHARCHI,
2013). E uma planta aromatica rica em o6leos essenciais (CHERRAT et al., 2014;
KOUTSAVITI et al., 2015), bem como em compostos fendlicos, incluindo acido galico, acido
ferulico, acido cafeico, acido singarico e acido vanilico, taninos e flavon6is (FUNATOGAWA
et al., 2004; SHAN et al., 2007; ALEKSIC; KNEZEVIC, 2014).

Muitos ensaios clinicos (AZIMIHOSAINI; BADIIE, 1999; TAHERI; TAVAKOLI,
2002; KHAZAELI et al., 2005) avaliaram a eficacia de M. communis contra ulceragdes aftosas
recorrentes. Cita-se o estudo de Babaee et al. (2010) que consistiu num ensaio randomizado,
duplo-cego, e contou com a participacao de 45 pacientes com UAR, tratados com pasta de
placebo e pasta oral de murta 5%. A pasta foi aplicada pelos proprios sujeitos quatro vezes por
dia durante 6 dias. Os dados indicaram uma reduc¢do estatisticamente significativa do tamanho
da tulcera (p <0,001), gravidade da dor (p <0,05), eritema e nivel de exsudacao (p <0,001),
refletindo em melhora da satde oral no grupo de tratamento (p <0,001). Nao foram relatados
efeitos colaterais. Os autores afirmaram que a murta ¢ eficaz na melhora da qualidade de vida
de pacientes que sofrem de ulceragdo aftosa recorrente.

O estudo realizado por Rad et al. (2010) teve como objetivo comparar o efeito
terap€utico da solugdo topica de M. communis com a triancinolona topica (Adcortyle) no
tratamento da afta menor. Participaram do estudo 100 pacientes que foram divididos
aleatoriamente em 2 grupos: grupo que recebeu solugdo topica de murta e grupo que recebeu
trimcinolona topica (Adcortyle). Apds o tratamento, ambos 0s grupos apresentaram resposta

aos medicamentos topicos sem diferenca significativa entre eles (p> 0,05). Os resultados deste
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estudo mostraram que a solugdo topica de murta ¢ eficaz no tratamento da estomatite aftosa
menor e seu efeito terapéutico € comparavel a triancinolona topica (Adcortyle).

A espécie Alhagi maurorum Medik. (espinho de camelo) ¢ usada como um
medicamento popular para tratar dor de cabega, dor de dente, gastroenterite, febre, ulcera,
diarreia, disturbios figado, cancer, hipertensao, inflamagao, dentre outros (NASERI; MARD,
2007; MUHAMMAD et al., 2015). O perfil quimico do extrato metanoloco de suas raizes
apresentou flavonoéides, saponinas, terpenoides e derivados (SALEEM et al., 2020).

Espinho de camelo foi avaliada em 93 pacientes com UAR, através de um estudo
randomizado, duplo cego, controlado por placebo. Os pacientes foram instruidos a usar 40 mL
da solugdo (fazendo bochecho e depois engolindo), 4 vezes por dia durante 14 dias. O tempo
necessario para a resolugao completa dos sintomas (cicatrizagao da ulcera e diminui¢ao da dor)
variou de 3 a 7 dias no grupo de teste (média 4,02) e 7 a 14 dias no grupo de controle (média
de 8,9, p <0,001). Os autores concluiram que a eficacia do destilado de espinho de camelo ¢
comparavel a de outros medicamentos usados para tratar ulceras aftosas orais e que seu efeito
terapéutico pode ser devido a flavanonas (alagitina e alagidina) que estdo presentes nesta planta
(POURAHMAD et al., 2010).

Yunnan Baiyao ¢ uma formulagdo patenteada extensamente empregada na Medicina
Tradicional Chinesa. Consiste num p6 que € composto pela combinacdo de varias plantas
medicinais indigenas, mas os componentes exatos sao desconhecidos porque ¢ um segredo da
medicina chinesa. Estudo evidenciou que Paris rizoma € uma das principais matérias-primas e
radix rotoginseng (Panax pseudoginseng Wall. Var. notoginseng) ¢ um dos principais
ingredientes. Os botanicos extrairam panaxadiol e varias saponinas de Yunnan Baiyao (TANG
et al., 2009).

Liu et al. (2012) avaliaram a eficécia e seguranca de uma formulagdo, pasta de dente a
base do extrato Yunnan Baiyao, como uma terapia alternativa para UAR menor. Um ensaio
clinico randomizado, duplo-cego, controlado por placebo foi conduzido em uma coorte de 227
pacientes. A pasta de dente contendo Yunnan Baiyao foi usada duas vezes ao dia como parte
da rotina de higiene oral do paciente por 5 dias. Foi verificado que a formulagdo contendo
Yunnan Baiyao apresentou eficdcia na cicatrizagdo da Ulcera (tamanho da tlcera) no dia 3
(27,5% versus 15,8%, P < 0,05), que melhorou ainda mais no dia 5, quando comparado com o
placebo (66,4% versus 50,0%, P = 0,01). Uma diferenca significativa no alivio da dor foi

observada no dia 5 para aqueles que usaram o creme dental (66,4% versus 51,8%, P <0,05).
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Nenhum efeito colateral foi observado. Dessa forma, os autores afirmam que produtos contendo
Yunnan Baiyao podem ser empregados como pratica alternativa no tratamento de UAR menor.

A espécie vegetal “Licorice” (alcaguz), cujo nome cientifico ¢ Glycyrrhiza glabra L., é
utilizada na medicina tradicional assiria, egipcia, chinesa e indiana. Seu emprego popular
consiste no tratamento de doengas do sistema cardiorrespiratorio, hepaticos, ulceras orais e
gastricas, como antiinflamatorio, antimcrobiano, cicatrizante, dentre outros (FIORE et al.,
2005; CHIGURUPATT et al., 2016; NAZARI; et al., 2017). Como componentes quimicos
apresenta saponinas, flavonoides (ISBRUCKER; BARDANA, 2006) e cumarinas
(KINOSHITA et al., 2005).

Uma formulagao bioadesivas de alcaguz a 1% foi testada para controlar a dor e reduzir
o tempo de cicatrizagdo da ulcera aftosa recorrente. O estudo foi conduzido de forma cega para
o observador e controlado por placebo. Houve uma reducdo significativa na dor apds a
aplicagdo dos adesivos de alcaguz em comparagdo ao grupo sem tratamento (p <0,001). O
tratamento também causou uma redugao significativa no diametro do halo inflamatdrio e centro
necrotico em comparacao com o grupo placebo (p = 0,03) (MOGHADAMNIA et al., 2009).

Uma revisdo sistemadtica realizada por Zhou et al. (2017) descreveu varios estudos que
avaliaram a efic4cia e seguranca de medicamentos chineses pantenteados, no tratamento de
estomatite aftosa recorrente. Entre esses medicamentos citam-se: Liuwei Dihuang, Chaihu,
Zhibai Dihuang, Bergamot ulcer, Yiqing, Licorzinc, entre outros. De maneira geral, os
resultados mostraram que os medicamentos chineses foram benéficos para pacientes com UAR
no alivio da dor da ulcera e reduzindo a duragao e frequéncia das lesdes. Como efeitos colaterais
foram citados dor de estdmago, distensdo abdominal, diarreia, nduseas leves e desconforto
gastrointestinal, que eram ou autolimitado ou aliviados por cessa¢do do tratamento.

Outros estudos que avaliaram a eficdcia de plantas no tratamento de ulceragdo aftosa
recorrente foram desenvolvidos. Entre esses, cita-se o trabalho de Armas et al. (2005) que
avaliou a eficacia do extrato aquoso da casca Rizophora mangle L. (mangue-vermelho) no
tratamento de ulceras aftosas orais, através de um estudo randomizado, simples-cego, com a
utilizagdo de placebo como controle e tratamento durante 14 dias. A casca do mangue-vermelho
¢ utilizada tradicionalmente como adstringente, anti-séptica, antifingico e antiulcerogénico.
Contém polifendis, taninos e taninos hidrolisaveis como compostos quimicos.

A partir do estudo citado acima (ARMAS et al., 2005), foi observado que o tempo

necessario para os sinais e sintomas das ulceras diminuirem foi maior no placebo do que no
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grupo de tratamento (eritema: placebo 10,54 + 1,24, teste 4,94 + 0,72 dias, p = 0,0003; ardor:
placebo 7,00 £ 0,76, teste 2,93 = 0,49 dias, p = 0,0001; e dor: placebo 7,43 = 1,21, teste 2,92 +
0,23 dias, p = 0,0011). Nao foram relatados efeitos adversos. O estudo de Armas et al. (2005)
foi o primeiro a relatar propriedades cicatrizantes de Rizophora mangle L. na mucosa bucal.

Curcuma (agafrao) ¢ uma especiaria que vem da raiz Curcuma longa L. Na Ayurveda
(medicina tradicional indiana), tem sido usada por suas propriedades medicinais para varias
indicagdes e por diferentes vias de administragdo, incluindo topica, oral e por inalacao.
Topicamente ¢ utilizada para tratamento de feridas na pele, herpes zoster, para infec¢des
parasitarias e acne. Por via oral ¢ utilizada para resfriado comum, doengas do figado, doencgas
do trato urinario e como purificador do sangue. O uso por inalagdo ¢ feito como terapia para
rinite cronica e coriza (CHAINANI-WU, 2003). Tem ag¢des antioxidante, anti-inflamatoria,
antiviral e antifingica. Os constituintes ativos do acafrdo sdo os flavonoides (diferuloilmetano)
e varios 0Oleos volateis, apresentando em sua composi¢do turumona, atlantone e zingiberone
(AKRAM et al., 2010).

Dentre os estudos realizados com C. longa para o tratamento de ulceragdo aftosa
recorrente, ressalta-se o estudo de Deshmukh e Bagewadi (2014) que teve como objetivo
comparar a eficacia da curcumina com o acetonido de triancinolona na forma de gel no
tratamento de UAR menor. Consistiu num ensaio clinico randomizado, que contou com a
participacgdo de 60 pacientes divididos aleatoriamente em 2 grupos: grupo de gel de curcumina
(Grupo I) e grupo de gel de triancinolona acetonida (Grupo II). Os pacientes foram solicitados
a aplicar o gel trés vezes ao dia em cada ulcera, durante 7 dias. Os resultados mostraram
diferenca significativa no tamanho, dor, nimero e duracao das ulceras em relagdo ao tempo de
tratamento (intragrupo), em ambos os grupos. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os grupos. Assim, os autores concluiram que curcumina pode ser utilizada
como eficaz alternativa aos corticosterdides no tratamento da UAR.

Por sua vez, o trabalho de Manifar et al. (2012) avaliou o efeito da aplicagdo local, via
oral, de gel de curcumina a 2% sobre UAR menor, através de um ensaio clinico randomizado,
duplo-cego e controlado por placebo. Os pacientes (n = 57) foram avaliados durante 14 dias.
Os resultados mostraram diferenca significativa entre os grupos nos seguintes parametros
avaliados: satisfagdo geral (p < 0,01), dor ap6s 4 dias de tratamento (p < 0,05) e didmetro da
ulcera ap6s 4 e 7 dias (p < 0,05). Apresentando dessa forma, vantagens no uso de curcumina

quando comparada ao placebo, tendo sido considerado pelos autores do estudo, as evidéncias



23

de que o gel de curcumina a 2% ¢ uma eficaz e tolerada modalidade de tratamento para UAR
menor.

O estudo de Al-Saffar (2006) apontou ainda mais, evidencias cientificas sobre a
utilizagdo da espécie C. longa em formulacdes farmacéuticas para o tratamento alternativo de
aftas. Foi avaliada duas formula¢des (solugdo viscosa (glicerina) de curcumina a 10 e 50%).
Um total de 83 pacientes com UAR foram divididos em quatro grupos: Grupo A: 30 pacientes
receberam solucdo viscosa de curcumina 10%; Grupo B: 33 pacientes receberam solucdo
viscosa de curcumina 50%; Grupo C: 10 pacientes sem tratamento (controle negativo); e Grupo
D: 10 pacientes receberam tratamento com glicerina (controle positivo). Os pacientes foram
observados durante 11 dias. Houve uma diferenga significativa em porcentagem de cura
completa entre grupo C e grupos A e B (p <0,05), bem como entre o grupo D e grupos A ¢ B
(p <0,05). Contudo, nao foi observada diferenca significativa entre os grupos A e B (p> 0,05).
Os autores concluiram que a aplicagdo topica de solucdo viscosa de curcumina (10% e 50%)
mostrou um bom percentual de cicatrizagdo em pacientes com UAR quando comparada aos
pacientes que ndo receberam tratamento e aqueles que receberam tratamento com glicerina.

O trabalho de Rodriguez-Archilla e Raissouni (2017), comparou a eficécia clinica e
seguranca de quatro tratamentos alternativos para ulceracdo aftosa recorrente. Compuseram a
amostra do estudo 125 pacientes, divididos igualmente nos seguintes grupos: nitrato de prata,
50 mg aplicada diretamente na lesdo em consultorio odontoldgico; propolis 18% dispensado
em aerossol; extrato de ruibarbo (Rheum palmatum L.) 5% dispensado como uma solu¢do com
um pincel aplicador; extrato de casca de noz (Juglans regia L.) 5% dispensado como uma
solucdo; placebo, composto por agua destilada aromatizada dispensada em aerossol. Os
pacientes foram orientados a utilizarem as substancias 3 vezes por dia.

Seguindo os protocolos indicados no estudo acima e apos avaliagdo dos resultados, foi
verificado que nenhum paciente manifestou efeitos adversos relacionados aos tratamentos.
Existiram diferencas significativas (p <0,001) em geral no tempo do desaparecimento dos
sintomas. O mais rapido foi o nitrato de prata (1,16 dias), depois os 3 tratamentos alternativos
(1,60 dias com propolis, 1,84 com ruibarbo e 2,00 com nozes, sem diferencas entre eles) e por
fim o placebo (4,64 dias). Em relagdo ao tempo médio de cicatrizagdo das lesdes, foi
estatisticamente maior (8,96 dias) para o placebo do que para os 4 tratamentos: nitrato de prata

(7,32 dias), propolis (6,80), ruibarbo (7,72) e noz (8,00).
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Apbs apontar evidéncias cientificas da eficacia de vérias terapias complementares e
alternativas para o tratamento de UAR, foi ressaltado que tais estudos muitas vezes consideram
a abordagem etnofarmacologica na escolha do material e ensaios clinicos. De fato, a populacao
utiliza MCA como terapéutica para aftas, realidade esta mostrada através do estudo de Sawair
(2010).

O trabalho citado acima, consistiu num estudo transversal que teve como objetivo
determinar a prevaléncia e os tipos de tratamentos usados por 530 estudantes com historico de
estomatite aftosa recorrente ¢ que estudavam na Universidade da Jordania, em Ama. Como
resultado observou-se que 86 (32,2%) usaram tratamentos alternativos (tahini, sal, limao, d4gua
morna, camomila e bicarbonato de s6dio) e estes foram significativamente mais utilizado por
alunos que viviam em dareas rurais. Os parentes foram a fonte de informag¢ao mais citada sobre
o tratamento alternativo (44,6%), seguidos pelos médicos (22,9%), e apenas 9,4% procuraram
dentistas. Curiosamente, 7% dos medicamentos alternativos foram recomendados por
profissionais de satde e 38,7% dos tratamentos convencionais foram recomendados por ndo
profissionais de saude.

Enfatizando-se as premissas das abordagens etnodirigidas e um estudo realizado na
cidade de Sao Luis — MA (VIEIRA et al., 2014a), onde algumas plantas foram referidas pela
populagdo para tratamento de aftas, parte-se do principio de que Anacardium occidentale L.,
Schinus terebinthifolius Raddi, Melissa officinalis L., Eucalyptus globulus Labill, Psidium
guajava L. e Punica granatum L. sdo potenciais espécies vegetais para o desenvolvimento de
um medicamento para tratamento da ulcera aftosa recorrente.

A hipotese de que as espécies citadas acima podem ter propriedades farmacologicas que
devem ser consideradas no tratamento das lesdes aftosas recorrentes, sustenta-se ainda mais
através de outros estudos etnobotanicos (SANTOS et al., 2009; VIEIRA et al., 2014b) e que
demonstram o potencial de cicatrizacdo de A. occidentale (SCHIRATO et al., 2006) e S.
terebinthifolius Raddi (NUNES JR et al., 2006; SANTOS et al., 2006), atividade antimicrobiana
de M. officinalis (MIMICA-DUKIC et al., 2004), P. guajava (ARIMA; DANNO, 2002) ¢ E.
globulus Labill (ROCHA; SANTOS, 2007) e propriedade anti-inflamatoria de P. granatum
(JURENKA, 2008).

Até o momento nenhuma terapia precisa foi demonstrada, e ndo héa evidéncias

conclusivas de uma predisposi¢do genética para UAR na maioria dos pacientes. As lesdes
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surgem como consequéncia imunologica, citotoxicidade mediada por células epiteliais.

Nenhum tratamento pode garantir que ndo haja recorréncia de ulceras (TARAKII et al., 2015).

2.3 Modelos experimentais de cicatrizacao de feridas

Modelos experimentais de cicatrizagdo de feridas foram desenvolvidos ao longo de
muitas décadas. Através do estudo da fisiopatologia da cicatrizagdo de feridas e o
desenvolvimento de novas ferramentas e protocolos para monitorar o processo de cicatrizacao,
¢ possivel contribuir para otimizar um tratamento e obter melhores resultados do paciente
(ROMANELLI et al., 2013). Esses estudos sdo intrincados, principalmente por causa da
natureza multifacetada do ambiente da ferida e a complexidade do processo de cicatrizagao,
que integra uma variedade de células e fases de reparo, incluindo inflamagao, proliferagao,
reepitelizagdo e remodelacdo (MASSON-MEYERS, 2020), como ja citado no topico anterior.

Uma combinagdo de varios métodos de avaliagdo de feridas pode aumentar a
confiabilidade e validade dos resultados e fornecer uma compreensdao mais aprofundada de
mecanismos envolvidos na reparacdo de tecidos. Além disso, os pesquisadores devem
considerar varias questdes como o0s objetivos do estudo, tipo de ferida, caracteristicas da
amostra e acessibilidade, custos, prazo e instalagdes disponiveis (KOSCHWANEZ;
BROADBENT, 2011). Os modelos in silico, in vitro, ex vivo e/ou in vivo, auxiliam na
investigacdo da patogénese da cicatrizagdo (UD-DIN; BAYAT, 2017).

Apesar das vantagens claras dos modelos de cicatrizagdo de feridas, permanece uma
falta de padronizagdo no desenho, avaliagdo e acompanhamento, para situagdes de feridas e
cicatrizes agudas/cronicas, em todos os modelos. Os modelos de pesquisa de cicatrizagdo de
feridas ideais sdo desejaveis e deve mimetizar ndo apenas a estrutura mais as interagoes
celulares e moleculares e os tipos de feridas (UD-DIN; BAYAT, 2017).

Dificuldades de aprovagdao do uso de animais vivos por conselhos de ética, o custo
elevado para compra e manutencdo de cada cobaia, disponibilizagdo de area adequada para a
sua acomodagdo (temperatura ideal e controle de agentes estressores) e a forte opinido publica
demonstrando resisténcia com relacao ao uso de métodos cruéis em experimentos, levou ao uso

de métodos distintos (ANDERSEN, WINTER, 2017; ALVES et al., 2018).
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Me¢étodos alternativos e testes in vitro sdo aqueles métodos ou técnicas que podem
substituir ou diminuir o uso de animais na experimentac¢do. Esses testes identificam bem o
principio dos 3Rs que sdo a substitui¢ao (replacement), experimentos que utilizam animais por
outro que nao necessite, a reducao (reduction), reducao do nimero de animais, e o refinamento
(refinement), com a diminui¢do da severidade dos processos (BEDNARCZUK et al., 2010).

Modelos matematicos e computacionais fornecem novas ferramentas para melhorar o
processo de cura. Na verdade, nos ultimos trinta anos, modelos in silico tém sido continuamente
formulados para descrever o efeito de varios fatores bioldgicos e biomecanicos no processo de
cicatrizagdo de feridas, em escala molecular, celular e tecidual. A primeira etapa ao simular um
processo bioldgico ¢ criar um modelo matematico (conjunto de equagdes) adequado para
abordar a caracteristica biologica em estudo. Esta metodologia, conhecida como discretizacao,
permite simular fendmenos biologicos em vdrios graus de complexidade (GUERRA et al.,
2018).

Algoritmos descritivos e técnicas matematicas de correlagdo sdo ferramentas
importantes no entendimento e predicdo de interacdes que unem quimica e biologia. Os
modelos in silico apresentam a clara vantagem de poderem ser usados em vdrias etapas do
processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de farmacos, atendendo a demanda de larga
escala da industria farmacéutica, simplificando os custos e o tempo do processo (MODI, 2004;
SEGALL et al., 2009). Modelos computacionais podem ser usados de muitas maneiras
diferentes para reduzir, refinar e substituir parcialmente a experimentagdo animal e humana
(PAPPALARDO et al., 2018).

No contexto da medicina in silico, o termo "ensaios clinicos in silico" refere-se ao
desenvolvimento de modelos especificos de pacientes para formar coortes virtuais para testar a
seguranga e/ou eficacia de novos medicamentos e de novos dispositivos médicos. Além disso,
pode-se imaginar que um conjunto virtual de pacientes poderia complementar um ensaio clinico
(reduzindo o numero de pacientes inscritos € melhorando a significancia estatistica) e/ou
aconselhar decisdes clinicas (PAPPALARDO et al., 2018).

No contexto da cicatrizacdo de feridas, citam-se duas abordagens matematicas
disponiveis: modelos continuos e modelos discretos. No mundo fisico, as substancias podem
variar suavemente em um determinado dominio (campo continuo). Os campos continuos sao a
representacao basica dos modelos continuos e, no caso da cicatrizagdo de feridas, esses sdo as

concentragdes de mediadores quimicos, como transforming growth factor beta (TGF-3). Esses
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tipos de modelos sdo boas abordagens para estudar variagdes espaciais de concentragdes
quimicas e deformag¢des mecanicas ou estresse (BUGANZA TEPOLE; KUHL et al., 2013).

Modelos baseados em células (modelos discretos) sdo frequentemente usados para
modular populagdes de células que permitem aos pesquisadores estudar o comportamento de
células individuais, como fibroblastos e macréfagos. Na biologia dos sistemas, diferentes tipos
de componentes de interagdo t€ém que ser representado por meio do modelo matematico, ou
como campos continuos ou como entidades discretas. A escolha entre modelos continuos e
discretos dependem fortemente da escala de interesse. Geralmente, pode-se dizer que
componentes em nivel molecular ou celular podem ser modulados usando modelos discretos e,
em tecidos, 0rgaos ou niveis de sistema, os modelos continuos representam a abordagem mais
apropriada (BUGANZA TEPOLE; KUHL et al., 2013).

Um modelo multifield ¢ aquele que consiste em varios campos de intera¢do. Fendmenos
de multiplos campos tipicos em modelos de cicatrizacdo de feridas sdo vérias vias de sinalizagao
quimica em interagdo, como o TGF-f e vias do fator de crescimento endotelial vascular. Assim,
existem trés tipos basicos de representagcdes: puramente continuo, puramente discreto e hibrido
continuo/discreto. Além disso, um modelo matematico para cada um dessas representacoes
pode abranger varias escalas espaciais, desde o nivel celular, passando pelos niveis dos tecidos
e O0rgaos, até o nivel do sistema, sendo caracterizados como modelos multiescala (BUGANZA
TEPOLE; KUHL et al., 2013). Modelos in silico podem ser tuteis teoricamente € em
combina¢do com outros modelos, mas carecem das caracteristicas fisicas humanas (MATHES
et al., 2014).

Os estudos realizados com animais de laboratério (modelos de animais) tém sido
empregados convencionalmente para avaliar a farmacologia, toxicologia, mecanismos de agao
terap€utica, bem como proporcionar conhecimentos sobre a seguranca e eficdcia in vivo
(SIBBALD, 2000), devido a suposi¢cdo de que os modelos de animais sdo razoavelmente
previsiveis de resultados humanos (HEYWOOD, 1987; KNIGHT, 2007). Testes realizados
através de modelos in vivo vém sendo reconhecidos como um elo indispensavel entre a
demonstragdo da atividade in vitro e ensaios clinicos em pacientes. O desenvolvimento de um
novo medicamento tem sido quase inconcebivel sem prova conclusiva da seguranga e eficacia
em animais de laboratorio (AVILA, 2014).

Modelos in vivo de cicatrizagdao envolvem ferir um animal de laboratério e observar o

fechamento da ferida ao longo do tempo. Testes fisico, quimico ou modifica¢des bioldgicas do
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ambiente da ferida também podem ser incorporados. Modelos animais permitem uma
representacdo realista do ambiente da ferida, incluindo vérios tipos de células e interagdes
paracrinas (MASSON-MEYERS et al., 2018). Entretanto, ¢ de extrema relevancia que essas
investigacdes sigam os principios dos 3Rs para certificar-se de que havera tratamento ético e
humano dos animais, respeitando o bem-estar dos mesmos (GOLDENBERG, 2000;
BRATCHER et al., 2015).

Hé uma variedade de modelos pré-clinicos possiveis, através da utilizagcao de roedores
(camundongos/ratos), coelhos e porcos, que podem ser usados para simular cicatrizagdes
agudas ou cronicas. As espécies mais utilizadas sdo ratos e camundongos, pela facilidade de
alojar, manusear e manter. Apesar de existirem diferencas documentadas entre a estrutura e
fisiologia de animais de laboratorios e humanos, estudos de cicatrizagdo de feridas projetado
com essas diferengas em mente pode fornecer valiosas informagdes translacionais. Estes podem
ser induzidos por muitas técnicas, sendo a excisdo ou incisdo as mais comuns (MASSON-
MEYERS et al., 2018).

Modelos de incisdo sdo frequentemente utilizados na investigacdo de materiais de
incisdo cirurgica (degradacdo de fios de suturas e/ou avaliagdo de resisténcia a tracdo) (SHAO
et al., 2016). Se as feridas sdo fechadas/suturadas imediatamente apds a incisdo, sdo ditas
primarias, caso o fechamento ndo ocorra apos a incisdo, sdo denominadas de secundarias. O
fechamento primario (primeira inten¢do) ¢ um excelente modelo para analise biomecanica da
resisténcia da ferida e menos adequado para avaliacdo histologica de cura, avaliagdo bioquimica
do tecido ou epitelizagdo. O modelo de fechamento secundario (segunda intengdo) de feridas
incisionais pode ser valioso para investigar cicatrizes em momentos tardios (PEPLOW et al.,
2010).

As feridas excisionais sdo os mais comumente modelos de cicatrizagdo de feridas
utilizados e sdo considerados semelhantes a feridas clinicas agudas, que requerem cicatrizagao
por segundo inten¢do (ndo sao suturadas). Ha a remogao cirargica de todas camadas da pele
(epiderme, derme e gordura subcutanea) do animal. O material e as técnicas necessarias sao
relativamente simples e praticos. Este modelo permite a investigagdo de hemorragia,
inflamacdo, formagdo de tecido de granulacdo, reepitelizagdo, angiogénese e remodelagao.
Além disso, o leito da ferida pode ser facilmente acessado para aplicar agentes topicos (por
exemplo, produtos farmacéuticos, células, biomateriais, curativos para feridas) e investigar seu

efeito no processo de reparo (MASSON-MEYERS et al., 2018).
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Mudangas progressivas nas feridas durante o processo de cicatrizagdo podem ser
avaliados por varias técnicas através de métodos qualitativos e quantitativos (MASSON-
MEYERS et al., 2018). Os parametros que podem ser avaliados a partir do modelo de
cicatrizagdo de feridas excisionais sdo: area da ferida, que pode ser fotografada regularmente
ao longo do tempo, e o fechamento da ferida pode ser calculado com base no tamanho relativo
da ferida as dimensoes originais (taxa de cicatrizagao de feridas); analise histologica, os animais
podem ser sacrificados ou anestesiados localmente e bidpsias coletadas, processadas e
examinadas tanto para o epitélio gap (a distancia quantificdvel entre o epitélio margens da
ferida), caracteristicas do leito de granulacao (populacdes de células, vascularidade e alteragdes
da matriz) e organizagdo do colageno (PEPLOW et al., 2010; KOSCHWANEZ;
BROADBENT, 2011; WONG et al., 2011).

O sucesso de um tratamento tem como consequéncia o completo € permanente
fechamento da ferida. Na pratica clinica, a taxa de cicatrizacdo de feridas ¢ a melhor forma de
quantificar o progresso da cicatrizagdo, uma vez que o marcador clinico mais estabelecido
durante o acompanhamento de uma ferida ¢ o seu tamanho (WILLIAMS, 2000;
PAPAZOGLOU et al., 2010).

Viarias s30 as maneiras de medir a area de superficie de uma ferida como através da
medicdo de comprimento e largura. Um filme transparente ¢ colocado sobre a superficie da
ferida e o perimetro da ferida tracado com um marcador permanente. Esse ¢ um método barato,
acessivel e convencional. Embora seja relativamente nao invasivo, existe o risco de desconforto
do paciente, contaminacao da ferida e danos no leito da ferida ao fazer as medigdes (MASSON-
MEYERS et al., 2018). Como alternativa, as fotografias digitais das superficies das feridas
podem ser realizadas e os parametros calculados usando diferentes softwares de imagem
(WILLIAMS, 2000; PEREIRA et al., 2013e).

Para avaliar a reepitelizacdo da ferida clinica e experimentalmente (in vivo e in vitro,
por exemplo, ensaio de raspagem), pode ser utilizado o calculo da taxa de cicatrizacao de feridas
(wound healing rate - WHR) através da equagdo: [(Ai - Af) / Ai], onde Ai representa a area
inicial da ferida e Af representa a area final 4rea. Os resultados da WHR podem ser expressos
em unidades arbitrarias, geralmente variando de -1,0 a 1,0 ou em porcentagem de desfecho
(multiplicando a equagdo por 100). WHR igual a 1 ou 100% significa completo reepitelizagao,

enquanto WHR igual a 0 ou 0% significa que ndo houve sinais de reepitelizacao; WHR > 0 ou
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0% significa uma diminui¢do em drea WHR < 0 ou 0% um aumento (CAETANO et al., 2009;
DE AVILA SANTANA et al., 2013; MASSON-MEYERS et al., 2013).

A fotografia ¢ uma ferramenta valiosa na medicina. Uma imagem pode fornecer
informagdes que muitas vezes ¢ sindnimo de diagnostico. E ndo invasiva e pode ajudar com a
documentacdo e acompanhamento do caso, fornecendo dados sobre mudangas morfolégicas,
variagoes de cor e assim por diante, durante a progressao da cicatrizacao da ferida, em situagdes
clinicas e experimentais (PAPIER et al., 2000; GOLDMAN; SALCIDO, 2002).

Imagens de alta resolucdo podem identificar claramente o crescimento epitelial nas
margens da ferida melhorando confiabilidade dos resultados. Cuidados especiais devem ser
tomado durante a captura de imagens como a padronizacdo da distdncia onde a camera ¢
posicionada; a iluminac¢ao ndo deve focar diretamente no leito da ferida; o uso de flash da
camera ndo ¢ recomendado; uma pinga ou régua deve ser colocada ao lado da ferida. Através
de software pode-se converter o nimero de pixels em cm?, permitindo que a 4rea da ferida seja
quantificada (KOSCHWANEZ; BROADBENT, 2011).

Um exemplo de software de andlise de imagem ¢ o Imagel. Esse software permite
quantificar o perimetro e superficie da area de imagens digitais e realizar analises de cores.
Image]J é amplamente utilizado em pesquisa e pratica clinica e tem sido usado para avaliar as
alteragdes nas ulceras do pé diabético, Ulceras de perna diabéticas cronicas (MINATAEL et al.,
2009), tlceras venosas cronicas (CAETANO et al., 2009; KOSCHWANEZ; BROADBENT,
2011) e em muitas outras aplicagdes (ANDRADE et al., 2011; DE AVILA SANTANA et al.,
2013; MASSON-MEYERS et al., 2013; CAETANO et al., 2015).

Outras metodologias podem ser necessarias para avaliar o processo de cicatrizacdo em
feridas clinicas e /ou experimentais. Esses métodos sdo invasivos e requerem biopsias. No
entanto, eles fornecerdo informagdes mais completas sobre a progressao da cicatrizagdo a nivel
histolégico, imunoldgico, niveis moleculares e bioquimicos (MASSON-MEYERS et al., 2018).

A histopatologia de feridas ¢ uma ferramenta muito atil para excluir uma causa de
malignidade, auxiliar na observacao do progresso da cicatriza¢do durante o tratamento, avaliar
as alteracdes morfologicas e ajudar no diagnostico (ROMANELLI et al., 2013; PLANZ et al.,
2015). Essa andlise geralmente inclui quantificacdo de leucocitos para avaliar o estagio do
processo inflamatdrio; vasos sanguineos para avaliar a angiogénese; fibroblastos e coldgeno

(MASSON-MEYERS et al., 2018).
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Para andlise histopatoldgica experimental, uma biopsia que abrange toda a ferida ¢
coletada (MASSON-MEYERS et al., 2018), logo ap6s a amostra de tecido deve ser colocada
em solugdes fixadoras, como formaldeido tamponado a 10%, que mantem a integridade do
material sem alteragdes na estrutura celular. O tecido entdo ira ser submetido as véarias etapas
do processamento histoldgico, incluindo incorporacao, corte e coloragio (THAVARAJAH et
al., 2012). A coloragdo amplamente utilizada na patologia de feridas ¢ hematoxilina e eosina
(H&E) (ROMANELLI et al., 2013).

Dessa forma, enfatiza-se que a escolha do modelo de cicatrizagdo deve considerar
caracteristicas como a reprodutibilidade precisa da lesdo, a possibilidade de multiplas
investigacodes, a capacidade de obter varias amostras de bidpsia, a compatibilidade com as
instalagdes dos animais, a facilidade de manuseio e o tempo necessarios para obter resultados
valiosos (GOTTRUP et al., 2000). O modelo ideal ¢ aquele que representa certos aspectos da
fisiologia humana, mas faz ndo requer voluntarios humanos para experimentos (GEER et al.,
2004).

Entre os diversos modelos experimentais in vivo utilizados para avaliar o processo de
cicatrizacdo, enfatiza-se um modelo experimental de tlcera traumatica em mucosa jugal de
ratos para utilizagdo em testes de terapias alternativas. O modelo sugere a utilizagdo de ratos
adultos, machos, pesando entre 250 a 300 g. A ulceragdo na mucosa jugal esquerda deve ser
provocada por meio da abrasdo desta com uma ladmina de bisturi nimero 15. Os animais devem
ser observados por um periodo de 10 dias, sendo estes pesados e suas escoriacdes mensuradas.
As caracteristicas histologicas devem ser analisadas e descritas adotando escores para
comparacgao dos estagios da fase da ulcera. O modelo de ulcera na mucosa jugal de ratos
proposto pode ser considerado eficaz, apresentando reprodutibilidade confidvel e baixo custo
(CAVALCANTE et al., 2011).

Assim, a busca por substincias que possam servir como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos fArmacos tem aumentado o interesse da industria farmacéutica e das
institui¢cdes de pesquisa pelos produtos naturais. Nesse sentido, os testes in vitro e in vivo
(modelos animais) permitem fazer inferéncias acerca das atividades bioldgicas de tais produtos.
Conjuntamente esses ensaios fornecem informacdes fundamentais nas pesquisas sobre o
processo de cicatrizagdao e de plantas medicinais que possam apresentar atividade cicatrizante

(BEDNARCZUK et al., 2010)
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Nos ultimos anos, algumas espécies vegetais t€m ganhado destaque no que diz respeito
a realizacdo de protocolos experimentais para testar o potencial cicatrizante e/ou anti-
inflamatorio. Cita-se entre essas, Schinus terebinthifolius Raddi, cujo emprego etnomedicinal
tem servido como base para realizagdo de pesquisas, que tem como objetivo confirmar a
atividade biologica observada empiricamente. Assim, descrevemos no subtdpico a seguir
alguns estudos que testaram o potencial de cicatrizagdo desta espécie, conhecida popularmente

como aroeira.

2.3.1 Estudos experimentais sobre potencial cicatrizante de S. terebinthifolius

Somente no ano de 2006, quatro estudos experimentais foram realizados para testar o
potencial cicatrizante de S. terebinthifolius em diferentes modelos in vivo. A seguir
apresentaremos um resumo sobre esses estudos.

O estudo de Castelo Branco Neto et al. (2006), teve como objetivo avaliar o efeito
cicatrizante da administracdo topica do extrato hidroalcodlico de aroeira (100 mg/mL) em
feridas abertas na regido dorsocostal de ratos. Foram utilizados 60 ratos Wistar, machos, que
tiveram retirados fragmentos de pele com dois centimetros de diametro, sob anestesia inalatoria
com éter etilico. Foram divididos em dois grupos de 30 animais: o grupo aroeira, que recebeu
aplica¢do do extrato hidroalcodlico da planta, e o grupo controle, que recebeu aplicacdo de
solucdo salina a 0,9%. Cada grupo foi subdividido em 3 com 10 animais cada para serem
observados aos 7, 14 e 21 dias. As areas das lesdes foram analisadas pelo aspecto macroscopico
e por planimetria digital. Os espécimes ressecados das feridas foram analisados por microscopia
optica em coloracdes de hematoxilina-eosina e tricromio de Masson.

Os achados macroscopicos do estudo de Castelo Branco Neto et al. (2006)
demonstraram reepitelizagdo completa mais precoce no grupo controle aos 14 dias. Pela
planimetria digital as 4reas médias das feridas dos ratos do grupo controle (0,5278 cm?) foram
menores que as das feridas dos ratos do grupo aroeira (0,6897 cm?) (p=0,036). O estudo
histologico demonstrou diferenca estatistica (p=0,023) em relagdo as células mononucleares no
14° dia de avaliagcao, com maior nimero no grupo aroeira. Dessa forma, os autores concluiram
que o extrato hidroalcoolico de S. terebinthifolius retardou a reepitelizagao das feridas da pele

dos ratos.
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Santos et al. (2006) realizou um estudo cujo objetivo foi avaliar a cicatrizacao de ferida
provocada no estobmago de ratos com uso do extrato hidroalcoolico de aroeira. Foram utilizados
40 ratos, adultos, machos, divididos em dois grupos: grupo aroeira e grupo controle, cada grupo
foi dividido em dois subgrupos de dez animais conforme o momento das mortes (trés e sete
dias). Em cada animal foi realizado procedimento cirtrgico, lesdo do estdmago e rafia com fio
polipropileno (Prolene®) 6-0, diferindo apenas que os animais do grupo aroeira receberam dose
unica de 100 mg/kg do extrato hidroalcéolico via intraperitoneal no dia do procedimento e
aqueles do grupo controle a mesma quantidade em mililitros de solugdo salina isotonica. Os
parametros avaliados foram: alteragdes macroscopicas, teste de resisténcia a insuflagao de ar
atmosférico e alteragdes microscopicas durante a evolucao pds-operatoria.

Foi mostrado a partir do trabalho de Santos et al. (2006) que todos os animais
demonstraram boa cicatrizacdo da parede abdominal, sem sinais clinicos de infec¢ao ou
deiscéncia, isentos de complicagdes como abscessos e peritonites, ambos 0s grupos
apresentaram aderéncias a superficie das gastrorrafias com orgdos vizinhos, principalmente
com figado, intestino delgado e parede abdominal. A analise microscdpica evidenciou somente
a inflamag¢do cronica como possuidora de diferencga significativa entre os grupos aroeira e
controle no 3° dia de observagao. O extrato hidroalcodlico de aroeira nao alterou o processo de
cicatrizagdo do estdmago quanto a avaliagdo macroscopica, tensiométrica € microscopica.

Outro estudo sobre o potencial cicatrizante de S. terebinthifolius foi realizado por
Lucena et al. (2006), que teve como objetivo avaliar a agdo cicatrizante do extrato
hidroalcodlico da aroeira em bexigas de ratos. Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem
Wistar, divididos em dois grupos de 20, grupo aroeira (GA) e grupo controle (GC). Todos foram
submetidos a incisdo abdominal mediana com cistotomia de 1 cm, seguida de cistorrafia em
plano Uinico com pontos separados de poliglactina 910 5-0 (Vicryl®). Apds este procedimento,
nos animais GA injetou-se 100 mg/kg de peso de extrato hidroalcodlico da aroeira na cavidade
peritoneal e nos GC injetou-se 1 mL por quilo de peso de solugdo salina a 0,9%. Cada grupo
foi dividido em dois sub-grupos de 10 animais de acordo com a data da morte no 3° e 7° dia. A
parede, a cavidade abdominal e a sutura da bexiga foram avaliadas macroscopicamente.
Amostras de tecido da bexiga foram retiradas e analisadas histologicamente, utilizando a
coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) e tricrdomio de Masson.

Na analise macroscopica foi observada infec¢dao na incisdo cirargica em alguns ratos

dos dois grupos. A avaliacdo microscdpica mostrou processo inflamatorio agudo mais severo
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no 3° (p=0,045) e no 7° dia (p=0,002). Evidenciou-se ainda diferenca estatistica nos parametros
utilizados para a avaliacdo histoldgica da cicatrizacdo da bexiga nas variaveis colagenizacao (p
=0.001), reepitelizag¢ao (p = 0,046) e neoformacao (p = 0) nos subgrupos GC e GA no 3°diae
na variavel neoformagao vascular (p=0,001) no subgrupo do 7° dia. Os autores concluiram que
o extrato hidroalcodlico de aroeira mostrou efeito cicatrizante favoravel nas cistotomias em
ratos (LUCENA et al., 2006).

Ressalta-se o estudo de Ribas et al. (2006) que teve como objetivo estudar a a¢do e os
efeitos terapéuticos da aroeira no combate ao processo inflamatorio, no processo de reparo do
tecido sobre as lesOes ulceradas da mucosa bucal do rato. Foram utilizados 50 Rattus norvegicus
albinus, machos, os quais foram divididos em 2 grupos: grupo experimental e controle com 25
animais cada. Em seguida foram induzidas na lingua dos animais as lesdes ulceradas através da
aplicagdo topica diaria de hidroxido de sédio a 40%. As lesdes foram tratadas pela aplicagdo
topica do extrato da aroeira e foram sacrificados com a anestesia inalatoria, utilizando éter
etilico a 97% no 2°, 7°, 14°, 21° e 42° dias apo6s o inicio do tratamento. Os grupos controles nao
receberam nenhum tipo de tratamento e os grupos experimentais foram tratados com o extrato
da folha de S. terebinthifolius. Os resultados apontaram que no grupo tratado com aroeira, as
ulceras mostraram fechamento epitelial acelerado, maior proliferacdo vascular e fibroblastica
quando compardo ao grupo controle. Os autores concluiram que S. terebenthifolius mostrou ter
efeito positivo no processo de reparo tecidual de lesdes na mucosa oral de ratos.

E, por fim, cita-se o estudo de Scheibe et al. (2016) que avaliou o efeito de S.
terebinthifolius e Orbignya phalerata Mart. (babagu) na cicatrizagdo de processo de cecorrafia
em ratos. Foram utilizados 54 ratos, distribuidos em trés grupos aleatoriamente: aroeira, babagu
e controle, os quais foram divididos em trés subgrupos (seis animais) de acordo com o tempo
das mortes (7, 14, 21 dias). Todos foram submetidos a0 mesmo procedimento cirdrgico,
cecotomia e cecorrafia. Os animais do grupo aroeira e babacu receberam dose didria de 100 mg
/ kg de extrato hidroalcoolico e 50 mg / kg de extrato aquoso respectivamente, por gavagem. O
grupo controle recebeu apenas solucdao salina. Os parametros avaliados foram: alteracdes
macroscopicas, teste de resisténcia a insuflagdo de ar e alteragdes histoldgicas.

O estudo de Scheibe et al. (2016) mostrou que todos os animais apresentaram boa
cicatrizagdo sem infeccao. Todos os grupos apresentaram aderéncias entre o ceco e Orgaos
vizinhos. A microscopia mostrou diferenga significativa no padrdo polimorfonuclear,

hiperemia, angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e varidveis histologicas do colageno no



35

14° dia. Assim, os autores apontaram que o extrato hidroalcoolico de aroeira e o extrato aquoso
de babagu favoreceram o processo de cicatriza¢ao na cecorrafia em ratos.

Considerando a importancia de Schinus terebinthifolius como uma espécie vegetal
promissora para contribuir com o processo de cicatrizagdo, apresenta-se no Capitulo I desta
tese, uma revisdo de literatura que aborda caracteristicas quimicas, etnomedicinais e atividades
farmacoldgicas, a fim de justificar a escolha dessa espécie em varios estudos experimentais que

visam a descoberta de novas substancias ativas com atividade cicatrizante.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo de revisao de literatura da espécie vegetal Schinus terebinthifolius

Raddi (aroeira) e avaliar a atividade cicatrizante em lesdes da mucosa oral de ratos.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar um estudo de revisdo de literatura sobre os aspectos etnomedicinais, perfil

fitoquimico e farmacolédgico de S. terebinthifolius;

e (Caracterizar quimicamente o extrato hidroalcoolico da casca do caule da aroeira;

e Testar através de estudo in silico constituintes quimicos identificados no extrato
hidroalcoodlico da casca do caule de S. terebinthifolius;

e Avaliar a atividade cicatrizante do extrato hidroalcoolico da casca do caule de aroeira

em lesOes da mucosa oral de ratos.
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4. CAPITULO I

Artigo que sera submetido a Plant Biology

Ethnomedicinal uses, phytochemical and pharmacological profile of

Schinus terebinthifolius Raddi
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Abstract

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) is a plant widely distributed on the
American continent that can be also found in Europe, Asia, Africa, and Oceania. This
plant has great potential for exploration and commercial use because of its ornamental
and nutritional value and health-promoting properties. In traditional medicine, the plant
is used mainly as an anti-inflammatory and healing agent and to treat ulcers and
infections. Characterization of its phytochemical profile showed a predominance of
flavonoids and essential oils. Schinus terebinthifolius is a species that manifests
promising pharmacological properties such as anti-inflammatory, antimicrobial and
antioxidant effects. This review surveys the use of S. terebinthifolius in traditional
medicine, as well as its pharmacological activity and chemical components. The results
showed an extensive range of experimental studies verifying already documented
pharmacological properties of S. terebinthifolius and determining its phytochemical
profile. There is a need for studies addressing two main aspects, ethnomedicinal

description and bioprospection, of the plant species investigated in this literature review.
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1. Introduction

Schinus terebinthifolius Raddi is a species of the family Anacardiaceae,
commonly known as the Brazilian pepper tree (aroeira), aroeira-vermelha, aroeira-negra,
aroeira-da-praia, aroeira de Minas (Brazil), Christmas-berry (Hawaii, Guam), false
pepper or faux poivrier (French Riviera), chichita (Argentina), copal (Cuba), and
Brazilian pepper (Puerto Rico) (Estevao et al., 2013; Morton, 1978). The scientific
literature indicates that all parts of this species are used for the benefit of humans or of
nature itself. The plant is widely used in traditional medicine for the treatment of diseases
of the genitourinary system and respiratory tract, gastrointestinal disorders, skin and
mucosal wounds, inflammation, pain, and fever. Phytochemical profiling identified the
presence of flavonoids, tannins, essential oils, and saponins. Furthermore, studies have
demonstrated anti-inflammatory, healing, antimicrobial, antifungal, antiparasitic,
antioxidant, antiulcerogenic, anticancer, and antiallergic activities of this plant species.
This aim of this review is to survey scientific data on the morphological, ecological,
ethnobotanical, phytochemical, and pharmacological characteristics of S. trerebinthifolius

Raddi.

2. Methodology

For this review, the Science Direct (http://www.sciencedirect.com), PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) and Scielo

(http://www.scielo.org/php/index.php) databases were searched using a combination of

the descriptors: (Schinus terebinthifolius) AND (plant morphology), (Schinus
terebinthifolius) AND (ecology), (Schinus terebinthifolius) AND (medicinal plant),
(Schinus terebinthifolius) AND (traditional medicine), (Schinus terebinthifolius) AND
(chemical composition), (Schinus terebinthifolius) AND (pharmacological activity). The
search of all databases retrieved 963 articles (first stage of the search). In the second stage,
the inclusion and exclusion criteria were applied. The inclusion criteria adopted were:

articles published in a complete, in the Portuguese, English and Spanish languages,
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containing the name of the studied species (Schinus terebinthifolius) in the title, in
accordance with the proposed objective and the descriptors and/or keywords listed in the
previously validated protocol. Articles that were in more than one database were
considered duplicates and automatically deleted, such as were excluded the articles that
did not report as objectives the description of chemical components or morphological,
geographic, medicinal and pharmacological characteristics of the plant studied. After
reading the abstracts, 64 articles that met the initially proposed criteria were selected for
full-text reading and these articles contained relevant information to compose this review

(Figure 1). No restrictions regarding the publication date were established.

First stage: Search strategy
U
Schinus terebinthifolius Data collection
AND Total of 963 articles found
@ Science Direct PubMed Scielo
Plant morphology - 142 19 1
Ecology - 101 5 2
Medicinal plant — 140 21 7
Traditional medicine - 109 12 2
Chemical composition — 189 73 11
Pharmacological activity |- 89 39 1
770 169 24

4

Total of 64 articles covered in this review
Second stage:
Application of the criteria Science Direct PubMed Scielo
Inclusion criteria — 34 88 9
Exclusion criteria - 20 40 4

Figure 1 - Collection and analysis of data flowchart
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3. Taxonomic, morphological, and eco-geographical features

Schinus terebinthifolius belongs to the kingdom Plantae, division Tracheophyta,
class Magnoliopsida, order Sapindales, and family Anacardiaceae (Alves et al., 2013). It
is a tall and dioecious tree with a thin and scaly bark that can reach a height of 4 to 10 m.
The leaves are composed of lanceolate leaflets pointed at each end. The plant develops
numerous, small, white or yellow-green flowers arranged in pedicles. The fruits are red,
fleshy drupes that hang in clusters and whose smell resembles that of pepper (Bendaoud
et al., 2010; Coutinho et al., 2006; Queires et al., 2006).

The plant is native to Brazil and is widely distributed in the northeast, mid-west,
southeast and southern regions of the country (Estevao et al., 2015; Santos et al., 2012).
It also occurs naturally in Paraguay and Argentina (Cole et al., 2014). In addition to the
American continent, S. terebinthifolius can also be found in Europe, Asia, Africa, and
Oceania (Coutinho et al., 2006; Santos et al., 2012).

Schinus terebinthifolius is used as an ornamental plant (Bendaoud et al., 2010)
and for environmental reforestation and restoration and repair of riparian vegetation
(Bulla et al., 2015). The fruits have a spicy taste and are used in syrups, vinegar and
beverages in Peru, as well as in Chilean wines. They are also used as a pepper substitute
or as an adulterant of black pepper (Piper nigrum) (El-Massry et al., 2009).

This plant has a great potential for exploration and commercial use (B. G. da Silva
et al.,, 2017) because of its ornamental and nutritional value and health-promoting

properties (Cavalher-Machado et al., 2008).

4. Ethnomedicinal uses

Thirty-nine (60.9%) of the 64 articles retrieved in this review reported information
about the traditional use of the pepper tree. It should be noted that none of the included
articles had as an objective to investigate the use of S. terebinthifolius in traditional
medicine. The data collected were available in the introduction section of the articles. The
same article cited more than one type of traditional therapeutic application (Table 1).

The literature reports data on the use of all parts of S. terebinthifolius in traditional
medicine, particularly the bark, leaves and fruits (Affonso et al., 2012; El-Massry et al.,
2009; Martinez Guerra et al., 2000; Piccinelli et al., 2015), for the treatment of different
diseases (Dannenberg et al., 2016; Santos et al., 2012; Silva et al., 2017). The main
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traditional indications of Brazilian pepper tree include its use as anti-inflammatory and
healing agent, as shown in Table 1. This application was cited in 29 (45.3%) of the articles
included in this study. The plant is commonly used by the population for the care of skin
wounds and ulcers, reported in 20 (31.5%) of the articles analyzed, and to treat respiratory
disorders and infectious diseases, cited in 18 (28.1%) and 17 (26.6%) publications,
respectively. In addition, the plant is also frequently used in traditional medicine to treat
gastrointestinal (gastritis, diarrhea) (Rosas et al., 2015), genitourinary (uterine
hemorrhage, cervicitis, and genital discharge) (Carvalho et al., 2013). These applications
were cited in at least 16 (25.0%) of the studies included in this review. The pepper tree is
also used in traditional medicine to treat fever, pain, hemostatic disorders, rheumatic
diseases, arthritis, and tumors (Table 1).

In general, traditional medicine uses the leaves, bark and flowers of S.
terebinthifolius administered in the form of teas (infusion or decoction) and oils are
extracted from the bark and fruits (Carvalho et al., 2013; El-Massry et al., 2009; Estevao
etal., 2017; Gomes et al., 2012; Rosas et al., 2015; Santos et al., 2013; M. M. da Silva et
al., 2017).

The way plant species are used in traditional medicine determines the execution
of laboratory studies, either to identify and/or isolate chemical compounds or to test the
therapeutic potential reported/used by the population. Within this context, as can be seen
in Table 2, phytochemical studies focus on plant parts and on the substances obtained by
popular practices (extracts and oils in the case of the Brazilian pepper tree). Thus, further
studies whose main objective is the ethnomedicinal use of S. terebinthifolius are needed
since this important approach for science was not addressed in the articles included in this

review.

5. Correlation phytochemical profile and biological activity

The therapeutic potential of medicinal plants is based on the presence of active
principles that are able to produce different pharmacological effects (Scheibe et al., 2016).
It should be emphasized that many medicinal properties of the Brazilian pepper tree can
be attributed to different polyphenols that are not evenly distributed across the diverse
organs of the plant (Santos et al., 2012).

The present review showed that the identification/isolation of the chemical

compounds of S. rerebinthifolius was an objective of a large number of studies, with 38
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(59.4%) articles describing the phytochemical profile of the plant. Regarding the plant
material analyzed, 17 (26.6%) articles used leaves, 17 (26.6%) used fruits/berries, and 5
(7.8%) used the bark/stem. Three studies analyzed more than one plant part, fruits and
leaves (dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Gomes et al., 2020) and leaves and stem
(Johann et al., 2010) (Table 2).

Analysis of the phytochemical profile of S. terebinthifolius revealed the presence
of simple phenolic compounds, flavonoids, and tannins (Bernardes et al., 2014; El-
Massry et al., 2009; Linden et al., 2020; V. S. Oliveira et al., 2020b; Sereniki et al., 2016;
Uliana et al., 2016), essential oils (Affonso et al., 2012; Santos et al., 2013; Silva et al.,
2010), and steroids, triterpenes, anthraquinones and saponins (Barbieri et al., 2014;
Morais et al., 2014; Nunes-Neto et al., 2017; Vieira et al., 2015). The Brazilian
Pharmacopoeia (1988) indicates the use of the pepper tree bark, but studies reveal that
other parts of the plant such as leaves and fruits can also be a source of biologically active
substances (Carvalho et al., 2013; El-Massry et al., 2009). This information is given in
Table 2.

Tannins, one of the main compounds found in the pepper tree bark, exhibit diverse
biological activities, such as anti-inflammatory, antimicrobial and anticancer activity.
These effects are explained by the ability of these compounds to chelate metal ions and
to form complexes with macromolecules such as proteins and polysaccharides, as well as
by their antioxidant effects (Alves et al., 2012; Carvalho et al., 2013; Gomes et al., 2012).

Flavonoids, chemical compounds found in large amounts in the leaves of S.
terebinthifolius, are effective antioxidants because of their free radical-scavenging and
metal ion-chelating properties (R. F. Oliveira et al., 2020; V. S. Oliveira et al., 2020b). In
addition, flavonoids exert antiallergic/antihistaminic activity whose probable mechanism
of action is the direct interaction with histamine H1 receptors (Bernardes et al., 2014; El-
Massry et al., 2009; Nunes-Neto et al., 2017; Rocha et al., 2018; M. M. da Silva et al.,
2017), and anti-inflammatory effects by acting as competitive inhibitors of phospholipase
(Alves et al., 2012; Ceruks et al., 2007; Jain et al., 1995; Uliana et al., 2016), and help
control oxidative stress, postprandial hyperglycemia and the main symptoms of diabetes,
by anti-glycation activity of the extracts of aroeira was shown by the decreased glycation
via fructose and glyoxal and inhibited a-glycosidase activity (Rocha et al., 2019). The
substances isolated from ethanolic extracts of S. terebinthifolius that exhibit these

properties include gallic acid, caffeic acid, ferulic acid, methyl gallate, ethyl gallate,
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myricetin, myricitrin, quercetin, catechin, and epi-catechin (Cavalher-Machado et al.,
2008; Ceruks et al., 2007; Sereniki et al., 2016; Rocha et al., 2019; Uliana et al., 2016).

Essential oils were the main compounds identified in pepper tree fruits (dos Santos
Cavalcanti et al., 2015). These compounds exhibit antimicrobial and anti-inflammatory
activities (Cole et al., 2014; Dannenberg et al., 2016; Estevao et al., 2017), as well as
promising antioxidant, anticancer (Bendaoud et al., 2010; Dannenberg et al., 2016),
antihyperalgesic and antidepressant effects (Piccinelli et al., 2015). Some substances
associated with these effects are (R)-(+)- and (R)-(+)-limonene, a-phellandrene, 6-3-
carene, o-pinene, and germacrene-D (dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Ennigrou et al.,
2017; Piccinelli et al., 2015; B. G. da Silva et al., 2017; Uliana et al., 2016). A recent
study identified the presence of phenolic compounds, gallic acid, catechin, epicatechin,
p-coumaric acid, resveratrol, in the peel of the fruit and in its entirety (M. B. S Oliveira
et al., 2020) (Table 2).

Substances found in pepper tree extracts that exhibit antimicrobial activity include
cis-B-terpineol, citronellal, neo-3-thujanol, neo-3-thujyl acetate, methyl citronellate,
caryophyllene alcohol (El-Massry et al., 2009), 33-masticadienolic acid, masticadienonic
acid, E- and Z-masticadienoic, schinol, 4’-ethyl-4-methyl-2,2°,6,6’-tetrhydroxy[1,1’-
biphenyl]-4-4’-dicarboxylate (Johann et al., 2010; Morais et al., 2014; Vieira et al., 2015),
p-cymen-7-ol, 9-epi-(E)-caryophyllene, carvone, verbenone (Silva et al., 2010), quercetin
(Uliana et al., 2016), and 6-3-carene (Cole et al., 2014) (Table 2).

It is important to note that flavonoids isolated from the pepper tree stem bark have
genotoxic properties since they are able to generate reactive oxygen species that can
damage DNA (Dantas De Carvalho et al., 2003; Varela-Barca et al., 2007). In contrast,
no genotoxic but important chemopreventive activity was found for the methanolic
extract of S. terebinthifolius leaves, which is indirectly correlated with the prevention
and/or treatment of degenerative diseases such as cancer (Fedel-Miyasato et al., 2014a).
One study showed that a-pinene isolated from S. ferebinthifolius was able to induce
apoptosis and to confer antimetastatic protection against melanoma (Matsuo et al., 2011).
The antiproliferative effect of polyphenols purified from the Brazilian pepper tree was
demonstrated by the inhibition of DU145 cell proliferation (Queires et al., 2006).

S. terebinthifolius has shown photoprotective activity probably related to the
presence os substances such as phenolic gallic acid, catechin, epicatechin, p-coumaric
acid and resveratrol, so that this last one has been described for the first time in this species

(M. B. S Oliveira et al., 2020).
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6. Pharmacology activity

S. terebinthifolius many pharmacological properties have been studied. As its
demonstrated usage as empirical form (Table 1), it is possible to corroborate that many
parts of this plant species (bark, leaves, fruits) are being used under scientific research in
order to confirm its own pharmacological effects. Among the articles displayed on this
review, studies about anti- inflammatory, healing, antimicrobial and antioxidant

activities, photoprotective and antiviral potential have been verified (Table 3).

6.1 Anti-Inflammatory and healing activities

Among the diverse medicinal properties of S. terebinthifolius, its anti-
inflammatory and healing activities are possibly the most extensively studied (Castelo
Branco Neto et al., 2006; Estevao et al., 2017, 2013; Fedel-Miyasato et al., 2014b; Jain et
al., 1995; Lucena et al., 2006; Nunes Jr. et al., 2006). Many studies on this species have
tested its antiphlogistic potential in a range of models. For example, the healing process
of gastric (Santos et al., 2012) and bladder sutures (Lucena et al., 2006) was studied in
rats, in which application of a hydroalcoholic extract of the pepper tree favored the
healing of the stomach and bladder of the animals, respectively. Another study observed
improvement in the healing of colon anastomoses in rats (Coutinho et al., 2006).

The methanolic extract of S. terebinthifolius exhibited an anti-inflammatory effect
similar to that of dexamethasone on edema reduction (M. M. da Silva et al., 2017) and
healing activity similar to that observed for collagenase in skin wounds of rats (Fedel-
Miyasato et al., 2014b). An ointment containing 5% pepper tree essential oils favored
tissue repair in cutaneous wounds of rats. Wound contraction was observed on
postoperative day 14 in the treated group. During this period, three wounds were re-
epithelized and two were almost completely re-epithelized (Estevao et al., 2013). In
addition, there was an increase in the concentration of mast cells (Estevao et al., 2015).

A significant anti-inflammatory effect of the hydroalcoholic extract of S.
terebinthifolius leaves was demonstrated in an experimental model of zymosan-induced
inflammation (Rosas et al., 2015). The anti-inflammatory potential of the methanolic
extract of pepper tree was also evaluated in vitro focusing on two important aspects: the
inhibition of nitric oxide production by macrophages and the ability to eliminate free

radicals. The authors observed the inhibition of nitric oxide production by LPS-stimulated
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macrophages and high antioxidant activity. The combination of these activities may
contribute to the anti-inflammatory activity described for S. terebinthifolius (Bernardes

et al., 2014).

6.2 Antimicrobial activities

The antibacterial potential of S. rerebinthifolius was tested by several researchers
who found in vitro activity against Klebsiella pneumoniae, Alcaligenes faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Leuconostoc cremoris, Listeria innocua, Lactobacillus
rhamnosus, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Clostridium
sporogenes, Acinetobacter calcoaceticus, Escherichia coli, Beneckea natriegens,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium,
Acinetobacter baumannii Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus, Staphylococcus
carnosus, Staphylococcus intermedius, Shigella dysenteriae, Listeria monocytogenes,
Corynebacterium sp., Bacillus sp., Nocardia sp., Gardnerella, and Mobiluncus (Barbieri
et al., 2014; Cole et al., 2014; Dannenberg et al., 2019; El-Massry et al., 2009; Gomes et
al., 2012; Gomes et al., 2020; Leite et al., 2011; Linden et al., 2020).

The antifungal activity of S. terebinthifolius was demonstrated by some studies
that identified fungistatic and/or fungicidal effects, particularly against the genera
Candida (Candida tropicalis, Candida albicans) and Aspergillus (Aspergillus niger,
Aspergillus flavus). This activity is probably due to the inhibition of fungal cell wall
formation (Alves et al., 2013, 2012; Barbieri et al., 2014; Johann et al., 2010; Martinez
Guerra et al., 2000). In addition to antibacterial and antifungal activity, S. terebinthifolius
also exerts antiparasitic activity against Leishmania (L.) infantum and Trypanosoma cruzi
(Morais et al., 2014). The results of a study investigating the use of an alcoholic extract
prepared from the inner bark of Brazilian pepper tree as natural local antiseptic against

severe peritonitis in Wistar rats were very promising (Melo et al., 2014).

6.3 Photoprotective and antiviral potential

A study investigating the crude extract of S. terebinthifolius leaves showed UV
absorption capacity of the extract, with photoprotective potential in the UVB region
(Bulla et al., 2015). Furthermore, the pepper tree extract was found to reduce tyrosinase

activity in vitro and the combination of this extract with linoleic acid decreased the level
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of melanin produced by B16 cells cultured with melanocyte-stimulating hormone (Jorge
etal., 2012).

Lately, it was discovered that the ethanolic extracts of the peel and whole fruit of
Schinus terebinthifolius Raddi represents a low or absent toxicity to the placenta.
Moreover, these extracts have demonstrated good inhibitory effects on the infection of
the trophoblastic cells by Zica virus, thus being considered a therapeutic alternative for
pregnant women. This research also shows relevant data concerning photo protector
potential by the mentioned plant extracts. The essences which were composed by the
extracts low concentrations have presented a protection factor (SPF) that matches the
benzophenone 3 standards, the same used for sun protector comercial brands (M. B. S

Oliveira et al., 2020).

6.4 Antioxidant activities

Concerning the pink pepper fruit, during the last year, studies have been conducted
(R. F. Oliveira et al., 2020; V. S. Oliveira et al., 2020b), showing this plant‘s remarkable
role as a natural antioxidant, besides a promising future for its use as an asset for the
catering sector, because of its properties in reducing or prevent lipid oxidation (V. S.
Oliveira et al., 2020a).

Aroeira fruit’s antioxidant property has already been tested and corroborated by
various assays, as mentioned above. More recently, written studies have presented in vitro
and in vivo experimental data about these S. Terebinthifolius biological properties.
Different antioxidant assays (DPPH, oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and j-
carotene/linoleic acid) were performed and demonstrated the redox potential of the
meteria tested by different methods. Furthermore, in vivo experiments that used
Saccharomyces cerevisiae strain have pointed out that although cells were extremely
sensitive to H>O» stress, Aroeira fruit greatly increased S. cerevisiae survival. These
results confirm the ability of aroeira extracts to decrease the damage caused by oxidative
stress promoted by hydrogen peroxide (V. S. Oliveira et al., 2020a).

Through fresh frozen pork sausage experiments added to 1% aqueous extract os
S. terebinthifolius seeds, taking into account the length of freezing time as a factor, it was
possible to prove the effectiveness to retard lipid per-oxidation, thus keeping the studied
product quality intact (R. F. Oliveira et al., 2020). Another assay that took into account

the aroeira following preparations: fish oil with ground Aroeira fruit 0,2%, and fish oil
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with ground aroeira fruit 0,5%, after heating temperatures from 150 to 180 degrees
Celsius, found evidence that fatty acid degradation was much higher in control samples
than in the presence of butylated hydroxitoluene (BHT) and aroeira fruit, demonstrating
that both antioxidants provided a protective effect. Besides that, this research indicates
the potential application of aroeira fruit as a natural inhibitor of cholesterol and
polyunsaturated fatty acids thermo-oxidation by the food industry (V. S. Oliveira et al.,
2020b).

Recent literature still presents an assay which has evaluated the anti-amnestic and
antioxidant effects presented by the S. terebinthifolius fruit essential oil extract under a
deficit model induced by scopolamine on the zebrafish (Danio rerio). Through this
experiment, it has been observed an improvement on the cholinergic memory modulation,
acetylcholinesterase activity inhibition (AChE), on the antioxidant properties, reduction
of oxidative stress on the fish brain (Todirascu-Ciornea et al., 2019).

Overall, the data showed that S. ferebinthifolius extracts are microbiologically
safe and these extracts, particularly the MESL, help control oxidative stress, postprandial
hyperglycemia and the main symptoms of diabetes. This action is most likely mediated
by their chemical constituents, such as gallic acid, gallotannins and glycosylated

flavonols.

7. Bioprospection of S. terebinthifolius

Due to its various biological properties, aroeira has presented a high potential for
its usage under research for pharmaceutical bioprospecting. Among those quoted, there
is one recently conducted study, which has analyzed the elaboration of a healing
formulation using PLDLA-TMC (L-co-D,L-lactic acid-cotrimethylene carbonate) added
to S. terebinthifolius Raddi extract (S.T.R.) under 5, 10, 20 and 50% concentrations. Many
previous tests were conducted, which has led to the in vivo evaluation of the PLD-LA-
TMC + 50% S.T.R. on Wistar rats provoked burns. Throughout this analyzes, the study
suggests that the in vivo tested formulation is efficient to be utilized in therapeutics for
treating the injured skin by suppressing inflammation, stimulating reepitheliazation and
dermal recovery, and subsequently reducing the wound healing period (Komatsu et al.,
2019).

As demonstrated, S. terebinthifolius exhibits a range of pharmacological effects

that are associated, in particular, with flavonoids and essential oils found in the bark,



49

leaves and fruits of this species. The Brazilian pepper tree is part of the National List of
Medicinal Plants of Interest to the National Health System (RENISUS) and of the
National List of Herbal Medicines (RENAFITO) published by the Brazilian Ministry of
Health. A gel containing the aqueous extract of the Brazilian pepper tree as active
principle, marketed by Hebron Laboratory under the commercial name Kronel®, has been
available since 1999 for the treatment of cervicitis, vaginitis, and cervicovaginitis (Torres

etal., 2016).

8. Conclusion and perspectives

The phytochemical aspects and biological activities of the Brazilian pepper tree
have been extensively studied. However, most studies have focused on flavonoids and
essential oils identified in extracts prepared from the bark, leaves, and fruits. We highlight
the need for studies addressing other previously identified chemical compounds such as
tannins and saponins, as well as those determining the phytochemical composition and
pharmacological effects of the flowers of this species. The current scientific literature also
lacks studies whose main objective is the ethnomedicinal application of S. terebinthifolius
as this species is known to be widely used in traditional medicine. Another important
aspect is the need to further explore the bioprospection potential of this species in order
to increase the availability of commercial phytotherapeutic pharmaceuticals of S.

terebinthifolius.
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Table 1

Ethnomedicinal use of Schinus terebinthifolius Raddi.

Therapeutic indication No. of citations References
Anti-inflammatory, 29 Affonso et al., 2012; Alves et al., 2013, 2012; Barbieri et al., 2014; Bendaoud et al., 2010; Bernardes
healing et al., 2014; Bulla et al., 2015; Carvalho et al., 2013; Cavalher-Machado et al., 2008; Dantas De

Carvalho et al., 2003; Ennigrou et al., 2017; Estevao et al., 2017, 2015; Fedel-Miyasato et al.,
2014a,b; Feuereisen et al., 2017; Gomes et al., 2020; Jorge et al., 2012; Morais et al., 2014; Nunes-
Neto et al., 2017; Piccinelli et al., 2015; R. F. Oliveira et al., 2020; Richter et al., 2010; Rocha et al.,
2018; Rosas et al., 2015; Santos et al., 2012; Sereniki et al., 2016; M. M. da Silva et al., 2017; Uliana
etal., 2016

Ulcers, wounds 20 Affonso et al., 2012; Alves et al., 2013; Barbieri et al., 2014; Carvalho et al., 2013; Estevao et al.,
2013; Fedel-Miyasato et al., 2014a,b; Gomes et al., 2012; Lima et al., 2009; Martinez Guerra et al.,
2000; Morais et al., 2014; V. S. Oliveira et al., 2020a; Piccinelli et al., 2015; Rocha et al., 2018;
Rocha et al., 2019; Rosas et al., 2015; Sereniki et al., 2016; M. M. da Silva et al., 2017; Uliana et al.,
2016; Vieira et al., 2015

Respiratory disorders 18 Bendaoud et al., 2010; Bulla et al., 2015; Carvalho et al., 2013; Ennigrou et al., 2017; Estevao et al.,
2015, 2013; Fedel-Miyasato et al., 2014a; Gomes et al., 2012; Lima et al., 2009; Morais et al., 2014;
R. F. Oliveira et al., 2020; V. S. Oliveira et al., 2020a; Rocha et al., 2018; Rocha et al., 2019; Santos
et al., 2013; Sereniki et al., 2016; Silva et al., 2010; Uliana et al., 2016



Infections

Gastrointestinal

problems

Genitourinary tract

problems

Fever

Pain

Hemostatic disorders

17

16

16

10
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Affonsoetal.,2012; Alves etal., 2013, 2012; Barbieri et al., 2014; Carvalho et al., 2013; Dannenberg
et al., 2019; Estevao et al., 2015, 2013; Fedel-Miyasato et al., 2014a,b; Gomes et al., 2020; Lima et
al., 2009; Morais et al., 2014; Nunes-Neto et al., 2017; Rocha et al., 2018; Rocha et al., 2019;
Sereniki et al., 2016

Affonso et al., 2012; Alves et al., 2013; Carvalho et al., 2013; Estevdo et al., 2013, 2015, 2017;
Fedel-Miyasato et al., 2014a; Gomes et al., 2012; Jorge et al., 2012; Martinez Guerra et al., 2000;
Morais et al., 2014; Nunes-Neto et al., 2017; Piccinelli et al., 2015; Rocha et al., 2018; Rocha et al.,
2019; Rosas et al., 2015

Affonso et al., 2012; Alves et al., 2013; Carvalho et al., 2013; Cavalher-Machado et al., 2008;
Ennigrou et al., 2017; Estevao et al., 2017, 2013; Fedel-Miyasato et al., 2014a; Gomes et al., 2012;
Martinez Guerra et al., 2000; V. S. Oliveira et al., 2020a; Rocha et al., 2018; Rocha et al., 2019;
Rosas et al., 2015; Santos et al., 2013; Uliana et al., 2016

Affonso et al., 2012; Bernardes et al., 2014; Carvalho et al., 2013; Cavalher-Machado et al., 2008;
Ennigrou et al., 2017; Estevao et al., 2017; Feuereisen et al., 2017; Piccinelli et al., 2015; Rosas et
al., 2015; Santos et al., 2013

Affonso et al., 2012; Carvalho et al., 2013; Cavalher-Machado et al., 2008; Ennigrou et al., 2017;
Estevao et al., 2017; Feuereisen et al., 2017; Piccinelli et al., 2015; Rosas et al., 2015

Affonso et al., 2012; Lima et al., 2009; Nunes-Neto et al., 2017; Piccinelli et al., 2015; Santos et al.,
2012; Sereniki et al., 2016; Uliana et al., 2016
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Rheumatic diseases 7 Affonso et al., 2012; El-Massry et al., 2009; Gomes et al., 2012; Lima et al., 2009; Morais et al.,
2014; V. S. Oliveira et al., 2020a; Uliana et al., 2016

Arthritis 6 Fedel-Miyasato et al., 2014a; Lima et al., 2009; Morais et al., 2014; Rocha et al., 2018; Rocha et al.,
2019; Sereniki et al., 2016; Vieira et al., 2015

Tumors 5 Fedel-Miyasato et al., 2014a; Lima et al., 2009; Morais et al., 2014; Rocha et al., 2018; Rocha et al.,

2019; Santos et al., 2013
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Chemical composition of Schinus terebinthifolius Raddi.
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Part used Chemical composition References

Bark/stem Phenolic compounds
catechin; gallic acid Lima et al., 2009; Nunes-Neto et al., 2017; Sereniki et al., 2016
Flavonoids Lima et al., 2009; Rocha et al., 2019; Varela-Barca et al., 2007
ellagic acid; epicatechin Nunes-Neto et al., 2017; Sereniki et al., 2016
4’-ethyl-4-methyl-2,2’,6,6’-tetrahydroxy[ 1,1°-biphenyl]- Johann et al., 2010
4,4’-dicarboxylate; kaempferol; quercetin
cinnamic acid derivates; saponins; triterpenoids/steroids; Lima et al., 2009
monoterpenes/sesquiterpenes
amentoflavone; dihydroamentoflavone; Varela-Barca et al., 2007
tetrahydroamentoflavone

Leaves Phenolic compounds

gallic acid

methyl gallate
1,2,3,4,6-pentagalloylglucose
coumaric acid

caffeic acid

quercetin

apigenin

Bulla et al., 2015; Cavalher-Machado et al., 2008; El-Massry et
al., 2009; Jorge et al., 2012; Rocha et al., 2019; Rosas et al.,
2015; Uliana et al., 2016

Cavalher-Machado et al., 2008; Rosas et al., 2015; M. M. da
Silva et al., 2017

Cavalher-Machado et al., 2008; Rosas et al., 2015

El-Massry et al., 2009; Fedel-Miyasato et al., 2014b

El-Massry et al., 2009; Queires et al., 2006; Fedel-Miyasato et
al., 2014b; Uliana et al., 2016

Fedel-Miyasato et al., 2014b; Morais et al., 2014; Queires et al.,
2006; Rosas et al., 2015; M. M. da Silva et al., 2017; Uliana et
al., 2016

Fedel-Miyasato et al., 2014b; Queires et al., 2006; Uliana et al.,
2016



luteolin

tannins

kaempferol

ethyl gallate

catechin; ellagic acid; syringic acid

citric acid; quinic acid; eriodictyol; isoquercitrin; quercitrin;
resveratrol; rutin

4-O-methyl gallic acid; tri-O-galloyl hexoside; myricetin O-
hexoside; myricetin O-hexosyldeoxyhexoside; myricetin O-
hexosyldeoxyhexoside; myricetin O-pentoside; tetra-O-
galloyl hexoside; myricetin O-deoxyhexoside; quercetin O-
hexoside; methyl digallate; quercetin  O-pentoside;
kaempferol O-hexoside; penta-O-galloyl hexoside; quercetin
O-deoxyhexoside; kaempferol O-pentoside; hexa-O-galloyl
hexoside; myricetin O-galloyl O-deoxyhexoside; kaempferol
O-deoxyhexoside

agathisflavone; a-amyrin; B-amyrin; epicatechin; lupeol
1,2,3,4,6-penta-O-gallooyl-B-glucopyranoside; quercetrin;
robustaflavone

chlorogenic acid; ferulic acid; romarinic acid

Essential oils

schinol

a-humulene

B-bourbonene; 8-3-carene; -cubebene; B-selinene
a-cubebene; a-terpineol

a-pinene

germacrene-D; B-pinene

Fedel-Miyasato et al., 2014b; Rosas et al., 2015; M. M. da Silva
etal., 2017

Gomes et al., 2012; Jorge et al., 2012; Rocha et al., 2018
Johann et al., 2010; Queires et al., 2006; Rosas et al., 2015
Bulla et al., 2015

El-Massry et al., 2009

Queires et al., 2006

Rocha et al., 2019

Rosas et al., 2015
M. M. da Silva et al., 2017

Uliana et al., 2016

Johann et al., 2010; Morais et al., 2014

Richter et al., 2010; Santos et al., 2013

Santos et al., 2013; Uliana et al., 2016

Santos et al., 2013; Silva et al., 2010

dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Santos et al., 2013; Uliana et
al., 2016

dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Santos et al., 2013
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Fruits/berries

caryophyllene oxide; limonene

(E)-masticadienoic acid; (Z)-masticadienoic acid
B-caryophyllene; eucalyptol; tricyclene

bornyl acetate; alloaromadendrene; aromadendrene;
bomeol; y-calacorene; a-cadinene; (E)-B-caryophyllene;
caryophyllene oxide; a-cymene; curzerenone; f-elemene; 6-
elemene; spathulenol; a-phellandrene; B-myrcene; (E)-
ocimene; (Z)-ocimene; 3-octanol; 1-octen-3-ol; sabinene; o-
terpinene; y-terpinene

aristolone; a-bulnesene; a-cadinol; 9-epi-(E)-caryophyllene;
-chamigrene; a-campholenal; carvone; p-cymen-7-ol; m-
cymen-8-ol; p-cymen-8-ol; m-cymenene; o-cymene; 3-
dehydro-Eelsholtzione; neo-dihydro carveol acetate; 2,5-
dimethyl styrene; B-eudesmol; y-himachalene; iso-
longifolene; trans-limonene oxide; myrcenol; cis-muurola-
4(14),5-diene; y-muurolene; perillene; spathulenol; a-
terpinen-7-al; cis-verbenol; trans-verbenol; verbenone
amorpha-4,11-diene a-humulene; y-amorphene; y-cadinene;
cariolan-8-ol; E-caryophyllene; cyclosativene; a-copaene;
y-cuprenene; 7-epi-a-selinene; dauca-5,8-diene; a-guaiene;
cis-f-guaiene; y-gurjunene; myrcene; cis-limonene oxide;
B-himachalene oxide; linalool; p-mentha-1,5-dien-8-ol; -
ocimene; piperitone; sabina dihydro ketone; B-selinene; g-
terpinene; terpinolene; zonarene

Steroid
sitosterol-3-O-B-glucopyranoside

Essential oils

Silva et al., 2010; Uliana et al., 2016
Morais et al., 2014

dos Santos Cavalcanti et al., 2015
Santos et al., 2013

Silva et al., 2010

Uliana et al., 2016

M. M. da Silva et al., 2017
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y-terpinene
elemol
B-pinene
terpinolene

p-cymene; a-thujene
y-cadinene

camphene; a-terpinene
B-myrcene

a-phellandrene

germacrene-D

limonene

E-caryophyllene; terpineol-4

a-pinene

Affonso et al., 2012; Bernardes et al., 2014; Ennigrou et al.,
2017; Todirascu-Ciornea et al., 2019

Affonso et al., 2012; Bendaoud et al., 2010

Affonso et al., 2012; Bendaoud et al., 2010; Cole et al., 2014;
Dannenberg et al., 2019; dos Santos Cavalcanti et al., 2015;
Todirascu-Ciornea et al., 2019

Affonso et al., 2012; Ennigrou et al., 2017; B. G. da Silva et al.,
2017

Affonso et al., 2012; Bendaoud et al., 2010; Ennigrou et al., 2017
Affonso et al., 2012; Bendaoud et al., 2010; Dannenberg et al.,
2019; Ennigrou et al., 2017

Affonso et al., 2012; Ennigrou et al., 2017; Todirascu-Ciornea et
al., 2019

Affonso et al., 2012; Dannenberg et al., 2019; Ennigrou et al.,
2017

Affonso et al., 2012; Bendaoud et al., 2010; Cole et al., 2014;
Ennigrou et al., 2017; Richter et al., 2010; B. G. da Silva et al.,
2017; Todirascu-Ciornea et al., 2019

Affonso et al., 2012; Bendaoud et al., 2010; Dannenberg et al.,
2019; dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Ennigrou et al., 2017,
Richter et al., 2010; B. G. da Silva et al., 2017; Todirascu-
Ciornea et al., 2019

Affonso et al., 2012; Cole et al., 2014; Dannenberg et al., 2019;
dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Ennigrou et al., 2017,
Piccinelli et al., 2015; Richter et al., 2010; B. G. da Silva et al.,
2017

Affonso et al., 2012; Cole et al., 2014

Bendaoud et al., 2010; Cole et al., 2014; Dannenberg et al., 2019;
dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Ennigrou et al., 2017; Matsuo
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sabinene

a-terpineol; terpinen-4-ol
a-copaene
-caryophyllene

y-muurolene

o-muurolene

o-cadinene

germacrene-B

spathulenol
0-3-carene
o-cadinol

B-elemene
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et al., 2011; Richter et al., 2010; B. G. da Silva et al., 2017;
Todirascu-Ciornea et al., 2019

Bendaoud et al., 2010; Cole et al., 2014; dos Santos Cavalcanti
et al., 2015; Ennigrou et al., 2017; B. G. da Silva et al., 2017;
Todirascu-Ciornea et al., 2019

Bendaoud et al., 2010; dos Santos Cavalcanti et al., 2015;
Ennigrou et al., 2017; Todirascu-Ciornea et al., 2019

Bendaoud et al., 2010; dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Santos
etal., 2013

Bendaoud et al., 2010; dos Santos Cavalcanti et al., 2015;
Ennigrou et al., 2017; Richter et al., 2010

Bendaoud et al., 2010; Cole et al., 2014; Dannenberg et al., 2019;
dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Ennigrou et al., 2017; Santos
etal.,, 2013

Bendaoud et al., 2010; Dannenberg et al., 2019; dos Santos
Cavalcanti et al., 2015

Bendaoud et al., 2010; Cole et al., 2014; Dannenberg et al., 2019;
dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Ennigrou et al., 2017; Richter
el at., 2010

Bendaoud et al., 2010; dos Santos Cavalcanti et al., 2015;
Ennigrou et al., 2017; Richter et al., 2010; Todirascu-Ciornea et
al., 2019

Bendaoud et al.,, 2010; dos Santos Cavalcanti et al., 2015;
Ennigrou et al., 2017

Bendaoud et al., 2010; Cole et al., 2014; Ennigrou et al., 2017;
B. G. da Silva et al., 2017

Bendaoud et al., 2010; dos Santos Cavalcanti et al., 2015;
Ennigrou et al., 2017

Bendaoud et al., 2010; Dannenberg et al., 2019; Richter et al.,
2010



alloaromadendrene; aromadendrene; a-cadinene;
caryophyllene oxide; cubenol; a-cubebene; p-cymen-8-ol;
y-elemene; linalool; B-patchoulene; piperitone; a-ylangene
[-cubebene

B-phellandrene

masticadienonic acid; 3B-masticadienolic acid; oleanolic
acid

copaene; y-caryophyllene; a-caryophillene; B-farnesene; 8-
cadinol

T-cadinol

a-gurjunene

a-humulene

a-fenchene; a-humullene; B-isosylvestrene; mentha-1(7),8-
diene<meta>

B-bisabolene; B-bourbonene; carveol; a-cedrene; a-
chamigrene; p-cymen-7-ol; dihydrocarveol; E, E-farnesal;
Z, E-farnesal; grandisol; gurjunene; B-gurjunene; o-
himachalene; lineatin; longifolene; methyl octanoate;
ocatne; (Z)-B-ocimene; platambin; pinocarvone; a-santalol;
10-undecenal; verbenone

a-terpinolene

borneol; epi-a-cadinol; E, E-a-farnesene; isoterpinolene;
myrcene

o-cymene

fusidic acid; ganoderic acid; helvolic acid; ursolic acid
(E)-bisabol-ol-11; cis-cadinen-4-em-7-ol; tau-cadinol; tau-
muurolol
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Bendaoud et al., 2010; Ennigrou et al., 2017

Bendaoud et al., 2010; Dannenberg et al., 2019; Ennigrou et al.,
2017

Bernardes et al., 2014; Ennigrou et al., 2017; Richter et al., 2010;
Todirascu-Ciornea et al., 2019

Jain et al., 1995; Vieira et al., 2015

Dannenberg et al., 2019

Dannenberg et al., 2019; Ennigrou et al., 2017;

Dannenberg et al., 2019; Richter et al., 2010

dos Santos Cavalcanti et al., 2015; Ennigrou et al., 2017; Richter
etal., 2010

Affonso et al., 2012

Bendaoud et al., 2010

Bendaoud et al., 2010; Todirascu-Ciornea et al., 2019
Coleetal., 2014

Cole et al., 2014; Todirascu-Ciornea et al., 2019
Jain et al., 1995
dos Santos Cavalcanti et al., 2015



caryophyllene; B-myrcene

alloaromadendrene

thujene; a-myrcene; decane; dl-limonene; a-ocimene; cis-
sabinene hydrate; undecane; cis-p-menth-2-en-1-ol; trans-1-
methyl-4-(1-methylethyl)-2-cyclohexen-1-ol; isoborneol; a-
terpinyl acetate; 10-epi-c-eudesmol

moronic acid

B-atlantol; bicyclolgermacrene; bulnesol; trans-cadina-1,4-
diene; carvone; carvotanacetone; citronellyl acetate;
citronellol; a-copaene; B-copaene; d-cuprenene; cryptone;
p-cymenene; daucene; 10-epi-y-eudesmol; ethyl benzoate;
eudesm-4(15).7-dien-1-B-ol; a-eudesmol; y-eudesmol;
fokienol; geranyl acetate; globulol; guaiol; isoledene;
isospathulenol; humulene epoxide; juniper camphor; ledol;
methyl citronellate; methyl geronate; cis-para-menth-2-em-
1-ol; 3-methyl-3-buthenyl valerate; cis-para-menth-1-(7).8-
dien-2-ol; trans-para-menth-2-en-1-ol; T-muurolol;
neomenthol; trans-B-ocimene; y-patchoulene; o-
phellandrene epoxide; cis-piperitol; a-selinene; B-selinene;
o-selinene; tetradecanal; thujyl alcohol; thymol; valencene;
valerianol; viridiflorol; B-ylangene; zonarene
trans-piperitol

masticadienoic acid

schinol

Phenolic compounds

apigenin

I1-2.3-dihydro-13’,116-biapigenin; 7-O-methylcyanidin 3-O-
galactoside

amentoflavone

B. G. da Silva et al., 2017
Richter et al., 2010
Todirascu-Ciornea et al., 2019

Vieira et al., 2015
Ennigrou et al., 2017

Ennigrou et al., 2017; Todirascu-Ciornea et al., 2019
V. S. Oliveira et al., 2020b
Jain et al., 1995; V. S. Oliveira et al., 2020b

Bernardes et al., 2014
Feuereisen et al., 2017

Feuereisen et al., 2017; Linden et al., 2020



Residues
(leaves
fruits)

and

agathisflavone

pelargonidin 3-O-galactoside

hinokiflavone; 7-O-methylpelargonidin 3-O-
galactopyranoside

dihydroamentoflavone

tetrahydroamentoflavone

gallic acid; catechin; epicatechin; p-coumaric acid;
resveratrol

gallotanin; 3a-hydroxymasticadienolic acid

Fatty acids

arachidic acid; behenic acid; gadoleic acid; heptadecanoic
acid; lignoceric acid; linolenic acid myristic acid; oleic acid;
palmitic acid; palmitoleic acid

linoleic acid; stearic acid

Phenolic compounds

Monoterpenes: a-pinene; 3-carene; p-cymene; limonene; o-
terpineol; thymol

Sesquiterpenes: 9d-elemene; o-copaene; [-elemene; f3-
caryophyllene; y-elemene; aromadendrene; humulene; v-
muurolene; germacrene D; [-selinene; a-selinene; a-
muurolene; y-cadinene; d-cadinene; elemol; spathulenol;
caryophyllene oxide; rosifoliol; y-eudesmol; a-muurolol; -
eudesmol; a-eudesmol

Triterpenes/Steroids/Others: phytol; squalene; octacosane;
a-tocoferol; [-sitosterol; olean-12-en-3-one; 28-norolean-

Feuereisen et al., 2017; Linden et al., 2020; V. S. Oliveira et al.,
2020a,b

Feuereisen et al., 2017; V. S. Oliveira et al., 2020b

Feuereisen et al., 2017; V. S. Oliveira et al., 2020a,b

Linden et al., 2020

Linden et al., 2020; V. S. Oliveira et al., 2020a,b

M. B. S Oliveira et al., 2020b

V. S. Oliveira et al., 2020a

Ennigrou et al., 2017

Ennigrou et al., 2017; V. S. Oliveira et al., 2020b

Gomes et al., 2020
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17-en-3-one; lupenone; lupeol; lupeol acetate; ursonic
aldehyde 3-acetate

Flavonoids: quercetin; quercitrin; myricetin; myricitrin;
quercitrin O-gallate; myricitrin O-gallate; agathisflavone;
amentoflavone; tetrahydroamentoflavone;
tetrahydrorobustaflavone

gallic acid, gallotannins

Fatty acids

methyl tetradecanoate; methyl hexadecanoate; methyl
linoleate; methyl linolenate; methyl stearate; myristic acid;
pentadecanoic acid; palmitic acid; heptadecanoic acid;
linolenic acid; oleic acid; stearic acid; eicosanoic acid;
behenic acid; masticadienoic acid; schinol; triterpene acid,
triterpene glycoside
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Table 3

Pharmacological properties of Schinus terebinthifolius Raddi.
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Pharmacological properties

Plant part used / material

References

Anti-Inflammatory and healing Bark / hydroalcoholic extract

Antimicrobial activities

Berries / ethyl acetate extract
Fruits / methanolic extract
Leaves / hydroalcoholic extract
Leaves / methanolic extract
Leaves / ointment formulation
Bark / hydroalcoholic extract
Bark / tintura

Fruits / essential oil extract
Fruits / hydroalcoholic extract
Fruits, leaves / hydroethanolic extract
Leaves / crude extract

Leaves / essential oil extract
Leaves / hydroalcoholic extract
Leaves / methanolic extract

Pepper tree hydroalcoholic extract gel

Santos et al., 2012; Castelo Branco Neto et al., 2006; Lucena et al.,
2006; Nunes Jr. et al., 2006; Coutinho et al., 2006

Jain et al., 1995

Bernardes et al., 2014

Rosas et al., 2015

M. M. da Silva et al., 2017; Fedel-Miyasato et al., 2014b;

Estevao et al., 2017, 2013

Melo et al., 2014

Alves et al., 2013, 2012

Dannenberg et al., 2019; Cole et al., 2014;

Linden et al., 2020

Gomes et al., 2020

Gomes et al., 2012

El-Massry et al., 2009

Morais et al., 2014; Johann et al., 2010; Martinez Guerra et al., 2000
Barbieri et al., 2014

Leite et al., 2011



Photoprotective

Antiviral

Antioxidant

Fruits / ethanolic extracts
Leaves / hydroalcoholic extract
Leaves / gel of crude extract
Fruits / ethanolic extracts
Fruits / aqueous extract

Fruits / essential oil extract

Fruits / methanolic extract

M. B. S Oliveira et al., 2020
Jorge et al., 2012

Bulla et al., 2015;

M. B. S Oliveira et al., 2020
R. F. Oliveira et al., 2020
Todirascu-Ciornea et al., 2019

V. S. Oliveira et al., 2020a, b
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Resumo

Introducao: Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardeaceae) ¢ uma espécie vegetal que
apresenta potencial cicatrizante e/ou anti-inflamatorio. A ulceragdao aftosa recorrente ¢ um
problema de saude bucal que acomete boa parte da populacdo e cuja terapéutica serve apenas
para aliviar os sintomas e/ ou acelerar a cicatrizacdo. A busca por novas alternativas terapéuticas
para tratar aftas tem conduzido a estudo com diversas espécies vegetais. Objetivo: Avaliar o
potencial cicatrizante do extrato hidroalcodlico das cascas do caule de Schinus terebinthifolius
Raddi em lesdes da mucosa oral induzidas em ratos. Método: O material vegetal foi coletado
no Municipio de Chapadinha, Estado do Maranhao, Brasil (3°42'44"S; 43°30'40"W), passou
por analise para classificacdo taxondmica, identifica¢cdo dos compostos quimicos por HPLC-
MS e andlise in silico de alguns constituintes quimicos identificados. Nos testes in vivo foram
utilizados 41 ratos Wistar (Rattus norvegicus), adultos, distribuidos em trés grupos
aleatoriamente: G1 (solucdo salina 0,9%), G2 (gluconato de clorhexidina 0,12%) e G3 (extrato
hidroalcoodlico de S. terebinthifolius 2%), os quais foram divididos em trés subgrupos de acordo
com a duragdo do tempo de tratamento (3, 7 ¢ 14 dias). Todos os animais foram submetidos ao
mesmo procedimento de indugao da lesdo na mucosa oral, de forma padronizada. Os parametros
avaliados nas lesdes foram: mensuragao e contragao da area, alteragdes macroscopicas e analise
histopatologica das lesdes. Resultados: Foram identificados 14 compostos quimicos, destes,
vicenin 1 e astaxanthin, que apresentaram maior nimero de citagdes como cicatrizantes e/ou
anti-inflamatorios, foram avaliados por ensaios in silico. A analise das provaveis atividades
bioldgicas de vicenin 1 revelou que este composto tem > 30% (Pa > 0,3) de probabilidade de
apresentar 224 atividades, destas 15 eram cicatrizante e/ou anti-inflamatéria. Por sua vez,
astaxanthin apresentou 259 atividades, das quais 20 eram cicatrizante e/ou anti-inflamatéria. A
etapa in vivo mostrou que aos 14 dias, a média da area da lesdo (mm?2) foi de 1,5 + 1,4 para G1,
1,3 £ 1,02 para G2 e 0,9 £ 0,85 para G3, bem como a média do grau de contracdo apresentou
valores de 98,6% para G1, 98,4% para G2 e 98,9% para G3. Quanto a analise histologica, foi
possivel evidenciar a seguinte relagcdo, no que concerne o processo de cicatrizacdo de feridas
na mucosa oral de ratos abordado neste estudo, G3 > G2 > G1. Conclusao: Os resultados
evidenciaram, que aroeira ¢ uma espécie vegetal promissora para o tratamento de lesdes orais,
favorecendo o processo de cicatrizacao de feridas da mucosa oral de ratos, embora ndo tenha
sido verificada diferencas estatisticas entre os grupos experimentais.

Palavras-chave: Aroeira. in silico. Lesao. Mucosa oral. Cicatrizacao. Inflamagao.
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1. Introducio

Schinus terebinthifolius Raddi consiste numa espécie vegetal extensamente estudada, ja
tendo sido caracterizada a sua composi¢do quimica (Migues et al., 2020; Lloyd et al., 1977),
varias propriedades bioldgicas (de Melo et al., 2002; Oliveira et al., 2020), além de relatos sobre
seu uso na medicina tradicional (Morton, 1978; Vieira et al., 2014), sendo que muitos beneficios
de seu emprego empirico tém sido comprovados cientificamente. E possivel constatar na
literatura cientifica, numerosas publicagdes que demonstram atividades biologicas da raiz
(Rochaet al., 2019), caule (Nunes Neto et al., 2017), casca do caule (Nocchi et al., 2016), folhas
(Uliana et al., 2016), frutos (Todirascu-Ciornea et al., 2019) e sementes (Bendaoud et al., 2010)
dessa espécie.

S. terebinthifolius ¢ conhecida popularmente como aroeira, aroeira-vermelha, aroeira-
pimenteira, aroeira-da-praia, dentre outros (Estevao et al., 2013; Morton, 1978), apresenta
potencial antimicrobiano (Dannenberg et al., 2019), antioxidante (Rocha et al., 2019),
antialérgico/anti-histaminico (Nunes-Neto et al., 2017), anticancerigeno (Matsuo et al., 2011),
cicatrizante e anti-inflamatorio. Dentre essas propriedades, seus efeitos cicatrizantes e anti-
inflamatorios sdo vastamente estudados, em diferentes modelos in vivo pré-clinicos (Estevao et
al., 2017; Fedel-Miyasato et al., 2014; Jain et al., 1995; Lucena et al., 2006; Rosas et al., 2015;
Santos et al., 2012; Silva et al., 2017).

A caracterizagdo fitoquimica de S. terebinthifolius mostra a presenca de flavonoides e
acidos fenolicos (Linden et al., 2020; Sereniki et al., 2016), taninos (Feuereisen et al., 2017;
Rochaetal., 2018), 6leos essenciais (Affonso et al., 2012; Santos et al., 2013; Silva et al., 2010),
esteroides, triterpenos, antraquinonas e saponinas (Barbieri et al., 2014; Morais et al., 2014;
Nunes-Neto et al., 2017; Vieira et al., 2015). Esses metabolitos secundérios, em especial os
compostos fendlicos, sdo os responsaveis pelas propriedades farmacologicas da aroeira (Santos
et al., 2012; Scheibe et al., 2016).

Além disso, essa espécie foi incluida na lista, elaborada pelo Ministério da Satde do
Brasil, de plantas medicinais com potencial para gerar produtos funcionais e farmacologicos.
Nesse sentido, considerando as indicagcdes medicinais de S. terebinthifolius descritas nesta lista,
cicatrizante, anti-inflamatoria e anti-séptica topica (Santos; Carvalho, 2018), ressalta-se a
possibilidade de sua utilizagdo em formulacdes farmacéuticas tdpicas para tratamento de lesdes

na mucosa oral.
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Entre as lesdes orais mais comuns da cavidade oral, cita-se a ulceragao aftosa recorrente
(UAR), que acomete cerca de 25% da populacdo geral e consiste numa doenca inflamatoria
benigna caracterizada por lesdes principalmente na mucosa oral ndo-queratinizada (Akintoye;
Greenberg, 2014; Weckx et al., 2009).

Apesar de atualmente serem conhecidos varios aspectos associados a essa patologia,
como manifestacdes clinicas, grupos de individuos mais acometidos e fatores de riscos
(Akintoye; Greenberg, 2014), a etiologia dessa doenca ainda ¢ considerada desconhecida
(Cherubini et al., 2006). Dentre os fatores desencadeantes podem ser citados problemas locais
(Huling et al., 2012), sistémicos (Keogan, 2009; Kerr; Ship, 2003) e genéticos (Miller et al.,
1980).

A terapéutica para UAR ¢ significativamente importante, ja& que esta ¢ uma doenga
comumente verificada em boa parte da populacdo e que interfere na qualidade de vida das
pessoas, pois o paciente ¢ acometido por dor e alteracdo das fungdes orais, tais como comer,
deglutir e falar (Samet et al., 2007). Todos os tratamentos disponiveis sd3o apenas para aliviar
sintomas, acelerar a cicatrizac¢ao e reduzir a frequéncia das lesdoes (Weckx et al., 2009). Além
disso, nao ha disponivel no mercado farmacéutico, formulagdes fitoterapicas especificas para o
tratamento de aftas. Dessa forma, o objetivo desse estudo consistiu em testar o potencial
cicatrizante do extrato hidroalcoodlico das cascas do caule de Schinus terebinthifolius Raddi

frente a lesoes da mucosa oral, induzidas em ratos.

2. Material e Métodos

2.1 Coleta e identificagdo botdnica

As cascas do caule de Schinus terebinthifolius Raddi foram coletadas no Povoado
Barroca da Vaca (3°42'44"S; 43°30'40"W), situado no Municipio de Chapadinha, Estado do
Maranho, Brasil, em agosto de 2019. A exsicata do espécime foi depositada no Herbério Atico
Seabra, da Universidade Federal do Maranhao (UFMA), e autenticada por Ana Zélia Silva, sob

namero 1507.
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2.2 Preparacgdo do extrato de S. terebinthifolius

As cascas do caule de S. ferebinthifolius foram secas ao ar livre e, posteriormente,
submetida a um processo de moagem. O p6 obtido (200 g) foi submetido a maceragdo com
alcool 70% (600 mL), na proporcao de 1:3 m/v. Esta solucao foi agitada manualmente 3 vezes
ao dia, durante um periodo de 72 horas, com o extrato recolhido em frasco ambar e o solvente
renovado por mais duas vezes, repetindo-se o processo de maceragao. Os volumes foram
reunidos e filtrados em papel filtro.

Parte do extrato passou pelo processo de liofilizacdo para a realizacdo da andlise
fitoquimica e a outra foi concentrada em rotaevaporador (marca: Heidolph) sob 90 rpm ¢ em
temperatura aproximada de 45 — 50 °C, para posterior realizagdo de peso seco em balanga
analitica de precisdo e calculo de rendimento, que foi de 6,7%. O extrato foi armazenado sob

refrigeragdo (+£4°C), em vidro ambar.

2.3 Caracterizagdo do extrato de S. terebinthifolius por Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometria de Massa (HPLC-MS)

Para a identificacdo dos compostos, o material foi enviado ao Centro Analitico de
Instrumentagcdo da Universidade de Sao Paulo. O extrato da casca S. ferebinthifolius foi
analisado usando um sistema de cromatografia liquida Shimadzu Prominence com duas bombas
injetoras automaticas Shimadzu LC-20AD (SIL-20A HT). Uma coluna Phenomenex Luna C18
(250x4.6mm- Sum) foi usada nas analises. O solvente A consistiu de agua acidificada (2.0 %
de 4cido acético) e B, metanol grau HPLC, também acidificado (2.0 % 2.0 % de acido acético),
a uma taxa de fluxo de 0,6 mL / min.). A amostra foi eluida de acordo com o seguinte gradiente
de metanol: 0 a 2 min (5% de B), 2 & 10 min (5 4 25% de B), 10 a 20 min (24 a 40% de B), 20
a 30 min (40 a 50 % de B), 30 a 40 min (50 a 60 % de B), 40 a 50 min (60 a 70 % de B), e de
50 a 80 min (70 a 100 % de B). O volume de injecao foi de 50,0 pL.. O LC foi acoplado a um
espectrometro de massa (Amazon X, Bruker, Massachusetts, EUA) equipado com ionizagao
por eletrospray (ESI) e um analisador do tipo ion-trap (IT) em modo negativo, nas seguintes
condigdes: tensdo capilar de 4.5 kV, capilar temperatura 325 ° C, fluxo de géas de arrastamento
(N2) 12 L / min, pressdo do nebulizador de nitrogénio a 10 psi. O intervalo de aquisic¢do foi de

M/Z 50-1500, com dois ou mais eventos. Posteriormente foram analisados os espectros das
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moléculas e comparados com dados de artigos cientificos para identificacdo das substancias.

2.4 Andlise in silico

Para realizacdo dos testes in silico, elegeu-se entre os compostos quimicos identificados
no material vegetal, aqueles que apresentavam maior nimero de publicagdes cientificas
demonstrando seu potencial na cicatrizagdo de feridas e/ou atividade anti-inflamatodria. Para

isso, realizou-se uma busca na base de dados Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)

através das seguintes combinagdes de palavras-chave: “nome dos compostos quimicos
identificados no extrato da casca do caule de S. terebinthifolius” AND “wound healing” e nome
do composto quimico identificado no extrato da casca do caule de Schinus terebinthifolius”

AND “anti-inflammatory activity”. As buscas foram realizadas em junho de 2019.

2.4.1 Predi¢ao de atividades biologicas

Para avaliar as atividades bioldgicas dos compostos quimicos, identificados e eleitos
para essa analise, foi usado o programa Online Prediction of Activity Spectra for Substances
(PASS). Esta ferramenta computacional calcula a probabilidade de uma determinada molécula
organica apresentar uma atividade biologica, comparando a estrutura da molécula a um banco

de dados (www.way2drug.com/passonline) composta por outras moléculas organicas com

atividades biologicas definidas (Ferreira et al., 2018; Khurana et al., 2011). Assim, o programa
online PASS da a probabilidade de um composto ser ativo (Pa) ou inativo (Pi) em um alvo

biologico.

2.4.2 Estimativa da permeabilidade pela cavidade bucal, das caracteristicas farmacocinéticas e

de efeitos toxicos

Para estimar a permeabilidade oral dos compostos quimicos presentes no extrato da
casca do caule de S. rerebinthifolius, foram analisados os descritores de Volume Molecular
(MV), nimero de doadores de hidrogénio (HBD) e nimero de ligagdes rotacionaveis (nRotB),
todas as  andlises foram  realizadas  utilizando  software = Molinspiration

(http://www.molinspiration.com/). Por defini¢do, para apresentar uma boa estimativa de
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permeabilidade oral, uma molécula precisa atender o maior nimero de requisitos avaliados.
Assim, seguem os valores de referéncias: i) MV entre 258 a 371g/mol, ii)) HBD entre 0 a 5 ¢
1i1) nRotB com variagao de 0 a 10 (Kokate et al., 2009).

Para analise dos possiveis efeitos toxicos e dos parametros farmacocinéticos tedricos
(absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo) dos compostos quimicos de S.

terebinthifolius, foram usados 0s programas Osiris (www.organic-

chemistry.org/prog/peo/drugScore.html)  (Ferreira et al., 2018) e SwissADME

(http://www.swissadme.ch/index.php#) (Daina; Michielin; Zoete, 2017). Esses parametros ¢ a

toxicidade foram previstos pela comparacao das estruturas quimicas avaliadas com um banco
de dados contendo medicamentos e compostos disponiveis comercialmente. Os efeitos toxicos
foram classificados como carcinogénico, imunotoxicidade, citotoxicidade, hepatotoxicidade e
efeitos no sistema reprodutor (Ferreira et al., 2018).

Os valores de LD50 em miligramas por quilograma (mg/kg) foram estimados usando o

programa PROTOX (http://tox.charite.de/protox_II/index.php?site=compound_input) (Drwal

et al., 2014), classificando a toxicidade dos compostos quimicos de S. ferebinthifolius da
seguinte forma: classe i - fatal se ingerido quando LD50 < 5, classe ii - fatal se ingerido quando
5 <LLD50 < 50, classe iii - toxico se ingerido quando 50 < LD50 < 300, classe iv - nocivo se
ingerido quando 300 < LD50 < 2000, classe v - nocivo se ingerido quando 2000 < LD50 <
5000, e classe vi - ndo toxico quando LD50 > 5000. Estimativas de absor¢ao gastrointestinal,
permeabilidade através da barreira hematoencefilica e permeacdo da pele (log Kp em
centimetros  (cm)/s) foram avaliados pelo programa SwissADME (http: //

www.swissadme.ch/index.php#) (Daina; Michielin; Zoete, 2017). Digno de nota, quanto mais

negativo o log Kp, menos permeavel a pele ¢ a molécula.

2.5 Animais

Os animais utilizados foram ratos da linhagem Wistar e espécie Rattus norvegicus,
machos, com peso médio de 300 g e idade entre 60 - 90 dias, fornecidos pelo Biotério Central
da UFMA. Os ratos foram adaptados no Biotério Setorial da Farmacologia até o inicio dos
experimentos. Durante todo o periodo que permaneceram no Biotério, os animais receberam
agua e ragdo comercial ad libitum. Todos os protocolos foram realizados de acordo com as

normas da Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio (SBCAL). Este projeto
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foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMA, sob
o protocolo n° 23115.002991/2018-19 (ANEXO ).

Para a realizacdo dos experimentos os animais foram divididos nos seguintes grupos:
grupo 1 (G1) formado por 14 animais que receberam solugdo salina 0,9% na lesdo da mucosa;
grupo 2 (G2) constituido por 13 animais que receberam na lesdo tratamento com gluconato de
clorhexidina a 0,12%; grupo 3 (G3) composto por 14 animais que tiveram a lesdo tratada com

extrato hidroalcodlico de S. terebinthifolius a 2%.

2.6 Protocolo experimental

Os animais foram anestesiados com composto anestésico constituido por xilazina (10
mg/kg) e quetamina (80 mg/kg), por via intraperitoneal. O processo cirirgico teve inicio quando
observados que o reflexo palpebral e o ritmo de respiracdo se tornaram constantes e lentos.
Anestesiados, cada animal foi colocado em uma mesa cirargica em decubito dorsal e
imobilizado com fita adesiva. A ulceracdo foi feita sobre a mucosa jugal direita através de
raspagem utilizando uma lamina de bisturi n® 15. A técnica foi padronizada para todos os
animais e realizada pelo mesmo examinador de acordo com protocolo de Cavalcante et al.
(2011) com algumas modificagdes.

Apo6s inducdo de lesdo oral, os animais foram divididos em seus respectivos subgrupos
e iniciado imediatamente o tratamento, no qual foi aplicado 0,2 ml das solucdes, no local das
lesdes, conforme tratamentos descritos na composi¢do dos grupos experimentais no item 2.5.

Os subgrupos foram organizados da seguinte forma: Tratamento da lesdo durante 3 dias
- G1 (5 animais), G2 (4 animais) e G3 (5 animais); tratamento durante 7 dias — G1 (4 animais),
G2 (5 animais) e G3 (5 animais); Tratamento durante 14 dias — G1 (5 animais) G2 (4 animais)
e G3 (4 animais).

Depois de finalizado o periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados em camara
de CO2 para as coletas das areas das lesdes da mucosa oral e, posteriormente, realizacao da
analise histopatologica. As pecas foram colocadas e identificadas em cassetes e acondicionados

em solucao de formaldeido a 10% até a realizagdo da analise dos tecidos.
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2.7 Taxa de contracdo da lesd@o

As lesoes foram avaliadas diariamente e nos dias 0, 3, 7 e 14 pos-ferimento, usando
fotografia digital. Para garantir a consisténcia da ampliacao da ferida, a camera digital (marca:
SAMSUNG, modelo: Galaxy S8, megapixel: 12Mp, resolugdo: 4290 x 2800 pixel) foi colocada
a uma distancia constante de 30 cm perpendicularmente acima de cada ferida. As fotos das
tilceras foram transferidas para um computador para medi¢io da area total em mm? usando o
software ImageJ (1.52a, Java 1.8.0 112 [64-bit]). A seguinte formula foi entdo usada para
calcular as taxas de contragdes de feridas (WHR): WHR = Ao - An / Ao, onde: Ao: area da
lesdo no dia 0; n =dia 3, 7 ou 14 (Masson-Meyers et al., 2013).

2.8 Andlise histopatologica

Os fragmentos de mucosa jugal biopsiados foram identificados e fixados em formol a
10%, p.H 7,4, em seguida submetidos a desidratacdo em série alcodlica crescente, diafanizados
em xilol, impregnados em parafina e fundido a 60%. Os fragmentos foram seccionados a Spm
de espessura com a utilizagao de um micrétomo e a coloragdo realizada por hematoxilina-eosina
(H.E) (Nunes; Cinsa, 2016). A analise histologica foi realizada no Laboratorio de Patologia do
Departamento de Odontologia da UFMA, com o auxilio de um microscopio optico, de forma
cega por um Unico examinador, e, a partir disso, as caracteristicas histologicas da ulcera
juntamente com suas correspondentes fases do processo inflamatorio foram descritas como
demonstrados nos Quadros 1 e 2 (Vizzotto et al., 2003). Em seguida, os fragmentos histologicos
foram fotografados em 100x e 400x com um Microscopio Olympus® BX41 equipado com
Olympus® DP70 camera (Olympus America Inc., Melville, NY. EUA).

Quadro 1 - Classificacdo e atribui¢cdo dos indices aos achados histolégicos (Vizzotto et
al., 2003).

2 INTENSIDADE/ESCORES
PARAMETRO Acentuado | Moderado Discreto Ausente
Células polimorfonucleares -3 -2 -1 0
Edema -3 -2 -1 0
Congestao vascular -3 -2 -1 0
Células mononucleares 3 2 1 0
Tecido de granulacao 3 2 1 0
Fibrose 3 2 1 0
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Quadro 2 - Inflamacao de acordo com escore final de cada grupo
(Vizzotto et al., 2003).

Fase do Processo Inflamatorio Escore Final
Agudo -9a-3
Subagudo -3,1a3
Cronico 3,1a9

Ressalta-se que o ponto de corte para os achados histologicos (Quadro 1) seguiu o
seguinte padrao: médias com nimeros decimais > 0,5 foram classificados no escore superior ao
considerar o numero inteiro ¢ médias com numeros decimais < 0,5 corresponderam a
classificagdo inferior a do niimero inteiro. Segue exemplo: média de 1,5, o parametro foi
considerado como moderado, enquanto uma média de 0,25 classificou o parametro como

ausente.

2.9 Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando GraphPad Prism versao 5.00 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os dados foram apresentados em grafico e figuras
como média £ SEM. As diferengas entre os grupos para as analises da area da lesdo e taxa de
contracdo das feridas foram realizadas utilizando-se os testes de andlise de variancia (one-way
ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Os escores histologicos, por sua vez, foram comparados
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguidos por pos-teste Dunn, considerando-se

significativas quando p < 0,05 para todas as analises.
3. Resultados
3.1 Perfil fitoquimico
A composi¢ao quimica da amostra foi analisada por HPLC-MS/MS, a identificagdo foi
baseada em ions fragmentos m/z em comparacdo com aqueles descritos na literatura. Neste

estudo, foi possivel identificar 16 picos (Figura 1 e Tabela 1), sendo que 14 desses, foi possivel

definir a estrtutura. O tempo de retengdo, ion molecular [M - H] - e ions produtos obtidos por
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HPLC-MS / MS para cada pico do extrato hidroalcodlico das cascas de S. terebinthifolius estao

apresentados na Tabela 1.

Intens. |
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Figura 1. Cromatograma de HPLC dos compostos detectados no extrato hidroalcodlico
obtido por maceracdo, 1:3 (m/v), das cascas de Schinus terebinthifolius Raddi.

Tabela 1. Caracterizagdo quimica do extrato hidroalcoodlico das cascas de Schinus
terebinthifolius Raddi

N° TR [M_HJ MS/MS Proposta
(min)
1 5 725 665 apigenin 6-C-pentosyl 8-C-(2"-O-
hydroxyferuloyl)-pentoside

2 5,1 573 511;415; 283 Ganoderic acid K

3 5,1 563 503; 353 Vicenin 1

4 16,3 833 663;543;289 B-type (epi)afzelechin (epi)afzelechin-

(epi)catechin
5 16,4 543 451; 289 (epi)afzelechin—(epi)afzelechin
6 18,8 561 543; 451; 409; proanthocyanidin dimer
391

7 18,8 597 561; 483 Astaxanthin

8 18,8 565 431; 279 Isoginkgetin

9 20,5 561 409; 289 proanthocyanidin dimer

10 21,6 1123 561; 409 proanthocyanidin tetramer

11 21,6 597 561 Astaxanthin derivative

12 227 561 543; 451; 409; proanthocyanidin dimer

289
13 24,1 675 561 feruloyl-O-p-coumaroyl-O-caffeoylshikimic
acid
14 247 833 681; 529; 289 B-type (epi)afzelechin-(epi)afzelechin-
(epi)catechin
15 252 561 409; 289 proanthocyanidin dimer
16 252 597 561 Astaxanthin derivative

TR - tempo de retengao; MW - peso molecular; [M - H] - ion molecular; MS/MS - Espectrometria de massa
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A identificacdo dos constituintes quimicos do extrato da casca de S. terebinthifolius,
revelou a presenca de taninos condensados (B-type (epi)afzelechin (epi)afzelechin-
(epi)catechin), flavonoides (apigenin 6-C-pentosyl 8-C-(2"-O-hydroxyferuloyl)-pentoside;
vicenin 1; (epi)afzelechin—(epi)afzelechin; proanthocyanidin dimer; proanthocyanidin
tetramer; isoginkgetin), triterpendides (ganoderic acid K), carotenoides (astaxanthin;

astaxanthin derivative) e hidroxicinamatos (feruloyl-O-p-coumaroyl-O-caffeoylshikimic acid).

3.2 Andlise in silico

A partir da realizacdo de buscas no banco de dados Pubmed, verificou-se que
astaxanthin e vicenin 1 apresentaram maior numero de publicagcdes que relacionavam esses
compostos a atividades cicatrizante e/ou anti-inflamatdéria. Dessa forma, elegeu-se tais
compostos, identificados no extrato da casca do caule S. terebinthifolius, para a analise in silico

(Tabela 2).

Tabela 2. Total de publicacdo cientificas disponiveis na base de dados Pubmed, referente a
combinagdo das palavras-chaves “nome do composto quimico identificado no extrato da casca
do caule de Schinus terebinthifolius” AND “wound healing” ¢ “nome do composto quimico
identificado no extrato da casca do caule de Schinus terebinthifolius” AND “anti-inflammatory
activity”, busca realizada em junho de 2019

Composto quimico Total de estudos encontrados
AND qund Anti-inﬂz.m.lmatory Total
healing activity

apigenin 6-C-pentosyl 8-C-(2"-O- 0 0 0
hydroxyferuloyl)-pentoside
Ganoderic acid K 0 0 0
vicenin 1 5 32 37
B-type (epi)afzelechin (epi)afzelechin-

; g 0 0 0
(epi)catechin
(epi)afzelechin—(epi)afzelechin 0 0 0
proanthocyanidin dimer 4 25 29
Astaxanthin 13 182 195
Isoginkgetin 0 5 5
proanthocyanidin tetramer 2 4 6
feruloyl-O-p-coumaroyl-O- 0 0 0

caffeoylshikimic acid
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3.2.1 Atividades biolodgicas identificadas

A andlise das provaveis atividades bioldgicas de vicenin 1 revelou que este composto
tem > 30% (Pa > 0,3) de probabilidade de apresentar 224 atividades. Destes, 78 tém
probabilidade moderada (Pa > 0,5) de ocorréncia e 31 alta probabilidade de ocorréncia (Pa >
0,7). Do total de atividades identificadas, 15 eram cicatrizante e/ou anti-inflamatoria (Tabela
3).

Por sua vez, o composto quimico astaxanthin tem > 30% (Pa > 0,3) de probabilidade de
apresentar 259 atividades. Destes, 114 t€ém probabilidade moderada (Pa > 0,5) de ocorréncia e
57 alta probabilidade de ocorréncia (Pa > 0,7). Do total de atividades identificadas, 20 eram

cicatrizante e/ou anti-inflamatoéria (Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo in silico das atividades cicatrizante e/ou anti-inflamatoéria de vicenin 1
e astaxanthin

Atividade cicatrizante e/ou anti-inflamatoria valor de Pa  valor de Pi
Vicenin 1

Inibidor da expressdo de HIF1A 0,887 0,006
Eliminador de radicais livres 0,873 0,002
Antagonista do receptor de anafilatoxina 0,866 0,006
Antioxidante 0,829 0,003
Vasodilatador 0,717 0,007
Vasoprotetor 0,615 0,018
Inibidor da liberagao de histamina 0,555 0,018
Estimulante do fator de transcricdo NF kappa B 0,532 0,017
Anti-inflamatério 0,530 0,048
Inibidor de adesao plaquetaria 0,524 0,047
Estimulante de liberagao de histamina 0,517 0,024
Estimulante da angiogénese 0,464 0,013
Imunoestimulante 0,401 0,053
Hemostatico 0,381 0,013
Antagonista do 6xido nitrico 0,354 0,009
Inibidor da liberagao do mediador 0,322 0,077
Astaxanthin

Inibidor de expressao de TNF 0,81 0,004

Dermatologico 0,805 0,004
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Estimulante de fator XIIla 0,785 0
Antioxidante 0,758 0,004
Antiulcerativo 0,67 0,006
Anti-inflamatério 0,538 0,046
Eliminador de radicais livres 0,535 0,008
Vasoprotetor 0,523 0,034
Estimulante do fator de transcricdo NF kappa B 0,475 0,028
Vasodilatador periférico 0,457 0,055
Agente de cicatrizagao de feridas 0,443 0,017
Imunoestimulante 0,38 0,057
Inibidor de liberagdo de histamina 0,362 0,113
Agonista do fator estimulador de coldnias de macrofagos 0,357 0,156
Inibidor da expressdo de HIF1A 0,331 0,15
Anti-inflamatdério oftalmico 0,312 0,063
Antagonista do receptor de anafilatoxina 0,312 0,179
Inibidor da sintese de leucotrieno-C4 0,308 0,099
Eliminador de 6xido nitrico 0,307 0,006
Inibidor do fator D do complemento 0,302 0,215

Pa: probabilidade de um composto ser ativo; Pi: probabilidade de um composto ser inativo

3.2.2 Estimativa da permeabilidade pela cavidade bucal, das caracteristicas farmacocinéticas e

de efeitos toxicos

Para prever a permeabilidade oral de vicenin 1 e astaxanthin, seus valores de MV, HBD
e nRotB foram analisados. A Tabela 4 demonstra que astaxanthin apresentou melhor estimativa
para permeabilidade oral, atendendo a dois dos trés critérios avaliados (HBD = 2 e nRotB =
10), quando comparado ao vicenin 1 que atendeu a um dos pardmetros avaliados (nRotB = 4).

Informagdes sobre as estimativas de absor¢do gastrointestinal, permeabilidade através
da barreira hematoencefélica e permeagdao na pele (Log Kp em centimetros (cm)/s) sdo
mostradas na Tabela 4. Tanto o vicenin 1 quanto astaxanthin foram considerados de baixa
absor¢do no trato gastrointestinal; os dois compostos quimicos avaliados ndo foram previstos

para atravessar a barreira hematoencefalica. Os valores estimados de Log Kp foram de -11,30
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e de -2,65 cm/s para vicenin 1 e astaxanthin, respectivamente. Assim, ressalta-se que
astaxanthin apresenta melhor permeacao cutanea.

A tabela 4 descreve também os efeitos toxicos previstos do vicenin 1 e astaxanthin. O
vicenin 1 foi sugerido como imunotodxico e prejudicial a reprodugdo. Por outro lado, astaxanthin
ndo apresentou nenhum efeito toéxico. O LD50 estimado foi 536 e 4600 mg/kg para vicenin 1 e
astaxanthin, respectivamente. Classificando dessa forma, vicenin 1 e astaxanthin como (classe
4 (nocivo se ingerido quando 300 < LD50 <2000) e 5 (nocivo se ingerido quando 2000 < LD50

<5000), respectivamente.

Tabela 4. Estimativa in silico da permeabilidade oral, efeitos toxicos e
parametros farmacocinéticos de vicenin 1 e astaxanthin

Parametros avaliados Vicenin 1 Astaxanthin
Estimativa da permeabilidade oral
MYV (g/mol) 564,50 596,84
HBD 10 2
NRotB 4 10
Predigdo de efeitos toxicos
Carcinogénico Inativo Inativo
Imunotoxicidade Ativo Inativo
Citotoxicidade Inativo Inativo
Hepatotoxicidade Inativo Inativo
Efeitos sobre reproducdo Meédio Inativo
LD50 (mg/kg) 536 4600
Classe de toxicidade 4 5
Estimativa de absor¢do
Absorcao gastrointestinal Baixo Baixo
Barreira hematoencefalica Nao Nao
log Kp (cm/s) -11,30 -2,65

MYV: volume molecular; HBD: nimero de doadores de hidrogénio; nRotB: niimero de
ligagdes rotacionaveis; LD50: dose letal 50%; log Kp: indice de permeag@o cutinea.

3.3 Andlise da cicatrizac¢do da lesdo

3.3.1 Avaliagdo macroscopica

As representacdes fotograficas (macroscopicas) das lesdes orais de todos os grupos

testados (G1, G2 e G3) sdo mostradas na Figura 2. Foi observado, por meio das imagens, que
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as lesdes iniciais (tempo 0) apresentam caracteristicas visualmente semelhantes, no que diz
respeito ao tamanho da é4rea lesionada e profundidade da lesdo (observada através das
carateristicas das camadas teciduais atingidas).

Apos 3 dias de tratamento das lesdes, observou-se que todos os grupos exibiram
processo padrdo de reparacdo tecidual em fase inflamatoria, com formacao de crosta e bordas
elevadas, com centro avermelhado, devido a presenga de irrigagdo sanguinea na area. No 7°
dia, notou-se contragdo parcial da ferida (estreitamento das lesdes), bem como redugdo de crosta
em todos grupos. J& no 14° dia de tratamento, foi possivel verificar um processo de
reepitelizagdo avancada com fechamento completo em todos grupos, embora tenham sido
observados visualmente diferengas nas caracteristicas teciduais, indicando possivelmente o

seguinte grau de reepitelizagdo: G2 > G1 > G3 (Figura 2).

3.3.2 Mensuracgao da lesao

Outro parametro macroscopico analisado foi a area da lesdo. A mesma foi medida por
meio das fotografias digitais com auxilio do programa ImagelJ e serviu de base para o célculo
da taxa de contragdo das feridas.

De acordo com o grafico 1, é possivel verificar que as medidas de 4reas (mm?) das lesdes
foram diminuindo de forma gradual ao longo do periodo avaliado, demonstrando que nao
houveram fatores que retardassem a cicatrizagdo e/ou fechamento da ferida. Embora nao tenha
sido observada diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,9988), ressalta-se que no 14° dia a
média da area da lesao foi menor no grupo G3 (Figura 3).

A contragdo da ferida constitui uma etapa importante para o fechamento da lesdo. A
figura 4 ilustra o grau de contracdo das feridas durante o periodo de tratamento. Aos 14 dias, a
média do grau de contragdo apresentou valores de 98,6% para G1, 98,4% para G2 e 98,9% para
G3, sugerindo que nesse periodo o reparo da lesdo ja estava reestabelecido. Nao foram
verificadas diferencas estatisticas entre os grupos controles (G1 e G2) e tratado (G3) quanto ao

grau de contragdo das feridas.
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Duracio do Grupos experimentais
Tratamento
G1 G2 G3
(dias)

14

Figura 2. Imagens macroscopicas representativas das lesdes na mucosa jugal em Rattus
novergicus dos grupos G1 (solugdo salina 0,9%), G2 (gluconato de clorhexidina 0,12%) e G3
(extrato hidroalcoolico de S. terebinthifolius Raddi 2%) durante o processo de cicatrizacao.
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A ~ 901 Bl SALINA 0,9%
e BB CLOREXIDINA 0,12%
£ B EXTRATO AROEIRA 2%
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B Tempo (dias)
Grupos Periodo de Tratamento (dias) _valor
up 0 3 7 14 P
Gl1 88,2+8,12 | 27,0 +3,50 74+24 1,5+1,4
G2 82,6 7,87 | 27,5+£6,94 10,4+ 2,7 1,3+1,02 0,9988
G3 83,8+5,59 | 27,8 £5,56 10,0+ 2,6 0,9+0,85

Figura 3. Avaliacdo da area da lesdo da mucosa jugal em Rattus novergicus. A) Apresentacao
da érea da lesdo de cada grupo pelo tempo de tratamento; B) Média e desvio padrao da area da
lesdo e valor de p. G1 (solugdo salina 0,9%), G2 (gluconato de clorhexidina 0,12%) e G3
(extrato hidroalcodlico de Schinus terebinthifolius 2%)
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G2 62,0 +7,09 82,2 +6,81 98,4+1,22 | 0,96708
G3 63,7+ 3,27 88,1 £ 5,69 98,9+ 1,00

Figura 4. Avaliagdo da taxa de contrag¢do da lesdo da mucosa jugal em Rattus novergicus. A)
Apresentacdo da taxa de contragdo da ferida de cada grupo pelo tempo de tratamento; B) Média
e desvio padrdao da taxa de contracdo da lesdo e valor de p. G1 (solucdo salina 0,9%), G2
(gluconato de clorhexidina 0,12%) e G3 (extrato hidroalcodlico de Schinus terebinthifolius 2%)

3.3.3 Avaliag@o microscopica

A Figura 5 mostra a fotomicrografia representativa de secoes da mucosa oral coradas
com H&E de todos os grupos. Uma comparacdo dos fatores envolvidos no processo
inflamatorio e de reepitelizacdo por tempo de tratamento entre todos os grupos experimentais

sao apresentados na Figura 5 e Figura 6.
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Duracao do Grupos experimentais
Tratamento (dias)

14

Figura 5. Analises histologicas das lesdes da mucosa jugal em Rattus novergicus dos grupos G1 (solugdo salina 0,9%), G2 (gluconato de
clorhexidina 0,12%) e G3 (extrato hidroalcoodlico de Schinus terebinthifolius 2%) durante o processo de cicatrizagdo. Coloragdo por
hematoxilina e eosina (H&E), ampliagao de 100x.
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No dia 3, foram observadas presenga de células polimorfonucleares moderada para os
grupos G1 e G3 e discreta para o grupo G2, quanto a manifestagdo de edema verificou-se que
G1 e G3 apresentaram manifestacdo moderada e G2 discreta. Houve diferenca estatistica (p =
0,0169) na analise da presenca de edema entre os grupos G2 e G3. O processo de cogestdo
vascular foi moderado para G1 e G3 e discreto para G2. A presenca de células mononucleares
foi moderada para todos os grupos. Ja tecido de granulagdo foi observado de forma moderada
para os grupos G1 e G3 e de forma discreta para G2. Notou-se discreta fibrose para G1 e
moderada para G2 e G3 (Figura 5 e Tabela 5).

Tabela 5. Média e desvio padrao dos parametros histologicos no 3° dia de tratamento das

lesdes da mucosa oral de Rattus novergicus

PARAMETRO 3 DIAS

INFLAMATORIO G1 G2 G3 p-valor
Células polimorfonucleares -1,5+1,00 -0,5 £ 0,58 -1,5+0,89 0,1136
Edema -1,5+0,58 -0,25+0,50* -2,4+0,89* 0,0169
Congestao vascular -1,5+1,29 -0,5+1,00 -2,2+1,09 0,1094
Células mononucleares 2,0£0,82 20£1,15 2,2+0,84 0,9265
Tecido de granulacao 2,0+0,82 0,75+ 1,50 2,2+0,84 0,2337
Fibrose 1,25+0,50 1,75+ 1,26 1,6 0,89 0,7437

G1 (solugdo salina 0,9%), G2 (gluconato de clorhexidina 0,12%) e G3 (extrato hidroalcodlico de S.
terebinthifolius 2%)

Apos 7 dias de tratamento, a presenca de células polimorfonucleares, edema e fibrose
foram discretas em todos os grupos avaliados. Congestdo vascular apresentou-se de forma
discreta para G1 e G3 e ausente em G2. Células mononucleares encontraram-se de forma
moderadas em todos os grupos. Tecido de granulagdo estava de forma moderada para G1 e G3
e discreta para G2. Fibrose apresentou-se de forma discreta em todos os grupos (Figura 5;

Tabela 6).

Tabela 6. Média e desvio padrao dos pardmetros histologicos no 7° dia de tratamento das

lesdes da mucosa oral de Rattus novergicus

PARAMETRO 7 DIAS

INFLAMATORIO G1 G2 G3 p-valor
Células polimorfonucleares -1,0+ 0,84 -1,0+ 0,84 -0,5+0,55 0,4576
Edema -1,2+1,09 -0,6 £ 0,89 -0,6 £ 0,89 0,5539
Congestao vascular -1,2+1,09 -0,2+0,44 -1,0+£ 1,22 0,1717
Células mononucleares 2,2+0,84 1,8 +£0,84 1,8+ 0,84 0,6598
Tecido de granulacao 2,0+1.22 1,2+1,30 1,6 1,14 0,5660
Fibrose 0,8 +1,30 1,0+ 1,00 1,0+ 1,41 0,9282

G1 (solugdo salina 0,9%), G2 (gluconato de clorhexidina 0,12%) e G3 (extrato hidroalcodlico de S.

terebinthifolius 2%)
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No 14° dia constatou-se discreta manifestacdo de células polimorfonucleares e
mononucleares em G1 e auséncia em G2 e G3. Edema discreto em G1 e G2 e ausente em G3.
Congestdo vascular moderada em G1 e discreta em G2 e G3. Presenga de células
mononucleares de forma moderada em G1 e discreta em G2 e G3. Tecido de granulagao discreto
em G1 e G2 e ausente em G3. Fibrose acentuada em G3, moderada em G2 e discreta em G1

(Figura 5 e Tabela 7).

Tabela 7. Média e desvio padrao dos parametros histologicos no 14° dia de tratamento das

lesdes da mucosa oral de Rattus novergicus

PARAMETRO 14 DIAS

INFLAMATORIO G1 G2 G3 p-valor
Células polimorfonucleares -0,75+0,89 -0,25+0,50 -0,25+0,50 0,7711
Edema -0,6+0,89 -0,75+095 -0,0+0,00 0,3034
Congestao vascular -1,6 £ 1,34 -1,0 £ 0,81 -0,5+0,57 0,3568
Células mononucleares 1,6 £ 0,89 1,25+ 0,50 0,75+ 0,50 0,2053
Tecido de granulacao 1,0+ 1,41 1,25+ 1,26 0,0+ 0,00 0,1646
Fibrose 1,2+1,09 2,0+ 1,41 2,5+0,57 0,1766

G1 (solugdo salina 0,9%), G2 (gluconato de clorhexidina 0,12%) e G3 (extrato hidroalcodlico de S.
terebinthifolius 2%)

Por meio da avaliacdo da média dos escores histologicos nota-se que no tempo 3, o
grupo G1 e G3 apresentaram um padrao inflamatério subagudo e G2 cronico, com diferenca
estatistica entre G2 ¢ G3 (p = 0,0394). J4 no 7° e 14° dia de tratamento todos os grupos
apresentaram padrdo inflamatorio subagudo, sem diferenca estatistica entre os grupos

experimentais (Figura 6).
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4. Discussao

4.1 Perfil fitoquimico

Estudos anteriores a este, também identificaram a presenca de taninos condensados
(catequinas e epicatequinas), flavonoides e triterpenoides, além de acido galico, acido elagico,
saponinas e derivados do 4cido cindmico, na casca de S. terenbinthifolius (Nunes-Neto et al.,
2017; Sereniki et al., 2016; Lima et al., 2009; Varela-Barca et al., 2007). Enfatiza-se que muitas
propriedades medicinais da aroeira podem ser atribuidas aos diferentes polifendis que estao
distribuidos de modo desigual nos seus diversos 6rgdos (Santos et al., 2012).

Ressalta-se ainda que, neste estudo foram identificados compostos quimicos diferentes
(Tabela 3), embora as classes quimicas (taninos, flavonoides, triterpenoides) sejam
semelhantes, a encontradas em outros estudos (Nunes-Neto et al., 2017; Sereniki et al., 2016;
Lima et al., 2009; Varela-Barca et al., 2007). Isso possivelmente se deve a interface quimica
entre as plantas e o ambiente na produgdo dos metabolitos secundarios (Morais, 2009), uma vez
que a planta utilizada neste estudo ¢ proveniente de um local diferente das utilizadas nos

trabalhos citados acima.

4.2 Andlise in silico

Estudos com extratos da casca do caule de S. terebinthifolius indicaram seu potencial
cicatrizante e anti-inflamatorio. Contudo, enfatiza-se que nesses estudos nao foram
evidenciados os compostos quimicos presentes nos extratos avaliados (Scheibe et al., 2016;
Lucena et al., 2006; Santos et al., 2006). Em nosso estudo, por meio da andlise cromatografica,
foi possivel prevé a presenca de determinados compostos quimicos presentes no extrato
hidroalcoolico da casca de S. terebinthifolius (Tabela 1) e, a partir disto, selecionar os
compostos que ja haviam manifestado algum resultado como cicatrizante e anti-inflamatério
(Tabela 2) para andlise in silico.

A avaliagdo in silico confirmou atividades bioldgicas dos compostos analisados, vicenin
1 e astaxanthin, e, entre essas atividades, o potencial cicatrizante e anti-inflamatorio desses
compostos (Davinelli; Nielsen; Scapagnini, 2018; Fang et al., 2017; Uma; Satyamitra, 2004;

Vrinda; Uma, 2001; Uma et al., 2000). Como visto na Tabela 3, a manifestacdo do potencial
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cicatrizante e anti-inflamatoério dos compostos, possivelmente, pode ocorrer por mecanismos
de acdo direta e/ou indiretamente nas etapas envolvidas no processo de cicatrizacdo (Smigiel;
Parks, 2018; Childs; Murthy, 2017; Kasuya; Tokura, 2014).

A analise da permeabilidade pela cavidade oral de vicenin 1 e astaxanthin, estimou que
esses compostos apresentam potencial para atravessar a barreira da mucosa bucal, pois
atenderam a pelo menos um dos trés critérios avaliados (MV, HBD e nRotB) (Kokate et al.,
2009). O astaxanthin apresentou melhor permeabilidade oral por atender a dois critérios. Além
disso, associa-se a esse fato que a previsao de permeacdo na pele (log Kp) indicou que
astaxanthin € mais provavel de ser absorvivel pelas camadas da pele do que o vicenin 1, pois
esse composto apresentou maior valor de log Kp (Daina; Michielin; Zoete, 2017; Potts; Guy,
1992) mostrando assim possibilidades de uso topico desse composto presente no extrato da
casca de S. terebinthifolius utilizado nesse estudo.

A avaliagdo in silico também revelou que, vicenin 1 e astaxanthin, apresentam baixa
absorcao pelo trato gastrointestinal, o que refor¢a ainda mais, de acordo com os resultados dos
parametros para permeabilidade oral e log Kp, a possivel utilizacdo desses compostos de forma
topica quando comparada ao uso por via sistémica. Digno de nota, estes compostos ndo foram
sugeridos para serem capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (Kumar; Sharma;
Tiwari, 2013), ou seja, se utilizados por via sistémica, provavelmente ndo ha riscos de efeitos
indesejaveis no sistema nervoso (Zlokovic, 2008). Contudo, doses >536mg/kg de vicenin 1 e
>4600mg/kg de astaxanthin seriam letais para os mamiferos, pois esses compostos foram
classificados como nocivos se ingeridos nesta DL50 (classe de toxicidade igual a 4,0 e 5,0,

respectivamente) (Moore et al., 2013).

4.3 Andlise da cicatrizac¢do da lesdo

A anélise morfologica macroscopica demonstrou que o grupo gluconato de clorhexidina
0,12% apresentou melhor processo de reepitelizagao visual (Figura 2). Contudo, através da
avaliacdo das médias das 4reas (mm?) das lesdes e das taxas de contragdes de feridas (Figura 3
e 4) verificou-se que o extrato hidroalcodlico da casca de S. terebinthifolius possibilitou, mesmo
que minimamente, uma melhor cicatrizacdo. Enfatiza-se que as fotografias das lesdes que
constam nesse estudo (Figura 2) correspondem a imagens de um tinico animal por grupo e que,

portanto, embora representativas, ndo devem ser consideradas como principal pardmetro para
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analise do processo de cicatrizacdo de cada grupo. J4 as areas e taxas de contragdes de feridas
apresentadas constituem a média dos valores de todos os animais por cada grupo e, assim,
demonstram resultados mais fidedignos quanto a avaliacdo macroscopica das lesdes. Dessa
forma, o grupo tratado com S. terebinthifolius aponta que essa espécie vegetal pode ter um
futuro promissor no tratamento alternativo de lesdes orais.

No presente estudo, observamos que apos a conclusdo da cicatrizagdo de feridas, um
pouco de tecido de cicatriz permaneceu em todos os ratos tratados (Figura 2). Formacao de
cicatriz em todos os tipos de cicatrizagao de feridas sao normais (Rahman et al., 2019) e existem
mesmo apos a cura completa. Isso ocorre porque a contracao da ferida raramente é capaz de
levar a sua forma permanente com o fechamento, que ¢ devido, em especial, pela presenga de
fibroblastos encontrado no tecido de granulacdo que posteriormente se diferenciam em
miofibroblastos (Pereira et al., 2012).

Em suma, o objetivo do processo de cicatrizagdo, apds uma lesdo nos tecidos, ¢ o de
restaurar a continuidade entre as margens da lesdo e restabelecer a fun¢do dos tecidos lesados
(Kasuya; Tokura, 2014; Balbino; Perira; Curi, 2005). A rapida proliferacdo e constante
renovagao da mucosa bucal permitem o rapido restabelecimento da sua integridade, apds lesoes
(Nikoloudaki; Creber; Hamilton, 2020; Iglesias-Bartolome et al., 2018).

A analise macroscopica das feridas mostrou que ao 3° dia de tratamento, as feridas em
todos grupos estavam com aspectos amarelado (Figura 2), demonstrando assim, uma ferida com
aspecto fibrinoso, assim como observou-se que no 14° dia houve um estreitamento em todos os
grupos e reepiteliza¢do, ou seja, todas as feridas seguiram o curso normal do padrdo de uma
ferida em processo de cicatrizagdo, estando de acordo com os resultados de diversos autores
(Medeiros, 2016; Szwed, 2016; Oliveira, 2012).

Alguns estudos demonstraram, in vivo, o potencial cicatrizante da casca do caule de S.
terebinthifolius frente a feridas pos-cirurgicas, cecorrafia (Scheibe et al., 2016) e cistotomia
(Lucena et al, 2006). Também foi testado como cicatrizante em gastrorrafias, mas nao foram
observadas alteragdes no processo de cicatrizagdo. Por sua vez, o estudo de Castelo Branco
Neto (2006) mostrou que o extrato hidroalcodlico da casca do caule de S. terebinthifolius
retardou o processo de cicatrizagdo de feridas de pele de ratos.

Dentre os estudos realizados com extrato hidroalcoolico de S. terebinthifolius, destaca-
se o trabalho de Ribas et al. (2006), uma vez que teve o0 mesmo objetivo do nosso estudo, avaliar

o potencial cicatrizante de S. ferebinthifolius em lesdes na mucosa oral de Rattus norvegicus
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albinus, linhagem Wistar. Contudo, enfatiza-se que o estudo de Ribas et al. apresentou alguns
fatores diferentes do nosso estudo como: a parte vegetal utilizada foram as folhas, o efeito
cicatrizante da espécie vegetal foi testado em lesdes ulceradas na mucosa que reveste o dorso
da lingua e o processo de indugao das feridas foi através da aplicagdo topica diaria de hidroxido
de sodio a 40%. Este trabalho demonstrou que o extrato hidroalcodlico das folhas de S.
terebinthifolius atuou acelerando o processo de reparo do tecido epitelial, estimulando a
queratinizagdo e atuou também no reparo do tecido conjuntivo, diminuindo rapidamente a
intensidade do processo inflamatorio cronico e a angiogénese ¢ acelerando a maturagdao do
colageno (Ribas et al., 2006).

Embora em nosso estudo ndo tenha sido verificado diferengas estatisticas entre os
grupos avaliados, se faz importante salientar que, o extrato hidroalcodlico da casca do caule de
S. terebinthifolius a 2%, mostrou um processo de diminuicao da area da lesdo, bem como da
taxa de contracdo das feridas, ligeiramente mais promissores do que os controles negativo
(solugao salina 0,9%) e positivo (gluconato de clorhexidina 0,12%). Além disso, aponta-se que
este consiste num estudo inédito, onde as condi¢des metodologicas tentaram simular o méximo
de semelhanca a ulceragdes aftosas menores como os locais mais comuns de aparecimento
(mucosa jugal) e o tempo de duracdo dessas lesdes (14 dias) (Chiang et al., 2019; Roger III,
1977).

Outro fator relevante de nosso trabalho corresponde a concentracao do extrato utilizada,
a escolha do extrato a 2% ocorreu devido a constatacdo na literatura cientifica que S.
terebinthifolius tem sido testado em baixas concentragdes 5% em feridas de pele, mostrando
resultados positivos no processo de cicatrizacao (Estevao et al., 2015) e por ter sido verificado
que certos produtos naturais podem causam alergia quando utilizado no tratamento de
ulceragdes aftosas (Brailo et al., 2006). Soma-se a isso, o fato que muitos medicamentos
utilizados na medicina convencional para o tratamento de aftas sdo encontrados em baixas
concentragdes nas formulacdes tais como: acetonido de triancinolona 1%, dexpantenol 5%,
clorexidina 2% (Martorelli et al., 2011) e dipropionato de betametasona 0,05% (Brailo et al.,
2006).

A analise microscopica dos tecidos das mucosas orais de ratos revelou que o tratamento
com o extrato hidroalcoolico da casca do caule de S. terebinthifolius a 2%, favoreceu alguns
eventos presentes no processo de cicatrizagdao, como fase inicial ou inflamatéria (presenca de

células polimorfonucleares, edema e congestdo vascular de forma moderada no 3° dia), fase
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proliferativa ou de fibroplasia (células polimorfonucleares edema e congestdo discretos e tecido
de granulagdo e células mononucleares moderados no 7° dia) e fase de remodelagdo ou
maturacao (células polimorfonucleares e edema ausentes, congestdo vascular e células
mononucleares discretas, fibrose acentuada no 14° dia) (Balbino; Perira; Curi, 2005).

O grupo tratado com solugdo salina 0,9% apresentou no 3° dia, caracteristicas da fase
inflamatoria (presenga de células polimorfonucleares, edema e congestdo vascular moderados),
fase proliferativa exatamente com o mesmo padrdo observado para o grupo tratado com S.
terebinthifolius, mas a fase de remodelagao foi marcada por discreta fibrose.

Ja o grupo que recebeu gluconato de clorhexidina 0,12%, na fase inflamatoria
apresentou discreta presenca de células polimorfonucleares e congestdo vascular, auséncia de
edema (3° dia), na fase proliferativa manifestou moderada presenga de células mononucleares
e discreto aparecimento de tecido de granulacdo (7° dia) e na fase de remodelacdo, a fibrose
apresentou-se de forma moderada (14° dia).

Dessa forma, considerando a avaliag¢do histopatoldgica € possivel evidenciar a seguinte
relagdo, no que concerne o processo de cicatrizacao de feridas na mucosa oral de ratos abordado
neste estudo, G3 > G2 > G1. Além disso, cita-se que um padrio inflamatoério subagudo foi
observado em todos os grupos experimentais ¢ em todos os tempos, com excec¢ao do grupo G2
no 3° dia de tratamento que manifestou padrdo inflamatorio cronico. Isso talvez possa ser
explicado pela natureza da mucosa oral, por que embora os tecidos cutaneos e orais sigam um
processo de cura macroscopico semelhante, foi demonstrado que eles exibem muitas variagdes
a nivel celular e molecular em relagdo aos processos celulares subjacentes a restauracdo da
arquitetura e funcao do tecido (Nikoloudaki; Creber; Hamilton, 2020).

Ferimentos na mucosa oral curam significativamente mais rapido, com formacgao
minima de cicatriz em comparagdo com feridas na pele. Esta observag¢do ¢ concomitante com
uma reducdo da resposta inflamatoria; atribuido principalmente ao recrutamento reduzido de
neutrofilos, macréfagos e células T pds-lesdo. Varios outros fatores contribuintes foram
propostos para desempenhar um papel na velocidade de cicatrizagdo, incluindo a presenca de
saliva na cavidade oral, leucocitos, fatores de crescimento, diferencas fenotipicas entre
fibroblastos orais e cutaneos, como bem como a presen¢a de bactérias que estimulam a
cicatrizagao de feridas. No entanto, muitos dos processos moleculares subjacentes a cura mais
rapida de lesdes na mucosa oral em comparagdo com a pele permanecem nao caracterizados

(Hékkinen; Uitto; Larjava, 2020; Nikoloudaki; Creber; Hamilton, 2020; Lepekhin et al., 2002).
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Faz-se importante relatar que, além das caracteristicas associadas ao processo de
cicatrizacdo na mucosa oral de seres humanos mencionadas acima, o modelo experimental
utilizado nesse estudo, embora tenhamos seguido protocolos descritos na literatura como o tipo
de animal e método de raspagem da mucosa utilizados (Cavalcante et al., 2011; Salum;
Cherubini; Amenabar, 2011), pode ter influenciado nos resultados observados, levando-se em
considera¢do os fatores fisiopatologicos das ulceras orais, mais especificamente as aftas orais,
que tem um padrao de cicatrizagao em torno de 14 dias. Sendo assim, observa-se a necessidade
de verificagdo deste protocolo em outros modelos animais e/ou diferentes métodos de indugao
de ulceras orais, nos quais as mesmas apresentem padrao de cicatrizacdo mais semelhante ao
que ocorre na cavidade oral humana.

Sugere-se que sejam observados com mais detalhes os caracteres histologicos da
mucosa jugal do animal utilizado nos experimentos. Ratfus novergiccus apresentam uma
mucosa jugal constituida por epitélio pavimentoso estratificado ortoceratinizado, subjacente ao
qual se observam faixa de tecido conjuntivo fibroso e feixes de fibras musculares estriadas
dispostas longitudinalmente. A espessura epitelial varia de 40 a 80um, dos quais 7 a 20pum sao
ocupados pela faixa de ceratina (Salum; Cherubini; Amendbar, 2011). O fato de serem
utilizados ratos em experimentos que avaliem a cicatrizagdo na cavidade oral, deve-se assim
como em outros tipos de estudos, a facilidade de manuseio e manuten¢ao dos mesmos. Contudo,
para avaliagdo de um padrdo de tlceras orais que simulem aftas orais menores, ¢ importante
pensar em modelos de maior porte e que apresentem uma constitui¢ao tecidual mais proxima,
inclusive em espessura, da cavidade oral humana.

Assim, mais estudos, referentes ao processo de cicatrizacao de feridas orais, precisam
ser realizados, quer para entender essa dindmica inflamagdo/cicatrizagdo, quer para testar o
potencial cicatrizante e/ou anti-inflamatorio de novas alternativas terapéuticas, em especial, as
de uso topico oral em diferentes modelos experimentais, para que se possa alcangar um padrao

de simulacdo o mais proximo possivel do que ocorre na mucosa oral de seres humanos.

5. Conclusao

Os dados mostraram que o extrato hidroalcoolico de S. ferebinthifolius Raddi pode

favorecer o processo de cicatrizacdo de feridas na mucosa oral de ratos, embora, pelo modelo

experimental utilizado, ndo tenha sido possivel observar o efeito cicatrizante da espécie
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estudada. Contudo, o composto quimico identificado, astaxanthin, pode ser util como uma
terapia anti-inflamatdria e cicatrizante adjuvante de uso topico. Ressalta-se que esta pesquisa é
inédita, no que diz respeito, a utilizacdo de Schinus terebinthifolius no tratamento de lesdes da
mucosa jugal de ratos (modelo padronizado) e, portanto, demanda novos estudos, em virtude
da importancia de descobertas de alternativas terapéuticas, para tratar o problema propulsor

aqui apresentado, a ulceragdo aftosa recorrente.
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