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RESUMO

Introducao: as feridas sdo um comum problema de saude. O uso de
plantas medicinais e seus derivados estd aumentando e aproximadamente um terco
de todos os fitoterapicos tradicionais sdo destinados ao tratamento de feridas. Os
produtos naturais usados nesses tratamentos incluem os 6leos vegetais, que sao ricos
em acidos graxos essenciais. O café e o girassol, plantas cultivadas em larga escala
devido a importancia econ6mica que possuem, geram 6leos que também contém
acidos graxos essenciais. Uma vez em contato com uma superficie ulcerada, os éleos
vegetais atingem os vasos sanguineos e linfaticos, provocando, potencialmente,
efeitos locais e sistémicos.

Objetivos: este estudo avaliou os possiveis efeitos locais e sistémicos do
uso do Oleo de girassol e 6leos de café, obtidos de graos crus e torrados, aplicados
topicamente em feridas cutaneas de ratos.

Métodos: sobre feridas cirurgicas circulares, produzidas pela exérese da
pele com bisturi do tipo punch de 6 mm em ambiente controlado, no dorso de 90 ratos
foram aplicados os seguintes tratamentos nos mesmo animais divididos em seis
grupos: solucao salina (SS) e 6leo mineral (OM), OM e 6leo de girassol (OG), OM e
6leo de café verde (OCV), OM e éleo de café torrado (OCT), OM e borra do 6leo de
café verde (BOCV) e OM e 6leo de café torrado (BOCV). O processo de cicatrizagao
foi avaliado por meio do estudo histoldégico / morfométrico por microscopia éptica;
microscopia de geracao de segundo harmdnico (SHG) e da quantificagao tissular (por
g-PCR) e sérica (por Elisa) de fatores que atuam na cicatrizagéo (IL-2, IL-4, IL-12, IL-
6, IL-23, IGF-1, IFN-a, IFN-y, TNF-a, adiponectina e leptina).

Resultados: Animais tratados com OCT apresentaram cicatrizacado mais
rapida, maior expressdao de RNAm de IGF-1, IL-6 e IL-23 nos estagios iniciais de
cicatrizacao; maior expressao de IL-12 nos ultimos estagios e niveis séricos mais
baixos de IFN-y. O tratamento com OCV levou a uma expressdo mais elevada de
RNAm de IL-6 e IL-23 nos estagios iniciais da cicatrizagdo. O tratamento também
produziu niveis séricos mais altos de IFN-a durante todo o experimento e menores
niveis de IL-4, adiponectina e IFN-y. A analise de SHG mostrou uma maior densidade
de colageno nos tratamentos com OCT e OCV.

Animais tratados com OG apresentaram maior expressao de RNAm de
IGF-1, leptina, IL-6 e IFN-y e menores niveis séricos de IL-6 do que os animais do
grupo controle. A analise de SHG ndo mostrou diferenga na densidade de colageno
entre os animais tratados com OM e OG.

Conclusoes: O tratamento tépico com éleos de café levou a agdes locais
e sistémicas e a cicatrizagdo mais rapida de feridas em ratos. O tratamento com 6leo
de girassol induziu efeitos topicos e sistémicos. Como o éleo é amplamente utilizado
para diminuir o tempo de cicatrizagdo de ulceras, novos estudos sédo necessarios para
avaliar a seguranca do tratamento e possiveis efeitos indesejados do uso tépico de
Oleo vegetal para lesdes cutaneas.

Palavras-chave: Café; Cicatrizacao; Feridas; Helianthus; Modelo Animal;
Pele; Seguranca de Produtos ao Consumidor.



ABSTRACT

Introduction: wounds are a common health problem. The use of medicinal
plants and their derivatives is increasing, and approximately one-third of all traditional
herbal medicines are intended for wound treatment. Natural products used in these
treatments include vegetable oils, which are rich in essential fatty acids. Coffee and
sunflower are massively cultivated since its economic importance; the oils obtained
from these plants also contain essential fatty acids. Once in contact with an ulcerative
surface, the oil reaches the blood and lymphatic vessels, thus eliciting systemic effects.

Objectives: this study evaluated the local and possible systemic effects of
sunflower and coffee oils applied topically to rat wounds.

Methods: on circular surgical wounds produced by excision of skin with a 6
mm punch at a controlled environment, in the back of 90 rats the following treatments
was applied on the same animals divided into six groups: saline solution (SS) and
mineral oil (MO), MO and sunflower oil (SO), MO and green coffee oil (GCO), MO and
roasted coffee oil (RCO), MO and green coffee oil grounds (GCOG) or MO and roasted
coffee oil grounds (RCOG). The healing process was evaluated by histological /
morphometric optical microscopy examination; second harmonics generation (SHG)
microscopy and quantification in tissue (by q-PCR) and serum (by ELISA) of factors
that act in wound healing (IL-2, IL-4, IL-12, IL-6, IL-23, IGF-1, IFN-a, IFN-y, TNF-q,
adiponectin and leptin).

Results: RCO treated animals presented faster wound healing, higher
mRNA expression of IGF-1, IL-6 and IL-23 in early stages of wound healing; higher IL-
12 in the later stages; and lower serum levels of IFN-y. GCO treatment led to higher
MRNA expression of IL-6 and IL-23 in the early stages. The RCO treatment also
produced higher serum IFN-a levels throughout the experiment and lower levels of IL-
4, adiponectin and IFN-y. The SHG analysis showed a higher collagen density in the
RCO and GCO treatments.

SO-treated animals had higher IGF-1, leptin, IL-6 and IFN-y mRNA
expression and lower serum IL-6 levels than the control animals. SHG analysis showed
no difference in collagen density between the animals treated with MO and SO.

Conclusion: Topical treatment with coffee oils led to systemic actions and
faster wound healing in rats. SO treatment induces topical and systemic effects,
lowering IL-6 levels in the serum. As the oil is widely used to shorten ulcer healing time,
studies are needed to evaluate the treatment safety and possible undesired effects of
topical vegetal oil use for skin lesions.

Key words: Animal Model; Coffee; Consumer Product Safety; Helianthus;
Skin; Wound; Wound Healing.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Esquema das feridas no dorso dos animais



LISTA DE QUADROS
Quadro 1. Resumo das citocinas pro-CicatriCiais. .......cuuuueieieriiiiiiieie e 24
Quadro 2. Resumo das citocinas anti-CicatriCiaiS............cuuveeeeeeiievveieeeeeeeeee e 25

Quadro 3. Lista dos diferentes tratamentos em cada grupo.........cccceveeeeeiciieecennenn. 40



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
A.C. = Antes de Cristo.
AGE = Acidos graxos essenciais.

AOCS = American Oil Chemist’s Society - Sociedade Americana dos Quimicos de
Oleos.

BOCT = Borra do 6leo de café torrado.

BOCV = Borra do 6leo de café verde.

BSTFA = N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida.

CA = Califérnia.

cm = centimetro.

cDNA = Acido desoxirribonucleico complementar.
Cemib = Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica.
Ceua = Comissdo de Etica no Uso Animal.

CT = Cycle threshold — ciclo limiar.

DNA = Acido desoxirribonucleico.

EFA = Essential Fatty Acids - Acidos graxos essenciais.
EGF = Fator de crescimento epidérmico.

Elisa = Imunoensaio associado a enzimas.

EUA = Estados Unidos da América.

FFNSC = Biblioteca do espectro de massa de sabores e fragrancias de compostos
naturais e sintéticos.

GAPD = Gliceraldeido-fosfato desidrogenase.
GC = Cromatografia gasosa.
GC-MS = Cromatografia gasosa - espectrometria de massas.

GCO = Green coffee oil - Oleo de café verde.



GCOG = Green coffee oil grounds - Borra do 6leo de café verde.

h = Hora.

HE = Hematoxilina e eosina.

IFN = Intérferon.

Ig = Imunoglobulina.

IGF-1 = Fator de crescimento insulina-simile 1.

IL = Interleucina.

Infabic = Instituto Nacional de Foténica Aplicada a Biologia Celular.
kg = Quilograma.

Laser = light amplification by stimulated emission of radiation - amplificacdo da luz por
emissao estimulada de radiagéo.

m = Metro.

m/z = Unidade de medida arbitraria em espectrometria de massas.
MD-GF = Fatores de crescimento derivados do macréfago.
MEC = Matriz extracelular.

min = Minuto.

mL = Mililitro.

mm = Milimetros.

MN = Mineépolis.

MO = Mineral oil — 6leo mineral.

MO = Missouri.

NIST = Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia dos EUA.
nm = Nanémetros.

2C = Graus Celsius.

OCT = Oleo de café torrado.



OCV = Oleo de café verde.

OG = Oleo de girassol.

OM = Oleo mineral.

PA = Pensilvania.

PCR = Reacao em cadeia da polimerase.

gPCR = Reacado em cadeia da polimerase quantitativa.
RCO = Roasted coffee oil - Oleo de café torrado.
RCOG = Roasted coffee oil grounds - Borra 6leo de café torrado.
RNA = Acido ribonucleico.

RNAm = Acido ribonucleico mensageiro.

ROS = Espécies reativas de oxigénio.

SO = Sunflower oil — 6leo de girassol.

SHG = Geracao por segundo harménico.

s = Segundo.

SS = Solugao salina.

TCMS = Trimetilclorosilano.

TEWL = Transepidermal water loss - Perda de agua transepidérmica.
TGF = Fator de crescimento transformador.

TNF = Fator de necrose tumoral.

Unicamp = Universidade Estadual de Campinas.

UV = Ultravioleta.

VEGF-1 = Fator de crescimento vasculoendotelial 1.
ML = Microlitro.

um = Microémetro.



Sumario

£ (N 1 =TT 0607V 1 18
T A Pl 18
1.2, O processo CICALNCIAl ...t 20
1.3 Terapéuticas da CiCatriZAGAD ... ..uuueeeiiiieieiieeeeeecieieee e e e e e e e e e e e e eneeeeeeeens 25
1.4 Produtos naturais para CiCatrfiZaGa0 ..........eeeeeerieiiiiiiiiiiaiaeeieeee e 27
1.5. O uso de 6leos ricos em acidos graxos essenciais para tratamento da pele

29

1.5.1. O uso de 6leos de café para tratamento da pele..........oeeeviin. 30
1.5.2. O uso de bleo de girassol NA PEIE.......ccccuuuuurriiiiiiiiiiiiieieieeeee e 31

1.6. Seguranca no uso de produtos NAtUraIS.........uuuiiieeeeeeeeeeieeeeeee e 33
2. OBUETIVOS ...ttt ettt e et e e e et e e e e e e e e e enneeeas 35
3. METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e e e ee e e e snnn e e e ennnneaas 36
3.1. Obtencao dos cafés para uso Cru € para torra .......cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiinnnnn. 36
3.2. Extracao e filtracao dos 6leos de café cru e torrado..........eeeveevviiinceeeeeennnn. 37
3.3. Determinacao dos acidos graxos presentes nos 6leos de café.................... 37
3.4. Determinacao da composicao fendlica dos 6leos de café ..............oevvennennn. 38
3.5, Ol0 dE GIrASSOl . e.veieeeeeeeeeee ettt 38
3.6.  Experimentacao animal...........couuiiiiiiiiiiiiiiii e 39
3.7, Preparo do @nimal..........uu e e 41
3.8. Eutanasia dos animais e coleta de material para analises ..........ccccceeeeeeee.. 42
3.9. Processamento das amostras para histologia...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee. 43
3.10.  Analise NiStOIOQICA ....uuveeeiiiiiiiiiiiiieeee e 44
3.11.  Microscopia por Geragédo do Segundo Harménico (SHG)...........eeeeeeeeeeee. 44
3.12.  Analise das citocinas no tecido cicatricial - extracdo de RNA................... 45
3.13. PCR quantitativo (QPCR) — PCR real time ............ccccccceeeeeeeieeeeeeeiiinn. 46



4.

© N o O

3.14. Validacao da eficiéncia dos genes de interesse..........cccccuvvvvvvieeeeeeeeeeeeen. 47

3.15.  Andlise de citocinas no soro por Elisa...........cooooioiiiiiiiiieeeeeeee 48
3.16.  ANAliSe eStatiStiCa .. .uuueeeeeeieieeiiiieiee e 49
RESULTADOS ...ttt ettt sttt e et e e s st e e e e nnbaeeeen 50
4. ATTIGO T e e 50
4.2, ArTIgO 2 e r e 79
DISCUSSAO GERAL ..ottt nnneenes 101
CONGCLUSOES ...ttt n et en e eenn e, 109
BIBLIOGRAFIA. ...ttt et e e e neeeas 110
ANEXOS ..ottt e e e e e e et e e e e anreeeeanreeeeenes 125

8.1. Carta de aprovagao do CeUA .......ceeeiiiiiiiiiiieit e 125



18

1. INTRODUCAO

1.1. Apele

A maioria dos organismos vivos conhecidos apresentam uma camada
externa que delimita o corpo e 0 mundo externo. Esta camada € a pele, o maior 6rgéao
do corpo humano, composta por complexa estrutura de diferentes tecidos
relacionados entre si a fim de poder desempenhar as suas func¢ées. Ela representa
cerca de 15% do peso corporal humano e sua composicdo pode ser considerada
heterogénea, apresentando grandes variacées ao longo de sua extensao (1).

Entre essas funcdes, pode-se citar a protecao contra danos fisicos (como
a radiacdo), contra patégenos, controle de entrada e saida de substancias, recepcao
e transmissao de sinais para outros organismos, assim como perceber o0 ambiente ao
redor (2), perda de calor e umidade e também como um érgao ativo do sistema imune,
pois possui o tecido linfoide associado a pele (3).

Este 6rgéo é constituido por epiderme, camada mais superficial composta
por subcamadas como os estratos coérneo, granular, licido, espinhoso, basal (4)
(originadas pelo folheto embrionéario ectodérmico), possuindo funcao de revestimento
de fato do organismo e controle de temperatura e perda de agua, e a lamina basal,
que faz conexdo com a derme, camada intermediaria que possui funcao de
sustentagcdo mecanica e nutricional (originada pelo folheto embrionario mesodérmico)
e por hipoderme, porcao mais interna da pele que faz conexdao com os 6rgaos e
tecidos adjacentes, com funcdo de protecdo térmica, mecanica e de reserva de

lipideos para o organismo (5).

A epiderme € composta por quatro tipos celulares diferentes: os
queratindcitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. Além destes,
estdo presentes neste tecido os anexos epidérmicos: glandulas sebaceas e

sudoriparas, aparato ungueal e foliculos pilosos (6).

Os queratinécitos sao a maior populacéo (e mais externa) da epiderme,
formando um epitélio estratificado, no qual as células mais distantes dos vasos
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sanguineos dérmicos morrem, sofrendo descamacao constante (7). Os melandcitos
sdo células derivadas da crista neural e residem na jungédo dermoepidérmica da pele,
possuem aspecto dendritico e sdo responsaveis pela produgdo de melanina,
distribuindo-a para os queratinécitos (8). As células de Langerhans sédo células
dendriticas sentinelas presentes na pele; desta forma, atuam como células
apresentadoras de antigenos pelos Complexos de Histocompatibilidade Maior do tipo
I e Il (9). Por ultimo, as células de Merkel sdo encontradas entre o estrato basal e o
tecido conjuntivo da derme, com funcédo neurossecretora e tatil (10).

A derme é composta por componentes celulares, a saber: fibroblastos,
células endoteliais, células dendriticas, macréfagos, linfécitos entre outras. Além
destas células, uma porcdo muito importante deste tecido € a matriz extracelular

(MEC), responsavel por muitas das caracteristicas da pele (6).

Os fibroblastos sdo as células essenciais, responsaveis por produzir e
organizar a MEC assim como por realizar a comunicacao entre os diferentes tipos
celulares, podendo atuar em processos fisiolégicos, fagociticos e de contracao (11-
13). Os dendrdcitos sao divididos em dois subtipos: os do tipo |, que secretam o fator
de coagulacao Xllla+, encontrados ao redor dos vasos superficiais e associados aos
macrofagos e mastécitos (14) e os do tipo I, que expressam a glicoproteina CD34,
sendo encontrados ao redor dos anexos da pele e entre feixes colagenos (15). Os
mastécitos, linfocitos T e macréfagos fazem parte do sistema imune da pele, também
estdo localizados proximos aos vasos sanguineos € anexos cutdneos e atuam

diretamente na defesa e inflamagéo deste érgéao (16).

A MEC dérmica € composta por fibras colagenas, fibras elasticas,
substancia fundamental e outras proteinas como lamininas, heparam sulfato,
nidogénio (ou entactina), fibronectina, tenascina, entre outros. Esses fatores, ndo séo
importantes apenas para manter as fungdes da pele, sdo também necessarios no

processo cicatricial (17).

Além destes componentes, a derme possui extensa rede vascular dividida
em plexos vasculares horizontais interligados, por vasos comunicantes verticais. Esta
rede é responsavel pela nutricdo da pele e esta envolvida diretamente nos processos
de regulacdo térmica, controle da pressado arterial, reagdes imunolbgicas e
cicatrizagao (18).
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1.2. O processo cicatricial

A manutengéo da integridade da pele é vital para os animais se manterem
protegidos da desidratacao, entrada de patégenos, perda de sangue e outros fatores
ja citados. Para isso, os animais desenvolveram um mecanismo sofisticado de
reparacao do tecido lesionado, chamado de cicatrizagao, na qual ocorre a substituicao
da derme ulcerada, sendo a re-epitelizacao da ulcera a finalidade deste processo (19).

As tentativas de intervir no processo da cicatrizacao de feridas, sejam elas
acidentais ou intencionalmente promovidas durante procedimentos cirurgicos,
remontam a antiguidade. A incidéncia e a prevaléncia de Ulceras agudas e crbnicas é
alta em todo o mundo (20), repercutindo em elevados custos financeiros (21-23).
Embora, no Brasil, ndo se encontrem dados precisos, alguns trabalhos demonstram
gue a cronificacdo de feridas tem grande impacto psicossocial e econémico. Em
revisdo publicada em 2016, um grupo de estudos da Universidade Federal de Minas
Gerais relata que a prevaléncia de feridas agudas com complicagdo no Brasil possui
valores similares aos encontrados nos Estados Unidos da América (EUA), de 20,8%
(24). Alguns estudos indicam que o valor do tratamento de Ulceras agudas pode variar
de R$32,00 a R$1.500,10 por paciente, dependendo da extensao da lesdo (25). No
caso de Ulceras crbnicas o custo por paciente € em torno de R$ 36.629,95, podendo
chegar a R$ 445.664,38 anuais. Em 2010, foi uma das principais causas de
afastamento do trabalho no Brasil (26).

Muitas variaveis, tanto de ordem geral como local, influenciam esse longo
e complexo processo de cicatrizagdo. Dos fatores gerais, citam-se a idade, o estado
nutricional do paciente, a existéncia de doencgas de base, como diabetes, alteracdes
cardiocirculatérias e de coagulacdo, aterosclerose, disfuncdo renal, quadros
infecciosos sistémicos e uso de medicamentos. Além deles, interferem também a

localizacdo anatbmica da lesdo, raca, técnica cirurgica utilizada, entre outros (27).

Para que uma Ulcera cutdnea apresente cicatrizacdo, ocorre, em nivel
celular e molecular, uma cascata de eventos que trabalham em sinergia para a re-

epitelizagao e reconstituicdo do tecido lesado (28).
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O processo de cicatrizagao pode ser dividido, de forma didatica, em quatro
fases que se sobrepdem: hemostatica, inflamatéria, proliferativa e de remodelagao
(29).

Imediatamente apds a lesdo, é iniciada a fase de coagulacao e hemostasia;
o principal objetivo do organismo nesta fase é evitar a perda excessiva de sangue.
Um segundo objetivo desta fase é prover uma matriz para as células atuantes na fase
seguinte da cicatrizagdo. Um dos fatores participantes nesta fase é a oclusdo dos
vasos sanguineos locais devido a contragdo da musculatura lisa. Como somente esta
acao nao é suficiente para impedir o sangramento por um longo periodo, a formacao

do codgulo de fibrina também é importante (29).

A fase inflamatéria, depois de iniciada a coagulagao hemostatica, tem por
funcéo estabelecer uma barreira imune, ocorrendo tanto a reposta humoral quanto a
celular; este processo pode ser subdividido em duas etapas: fase inicial e fase tardia
(30). Inameros mediadores quimicos sao liberados por células inflamatérias e células
do préprio tecido. Nos trés primeiros dias, predominam a exsudacao e ag¢ao dos
neutréfilos, responsaveis pela fagocitose de bactérias, produtos necréticos e liberacéao
de enzimas liticas. Estas células podem ser ativadas no local da ferida por citocinas
como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e outras proteinas, como proteases, e do
complemento. Além disto, a sobrevivéncia destas células no local depende da
presenca de fatores como a interleucina (IL) 2 (19). Apds o término de sua acao, estas
células devem ser eliminadas do local para o processo continuar; nesta fase,
mondocitos e macrofagos sdo recrutados na area da lesdo. As células remanescentes
e 0S corpos apoptéticos serdo eliminados pelos macréfagos (31), no inicio da subfase
tardia. Os macréfagos aparecem entre 48 a 72 horas apés a lesao, continuam o
trabalho fagocitario e sdo importantes nas fases tardias da cicatrizacao, pois atuam
como reguladores do processo, produzindo muitos comunicadores celulares
importantes, como os fatores de crescimento teciduais (32). Algumas substancias irdo
atuar nesta fase, para realizar a transicdo do estado latente para o ativo nos
macréfagos e mondcitos, como o TNF-a e o interferon-y (IFN-y). Estas células sao
responsaveis por sintetizar varias substancias que irdo regular o processo cicatricial,
ora atuando como substancias anti-inflamatérias ora atuando como pré-inflamatérias
(33).
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Os linfocitos aparecem por ultimo na area cicatricial, aproximadamente trés
a quatro dias apds a lesdo tecidual. Estas células sdo atraidas por varios fatores, como
a IL-1, subprodutos da quebra do colageno, imunoglobulina G (IgG) entre outros (30).
As linfocinas, por eles liberadas, como as IL-2, 4, 6 e 12 (34), tém influéncia na acao
dos macroéfagos e muitas outras células (27), auxiliando, por exemplo, no acumulo do

colageno e angiogénese na area cicatricial (35, 36).

Entre as substancias produzidas por outras células que podem regular o
perfil inflamatério esté a adiponectina, produzida por adipocitos. Esta adipocina possui
acao anti-inflamatéria, podendo diminuir a expressao de IL-17, TNF-a e IL-6 (37).
Baixos niveis de adiponectina ja foram associados com o perfil inflamatério da

psoriase (38).

A fase proliferativa € responsavel pelo fechamento propriamente dito da
lesdo. Em humanos ela inicia no terceiro dia ap6s a lesao e pode durar até duas
semanas. Pode-se dizer que a fase de proliferacdo é dividida em re-epitelizacao,
angiogénese e fibroplasia (27).

A re-epitelizacdo comega ainda durante a fase inflamatéria, onde os
queratinécitos presentes na borda da lesdo e ao redor de anexos epidérmicos (caso
estes tenham sido preservados) migrardo em direcdo ao centro da lesdo para o
fechamento da mesma. Para que isso ocorra, os queratindcitos alteram seu perfil de
adesao e diferenciacao, tornam-se migratérios, movendo ao longo da MEC provisoria,
protegem-se contra elementos presentes na area cicatricial, tais como espécies
reativas de oxigénio (ROS) e proteases, proliferam-se para repor as células perdidas
e cobrir a area lesionada; assim que a re-epitelizagcdo é terminada, estas células
retornam ao estado original (19). O pico da proliferagdo dos queratinécitos ocorre em
torno do segundo dia ap6s o ferimento e mantem-se alto por até duas semanas em
humanos (39). Varios fatores de crescimento e citocinas promovem a proliferacao e
migracao dos queratinécitos, como o TNF-a, o fator de crescimento insulina-simile-1
(IGF-1) (40) e a leptina, que pode induzir este resultado quando aplicada localmente
(41, 42). A adiponectina também pode estar envolvida com a re-epitelizagdo em
feridas cutaneas, tanto promovendo a divisao e migracao dos queratinécitos, quanto

regulando esse processo nas feridas de individuos diabéticos (43, 44).
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Para que todo o processo cicatricial ocorra de forma satisfatoria, é
necessario que diversos fatores exdgenos a lesdo cheguem ao local e assim as
células responsaveis por este processo tenham acesso aos nutrientes necessarios.
Desta forma, a neovascularizagdo é muito importante para o tecido de granulacao e a
angiogénese também tem inicio durante a fase inflamatéria. Durante a angiogénese,
as células endoteliais migram, proliferam-se e formam novos vasos no local da leséo.
Ao final da formacao da MEC provisoria, 0 numero de vasos sanguineos na lesdo
decresce por apoptose. Este processo também é mediado por diversos fatores de
crescimento como fator de crescimento vasculoendotelial-1 (VEGF-1), fator de
transformagéo do crescimento-B (TGF-B), fator de crescimento epidérmico (EGF),

entre outros (40).

A fibroplasia € caracterizada pela migragdo dos fibroblastos, em que a
maioria destas células provém de células progenitoras da derme profunda e da
hipoderme, que produzirdo muitas moléculas (fibronectina, vitronectina, tenascina,
proteoglicanos) com funcédo de suporte para a migracao destas células (45). Neste
inicio da atuagao dos fibroblastos, a produgdo de colageno € suprimida e a de
fibronectina aumenta, assim como expressam mais receptores para esta ultima
substancia (46, 47). ApOs isso, ha a deposicdo da nova MEC, que substituira a
proviséria, com a producdo de colageno (inicialmente do tipo Il e apds, conforme a
cicatriz amadurece, do tipo ). Toda esta diferenciagdo que ocorre com os fibroblastos
também é mediada por citocinas como o IGF-1 e TGF-B (48). O IFN-a é uma
substancia que pode atuar para regular a nova MEC, possui atividade antifibrética
regulando a sintese e atividade do colageno, glicosaminoglicanos e colagenase (49).

Outro papel importante desempenhado pelos fibroblastos é o da contracao
da area cicatricial. Isto pode ocorrer pois estas células podem modificar a expressao
dos filamentos de a-actina, transformando-se em miofibroblastos (50). Estas células
possuem capacidade de contragcdo e, consequentemente, podem diminuir o tamanho
da area cicatricial, auxiliando no aumento da tensdo do novo tecido. Os fibroblastos
devem ser eliminados por apoptose junto com o tecido de granulacéo, para evitar
anormalidades na pele recém-formada (51).

A remodelacao ¢ a ultima fase, dura meses, e é responsavel pelo aumento

da forca de tensédo e diminuicdo do tamanho da cicatriz. Uma das mudancas é a
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reestruturagdo da MEC, na qual a matriz colagena se organiza em agregados mais
espessos e ligados, assim como o numero de fibroblastos, células inflamatérias e
endoteliais decresce e a reabsor¢édo de dgua permitem aumento da for¢a da cicatriz,
diminuindo a sua espessura (52). Paulatinamente, a neovasculatura local diminui, de
forma que a éarea vai perdendo o eritema. No final, a area de uma cicatriz ndo
complicada tem cerca de 80% da for¢a de tensao da pele normal, ndo é volumosa e
é plana (53). Existem estudos relacionando a for¢ca da tensdo com a resolugdo da
cicatrizacdo, em que processos cicatriciais submetidos a grandes forcas tensionais
tendem a gerar cicatrizes hipertréficas e que, ao aliviar a tensao local com a técnica
de Z-plastia, por exemplo, houve significativa melhora do resultado em paciente
humano, ou suavizando a MEC sobre a qual sera formada a cicatriz (54-56). Neste
momento, tem-se uma cicatriz madura. E importante lembrar, porém, que a cicatriz
continua a se remodelar por um longo periodo apés o ferimento, ndo podendo ser
considerada como estavel e finalizada por um periodo inferior a dois anos (57). Os
quadros 1 e 2 abaixo resumem os efeitos de algumas das substancias presentes na
cascata de eventos da cicatrizagdo estudadas nos trabalhos apresentados na segao
“‘Resultados” desta tese, separados como substancias pro-cicatriciais ou anti-
cicatriciais, dependendo do momento em que aparecem no processo.

Quadro 1. Resumo das citocinas pré-cicatriciais, indicando suas acoes e locais de
produgdo no organismo.

Citocina Acao Produgao
IL-2 Aumenta metabolismo dos fibroblastos Linfocito T
IL-4 Sintese de colageno Linfocito T, mastdcito, basofilo
IL-6 Inflamagéo, fibroblastos, re-epitelizacdo, | Neutrdfilo, macréfago, fibroblasto
IL-23 Estimula células epiteliais, endoteliais e Neutrofilo, células dendriticas
fibroblastos
IGE-1 Fibroblastos, producéo de MEC, Macrofago, fibroblasto,
migracao de queratindcitos queratinécito

Leptina | Proliferacdo queratinécitos Adipécitos
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Quadro 2. Resumo das citocinas anti-cicatriciais, indicando suas acgdes e locais de

produgdo no organismo.

Citocina Acao Producao

Adiponectina | Diminui a proliferacao de queratinocitos Adipécitos

IL-12 Anti-angiogénico, estimula TNF e IFN Macréfagos, neutrofilos
células dendriticas,

IFN-aey Ativa macréfagos e neutréfilos, retarda | Linfécito T, macréfago

sintese de colageno

TNF-a Lentifica se aumentada Macrofago, linfocito T

Todo este conhecimento acerca da biologia da cicatrizagdo tem grande
importancia médica para o tratamento e resolucao de feridas cutaneas. Qual o melhor
momento e a escolha da forma de intervencao no ferimento sdo condutas que devem
ser tomadas levando em consideracao aspectos como a facilidade do tratamento para
o paciente, adesao do paciente ao tratamento, tamanho da leséo, idade do paciente,

custo total, entre outros (53).

1.3 Terapéuticas da cicatrizacao

Existem varias formas de tratar a pele lesionada. A escolha dos
profissionais (médicos, dermatologistas ou nao, e enfermeiros) dependera de como é
a ferida, se foi feita cirurgicamente ou decorrente de acidente, para que todo o
processo cicatricial ocorra da melhor forma possivel (58). Entre as diferentes

abordagens existentes, esta o emprego de diferentes tipos de curativos.

O uso de curativos remonta da antiguidade, tendo relatos de mais de 4.000
anos de idade do uso de tecidos de linho em ferimentos, até a gaze de algodao ser
produzida no final do século XIX. Entre os relatos médicos mais antigos esta o Papiro
de Edwin Smith, texto de medicina egipcia datado do século XVII A.C., onde ha a
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descricdo do uso de tecidos de linho e emplastro para o tratamento de feridas abertas
(59).

Para que a cicatrizagdo ocorra de forma satisfatoria, dois aspectos devem
sempre ser considerados: a umidade e a quantidade de oxigénio disponivel na lesao.
O conhecimento de que manter a ferida umida e fechada melhora o resultado do
processo cicatricial ja foi comprovada (60, 61). Em 1948 o “efeito de camara umida”
foi descrito para tratamento de Ulceras cutaneas (62) e em 1950 um novo trabalho foi
publicado com os resultados de um estudo que mostrou a eficacia do uso de curativos
semi-oclusivos para o tratamento de feridas pequenas (63). Apdés 12 anos, em 1962
foi publicado outro trabalho no qual os autores provaram resultados até 30% melhores
na resolucao de feridas tratadas com curativos oclusivos quando comparados com

feridas abertas (“tratamento seco”) (64).

O curativo funciona como substituto do epitélio perdido por ferimento. Como
explicado anteriormente, o processo cicatricial € complexo e dependente de muitos
fatores. Assim o curativo possuira diversas funcoes, tais como prover meio 6timo para
0 processo cicatricial acontecer de forma réapida e impedir a entrada de micro-
organismos, substancias cdusticas e novos traumas no local, principalmente durante

as fases iniciais.

Além disso, um curativo ideal deve ser adaptavel ao formato da ferida e do
local da mesma no organismo (por exemplo, areas de articulagdo como joelho e
cotovelo), ser capaz de absorver exsudatos da lesdao sem deixa-la seca, prover
pressao para ocorrer hemostasia e prevenir vazamentos. Mais ainda, devera eliminar
a dor, sustentar o tecido cicatricial e os adjacentes, promover a re-epitelizacao e ter
remogao e aplicagao faceis, minimizando a perda de novos tecidos durante sua troca.
Para que possa realizar sua funcao, o material de que é feito também devera ser
pensado e idealmente inerte, ter boa relagao custo / beneficio (53, 58, 65, 66). Estas
caracteristicas podem aumentar a adesao dos pacientes ao tratamento proposto pelos

profissionais da saude para sua recuperagao.

Deve-se considerar que a utilizagdo de recursos para otimizar a
cicatrizacdo e reparacao tecidual é um processo multifatorial e de carater
multidisciplinar (67), que precisa levar em conta 0s seguintes parametros: o paciente

saber qual o melhor tratamento, os profissionais de saude terem conhecimento do
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assunto e possibilidade de escolher o melhor tratamento, as instituicbes de saude
publicas e privadas, que lidam com recursos financeiros, e a industria, que pesquisa,
desenvolve e produz materiais e produtos para cicatrizagdo, e espera ver seus

produtos difundidos no mercado (68).

A importancia de manter o local umido é alta, principalmente para evitar a
dessecacao, formacao de crostas, concregcdes e até escaras. Para que a migracao
dos queratinécitos ocorra, € necessario que o ambiente esteja umido; se isto nao
ocorrer, as células migrarao através de camadas mais profundas da ferida, onde haja
umidade que permita este movimento. Além disso, a umidade permite também que as
citocinas e fatores de crescimento exercam sua fungdo, servindo como solvente
destas substancias e permitindo que estas alcancem as diferentes células do local
(69).

Em relagdo ao oxigénio, embora este seja necessario para a migracao e
mitose celular, a hipdxia acelerara a angiogénese. A migracao dos queratindcitos e a
formacgao do tecido de granulagado sao inibidas sob altas concentracées de oxigénio.
Desta forma, é importante manter uma baixa tensdo de oxigénio, fator que induz a

producao de fatores de crescimento derivados do macréfago (MD-GF) (70).

As caracteristicas ideais para o tratamento das lesées podem ser atingidas
com diferentes tipos de curativos.

1.4 Produtos naturais para cicatrizacao

Por ser uma area com grande interesse econdémico mundial, muitas
pesquisas sdo realizadas no campo da cicatrizacdo e dos curativos, mesmo que ja
existam diversos produtos para esta finalidade. Muito ha para se pesquisar, nao s6
buscando aperfeicoar tais recursos, como também torna-los acessiveis a maior
numero de pessoas, uma vez que feridas agudas na pele ocorrem em qualquer classe
social. Isto pode ser atingido mediante o desenvolvimento de tecnologias de baixo
custo, igualmente eficientes, que aproveitem matérias-primas encontradas na regiao,
pois um dos desafios para o profissional e paciente é o elevado custo de tais recursos
(26).
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O uso de produtos naturais para tratamentos diversos comegou como
medicina popular e data, nos Estados Unidos da América, da época colonial (71).
Neste pais, atualmente ha um aumento no uso de tratamentos naturais para diversas
condi¢bes, havendo inclusive maior numero de consultas de medicina alternativa do
gue atendimento médico primario (72). Embora muitas pessoas ainda vejam o uso de
produtos naturais com ceticismo, é importante lembrar que muitos dos medicamentos
disponiveis hoje em dia sdo derivados da observacgao dos resultados do uso destes
produtos (73).

O uso de medicamentos alternativos / naturais no Brasil para tratamento de
feridas ainda é comum nos dias de hoje, tanto pelo conhecimento tradicional como
pelo alto custo de diversos tratamentos como curativos de hidrogel, hidrocoloides,
entre outros (74). Além disso, conta muito o fato do pais possuir a maior biodiversidade
do planeta em biomas como a Amazénia e o cerrado (considerado a savana com
maior biodiversidade do planeta). O pais contém cerca de 20% da diversidade total
de plantas no mundo, o que contribui para explicar o grande niumero de plantas sendo

usadas e pesquisadas para os mais diversos fins medicinais (75).

Um estudo realizado por Silva e colaboradores, no qual os moradores da
comunidade rural de Engenho Cuieiras (Pernambuco) foram perguntados a respeito
da utilizagao de plantas medicinais para usos em geral. Os pesquisadores relatam que
a populacao citou 71 espécies diferentes de plantas para tratamento de moléstias
abrangendo diversos 6rgaos e sistemas do corpo humano (76).

Por conta disso, séo realizados muitos estudos cientificos sobre o uso de
diferentes plantas e seus derivados; estudos de revisdo apontam que entre o periodo
de 2011 e 2013 foram publicados mais de 10.000 artigos nesta area do conhecimento
(77) e que, entre 1988 e 2016, foram publicados mais de 34.000 artigos nesta area,
levando em consideracdao apenas trabalhos realizados no Brasil ou por brasileiros
(75).

Para tratamento de problemas cutaneos, foram realizados muitos estudos
com diferentes produtos naturais ndo apenas no Brasil; como exemplos, pode-se citar:
ameixa-silvestre (78), pinheiro-de-alepo (79), extrato de semente de uva (80), babosa
(81, 82), mel (83), jabuticaba (84), copaiba, barbatimao (85), éleo de arroz (86, 87),
6leo de girassol (88, 89), café (90, 91), cafeina (92), entre outros.
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1.5. O uso de dleos ricos em acidos graxos essenciais para tratamento
da pele

Os dbleos cujos usos para problemas dermatologicos sdo amplamente
disseminados sao ricos em acidos graxos essenciais (AGE).

Para tratamento de feridas, os acidos graxos mais importantes sdo o acido
linolénico e o &cido linoleico, uma vez que ndo podem ser sintetizados pelo nosso
organismo devido a falta da enzima 6-9 dessaturase; por isso, sdo chamados de

essenciais (93).

O 4&cido linolénico € encontrado em grande quantidade na camada
epidérmica, sendo importante no controle da permeabilidade epidérmica; pode
promover a quimiotaxia e angiogénese no local da lesédo, podendo acelerar o processo
cicatricial local (93, 94).

Sobre o0 acido linoleico, este possui efeito quimiotatico sobre os
macroéfagos, regulando a producao de colagenase local e possui efeito antibiético

sobre Staphylococus aureus (93, 95, 96).

Numa extensa revisao bibliografica realizada por Ferreira e colaboradores,
foi investigada a producgéo cientifica nacional acerca do uso de AGE de utilizagao
topica em feridas cutaneas, tanto em modelos animais, cultura de células e pacientes
humanos. No periodo compreendido entre 1970 e 2006, conseguiram encontrar
apenas nove pesquisas relacionadas ao assunto. Nestes trabalhos, foram utilizados
nove diferentes produtos comerciais para mesma finalidade, todos referidos pelos
usuarios como AGE, sendo dois dos estudos com 6leo de girassol (OG) e nenhum
com 6leo de café. A maior parte dos estudos analisados nesta revisao indicou melhora
dos ferimentos quando tratados com o AGE, mesmo com diferentes metodologias

aplicadas (93).

O efeito destes 6leos ricos em AGE também foi estudado levando em
consideracdo o consumo na alimentacédo e a consequente resposta apresentada na

pele dos animais; ficou evidenciado neste estudo que o consumo de diferentes tipos
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de bleos (de girassol, de peixe e linhaga) podem piorar a cicatrizacao, influenciando

no perfil inflamatorio e na deposigcéo de colageno na area da ferida (89).

1.5.1. O uso de dleos de café para tratamento da pele

Uma das motivagdes para a realizacao deste trabalho foi 0 uso popular da
borra do café, produto da preparacao da bebida e originado a partir da torrefagéo e
moagem do fruto, em feridas cutaneas agudas. Partindo desta ideia, foram utilizados
produtos derivados do café, como o 6leo de café cru, 6leo de café torrado e suas
borras (residuo da prensa de filtracdo do 6leo) com finalidade de acelerar a
cicatrizacao de feridas agudas.

O uso de café para fins medicinais no Brasil data do século XIX, em torno
de 1850, momento em que a planta tornou-se um dos principais produtos de
exportacao e o pais o maior produtor mundial deste fruto (97).

Este fruto (Coffea arabica) contém polifendis, incluindo o acido clorogénico,
antocianinas, acido ferulico, acido quinico, diterpenos como o cafestol e caveol,
tocoferdis e muitos &cidos graxos, substéncias com acgdes antioxidante e anti-
inflamatdéria e com potencial para protecao da pele contra queimaduras solares,
fotoenvelhecimento, entre outros (98, 99).

O ¢6leo de café verde ja foi descrito como alvo da industria farmacéutica e
cosmecéutica devido a sua composicao, como os acidos graxos e triacilgliceréis. Entre
os acidos graxos, pode-se citar o acido linoleico e o palmitico (presente na pele) (91).
Como esta molécula esta presente no estrato corneo da pele, o uso do dleo de café
verde poderia contribuir para a fungédo de barreira e hidratagdo da pele, aumentando
a quantidade de acidos graxos presentes na pele (100). Este 6leo estimulou (em
cultura de fibroblastos) a producéo de colageno, elastina, glicosaminoglicanos, TGF-
B1 de maneira dose-dependente (99). Outro estudo relatou que o uso deste Oleo
acarretou uma ligeira diminuicdo da perda de agua transepidérmica (TEWL),
evidenciando compatibilidade de uso na pele (101). Também foram descritas

melhoras como menor pigmentagcao de areas com manchas, menores rugas e linhas
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de idade / expressdo amenizadas com o uso de um produto comercial derivado do
café (102).

Outros produtos derivados do café também foram avaliados quanto a
eficacia de seu uso na pele. Um estudo realizado com extrato da borra de café torrado
em camundongos encontrou que o uso desta substancia diminui a TEWL, a espessura
da epiderme, quantidade de rugas e o eritema decorrente da exposicao a radiacao
ultravioleta B (UV-B); desta forma, o extrato poderia diminuir o fotoenvelhecimento
induzido pelos raios UV-B (103). A cafeina, uma das principais moléculas associadas
ao café, também foi alvo de estudos. Neste caso, a cafeina foi aplicada em cultura de
queratinécitos, suprimindo a proliferagao e migracao destas células, o que € prejudicial
para a cicatrizacao (92), embora esta molécula seja antioxidante. Devido a inibicdo da
proliferacdo de queratindcitos, existem estudos sobre a possibilidade de utilizar a
cafeina para supressao de tumores epiteliais (104-106).

Estes dados demonstram que o uso de derivados de café para problemas
dermatolégicos é de interesse da comunidade cientifica. Como o Brasil € o maior
produtor mundial de café (107), a quantidade disponivel para fabricacdo de um
produto dermatol6gico € alta e a obtencao desta matéria prima seria rapida. Além
disso, poderia ser um uso para graos rejeitados pela industria cafeeira, podendo ser
fonte de renda alternativa para os produtores (100).

1.5.2. O uso de dleo de girassol na pele

Este tratamento topico ja foi descrito como forma de melhorar e prevenir
Ulceras cutaneas em pacientes e o resultado obtido mostrou que o AGE, em produto

a base de OG, manteve a hidratagéo e a elasticidade da pele (108).

Em outro estudo foi relatado o caso de uma paciente que apresentou
necrose da ferida cirurgica e o tratamento com éleo de girassol (OG) na pele da
paciente demonstrou efetividade assim como foi a escolha feita pelos profissionais
envolvidos na recuperagao da paciente para que ela pudesse continuar o tratamento
da lesdao em casa, sem necessidade de comparecer ao servigo hospitalar para esta
finalidade (109).
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Um experimento realizado para comparar os efeitos do uso do OG na
(formulagao do Dersani®) com Laser arseneto de galio-aluminio evidenciou que o uso
do 6leo foi melhor para a revascularizacao do leito da ferida assim como aumentou,

nos primeiros dias, 0 numero de fibroblastos na regido cicatricial (110).

Outro relato de caso demonstrou a eficiéncia do uso do OG para tratamento
de lesGes cutdneas em trés pacientes, que tinham deficiéncia de AGE como resultado
de ma absorcao crénica de nutrientes. Os autores relatam que apdés tratamento por
duas semanas com aplicag¢ao topica do 6leo, os niveis de &cido linoleico presentes na
lecitina epidérmica aumentaram, a TEWL diminui significativamente e as lesdes
cutdneas melhoraram. No mesmo estudo, os pesquisadores comparam os resultados
do uso de OG com o uso de 6leo de oliva, rico em acido oleico, demonstrando que o

ultimo tratamento n&o melhorou a condi¢do das lesdes dos pacientes (111).

O uso do OG como tratamento topico também foi pesquisado utilizando-se
carneiros como organismo modelo. Neste trabalho, os autores evidenciam que esta
terapéutica foi capaz de acelerar a cicatrizacao nos dias sete e 21 apds a realizacao
das feridas, em que a area cicatricial foi diminuida e o desenvolvimento do tecido de
granulacéo do leito da lesdo ocorreu também de forma mais rdpida, assim como toda
a area da leséo, no ultimo ponto de coleta de dados do estudo, estava re-epitelizada
(112).

Na revisao feita por Ferreira e colaboradores sobre o uso de AGE em
feridas (93), sdo citados dois estudos que utilizaram o OG como fonte dessas
substancias. Um dos artigos revisado foi feito com pacientes curados de hanseniase
e 0 objetivo era comparar a microbiota de feridas cronicas nestes pacientes e foi
demonstrado que, in vivo, o tratamento com este 6leo tem efeito antimicrobiano, o que
pode ser benéfico para a cicatrizagao de feridas cronicas, embora 0 mesmo resultado
nao tenha sido encontrado in vitro (113). No outro artigo citado na revisao, o
experimento foi feito utilizando ratos como organismo modelo para avaliar a
cicatrizagdo em feridas agudas, comparando o uso de OG com TCM. Os autores
evidenciaram neste estudo que o uso de ambos os 6leos foram capazes de melhorar
0 processo cicatricial comparando com o grupo, embora em ambos os tratamentos os
animais tenham desenvolvido fibrose no leito da ferida, sendo pior o resultado quando
os animais foram tratados com TCM (114).
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1.6. Seguranca no uso de produtos naturais

Embora o uso de produtos naturais para diversas finalidades médicas seja
de dominio popular ha muito tempo e o uso de tratamentos alternativos seja cada vez
maior no mundo, € necessario ter cautela no uso destes produtos (74, 115).

Uma das grandes dificuldades do uso de tratamentos fitoterapicos € néao
conseguir fornecer sempre a mesma quantidade dos diferentes principios ativos em
todos 0s usos, uma vez que a expressao de diversos genes e o metabolismo dos
seres vivos pode ser influenciado pelo meio ambiente. Por exemplo, o estresse hidrico
enfrentado por plantas num ano com baixos indices pluviométricos altera a qualidade
de frutos e outros produtos vegetais. Este fato pode ser observado ndo apenas para
produtos com finalidades médicas, mas também para produtos de consumo alimentar

cotidiano.

Na revisdo sobre uso de AGE citada anteriormente, é possivel perceber
gue nenhum dos estudos procurou por possiveis efeitos sistémicos oriundos do uso
dos 6leos, assim como nao foram feitos estudos sobre a seguranca no uso destes
materiais (93).

Muitos pacientes usam produtos naturais para tratamento de diversas
condicdes de saude, mas a maioria ndao conhece potenciais efeitos colaterais
adversos que possam ser desencadeados (72). Nao € pelo fato do produto ser natural
gue o uso deste € seguro para qualquer pessoa e situagao (116). Alguns profissionais
da area da saude, denominados naturopatas, tratam seus pacientes usando a
medicina alternativa complementar; o risco desses tratamentos é que muitas vezes a
indicacdo de uma terapia alternativa estd mais embasada no conhecimento popular
do que em conhecimentos cientificos (117). Como s&o poucos os artigos cientificos
publicados com resultados do uso de produtos naturais em humanos (a maioria é
realizada em modelos animais ou in vitro), a quantidade de informacao a respeito da

seguranca e possivel toxicidade desses medicamentos é escassa (77).

Desta forma, este trabalho buscou mostrar possiveis efeitos locais e

sistémicos derivados do uso tdpico de produtos naturais comuns no Brasil e usados,
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principalmente no caso do 6leo de girassol, como opc¢ao terapéutica por muitos

profissionais no pais.
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2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos locais e sistémicos, a partir da aplicacao tépica na pele
lesionada de ratos, dos 6leos vegetais derivados do café e do girassol, ricos em &cidos

graxos essenciais.
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3. METODOLOGIA

Nesta secdo da tese estdo detalhadas as técnicas utilizadas para os dois
artigos publicados que compdem os resultados deste trabalho. A metodologia foi a
mesma para as duas publicagdes, de forma que esta segcdo nao sera dividida por
artigo, por este motivo.

3.1. Obtencao dos cafés para uso cru e para torra

O café (Coffea arabica) utilizado como matéria prima para extracéo de 6leo
foi adquirido diretamente do produtor e posteriormente encaminhado para torrefacao
e extracao do 6leo. Tal procedimento foi necessario pois o sistema de comercializacdo
e escala utilizada pelas torrefacées s&do muito maiores do que o volume de 12 sacas
necessarias para obtencao dos 6leos utilizados no trabalho descrito no artigo 1.

Além do uso de misturas para a formacgéo de blend, o café ofertado no
mercado normal ndo tem o controle de lotes comprados pelas torrefagcdes, néo
garantem a safra do produto (tempo de pés-colheita), exige uma compra de no minimo
20 sacas e nao garantem ou especificam as condi¢ées de armazenamento. Para se
ter um controle desses fatores, optou-se pela compra no produtor e posterior

industrializacao.

Foram adquiridas 12 sacas ja beneficiadas por um produtor de Varginha,
Minas Gerais, sendo seis encaminhadas para torrefacao e utilizadas para obtencao
de material para os tratamentos com 6leo de café torrado e borra de filtro de café
torrado. As demais foram direcionadas diretamente para a extragdo e produziram o
6leo e a borra de filtro de café cru.

A torracdo do café foi feita em torrador Lilla Opus (Companhia Lilla de
Maquinas, Guarulhos, SP, Brasil) com resfriamento a 4gua e ventilacao forcada para
seis sacas, para garantir um volume de matéria prima homogéneo, sem
contaminagdes de outros lotes processados anteriormente ou posteriormente nos

silos de passagem da industria.
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O tratamento de torracdo utilizado foi o convencional aplicado para a
producéo de café para bebida interna, com um rendimento de 0,79 de café cru/torrado,
que resultaram num total de 285kg de café torrado para extragdo de éleo de café
torrado.

3.2. Extracao e filtracao dos 6leos de café cru e torrado

O equipamento utilizado foi uma prensa do tipo “Expeller” (Maquinas
Piratininga Jaboatao dos Guararapes, Pernambuco, Brasil) adaptada para extracao
do oOleo de graos de café tanto cru como torrado. A maquina foi readaptada para
receber moega, bandejas coletoras e vasos em aco inoxidavel apropriados para
obtengcao de 6leo para uso no experimento, sem contaminagao de outras matérias
primas ou éleos extraidos, garantindo ainda assim um produto de qualidade e possivel
de ser repetido em posterior industrializagao.

As seis sacas de café cru e as seis de café torrado geraram,
respectivamente, 23 e 38 kg de 6leo bruto. Esse volume foi compativel com o volume
minimo necesséario de 20 kg para operar o filtro do tipo prensa. O filtro prensa
horizontal de fechamento manual foi especialmente construido para a filtragem a alta
pressao e obtencao de éleo limpido, além da separacao da borra de filtro com alto
teor de matéria ndo saponificavel de potencial interesse para utilizacdo em

tratamentos.

3.3. Determinacao dos acidos graxos presentes nos 6leos de café

As composi¢des dos acidos graxos presentes nos 6leos de café foram
analisadas pelo Prof. Dr. Leandro Wang Hantao e Profa. Dra. Carla Beatriz Grespan
Bottoli, do Instituto de Quimica da Unicamp, por cromatografia gasosa seguindo a
metodologia descrita pela American Oil Chemists’ Society (AOCS) (118). As
condicbes de andlise foram as seguintes: cromatdgrafo de capilaridade a gas
(AGILENT 6850 SERIES GC SYSTEM - Agilent, Santa Clara, CA, EUA) e coluna
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capilar DB-23 AGILENT, com fase (50% cianopropil)-metilpolisiloxano, 60 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e filme de 0,25 ym. As condi¢des de
operacao do cromatégrafo foram as seguintes: taxa de fluxo da coluna = 1.00 mL/min;
velocidade linear = 24 cm/s; temperatura de detecgao = 280 °C; temperatura do injetor
= 250 °C; temperatura da coluna = 110 °C por 5 min, rampa de 110 °C até 215 °C a

5 °C/min e 215 °C por 34 min; gas carreador = hélio; volume injetado = 1,0 yL.

3.4. Determinacao da composicao fendlica dos dleos de café

A composicao fendlica dos 6leos de café foi analisada pelo Prof. Daniel
Barrera Arellano, da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp, por
cromatografia gasosa - espectrometria de massas (GC-MS). Aliquotas de 100 uL das
amostras dos Oleos foram derivatizadas com 500 pL de solucdo de N,O-bis
(trimetilsilil) trifluoroacetamida com trimetilclorosilano (BSTFA + TCMS) 99:1 (Supelco,
Bellefonte, PA, EUA) a 60 °C por 3 h. A diluigdo da amostra derivatizada foi de 1:10.
A coluna utilizada foi TR-5 de 7 m x 32 mm (didmetro = 0,25 um). O volume injetado
foi de 1 uL usando injetor do tipo “split/splitless” (1:50) com fechamento por 3 min. A
porta de injegédo foi mantida a 280 °C, e as linhas de transferéncia do espectrdmetro
de massas foram mantidas a 300 °C. Em todas as analises, a temperatura da coluna
foi programada para aumentar de 60 °C até 240 °C por 3 °C.min"'. A fonte de ionizagéo
foi mantida a 250 °C e 70 eV, e a variacao de escaneamento foi definida de 40 a 600
unidades m/z (intervalo de escaneamento = 0.064 s). A identificacdo dos picos foi
realizada comparando com as bibliotecas de espectros NIST 2010 (NIST -
Gaithersburg, MD, EUA) e FFNSC (Chromaleont — Messina, Italia) (119, 120).

3.5. Oleo de girassol

O ébleo de girassol usado no trabalho 2 € um produto comercializado no
pais e foi adquirido pronto para o uso.
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A composig¢do quimica deste 6leo, de acordo com a bula disponibilizada
pelo fabricante, é a seguinte: 0leo de girassol clarificado, triglicerideos de acidos
caprico e caprilico, lecitina, palmitato de retinol, acetato de tocoferol e alfa-tocoferol
(Dersani®, Saniplan, Rio de Janeiro) (93).

3.6. Experimentacao animal

Foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica na
Area de Ciéncias Animais de Laboratério (Cemib) da Unicamp, 90 fémeas de ratos da
espécie Rattus norvegicus albinus linhagem NTacUnib:SD (Sprague Dawley), com
idade média de 7 semanas e peso entre 220 a 270g. Estes animais possuem area de
superficie corporal total média de 0,0356 m? (121) enquanto a humana é de 1,6 m?
para mulheres e 1,9 m? para homens (122).

O experimento foi autorizado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal
(Ceua) da Unicamp, de acordo com a Lei Federal 6.638. O protocolo de autorizagao
€ n? 2929-1. Todos os profissionais envolvidos no tratamento diario dos animais
empregaram técnicas para minimizar possiveis sensagbes de dor e estresse dos
animais. Os experimentos foram realizados seguindo recomendacbes do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal, do International Council for Laboratory Animal
Science e as diretrizes internacionais para publicagao de estudos com modelo animal
Animal Research: Reporting of in Vivo Experiments (123).

Os animais foram alojados e identificados em gaiolas individuais fabricadas
em polipropileno e aco galvanizado, adequadas para o tamanho da espécie (0,2 x
0,36 x 0,12m), com cama de maravalha, agua e racao fornecidos ad libitum e
substituidos diariamente. Os animais permaneceram cinco dias em aclimatacao no

biotério, com ciclo de 12/12 h claro/escuro, antes do inicio dos experimentos.

Apés o periodo de adaptacdo, os animais foram preparados para o inicio
do experimento, onde foram separados aleatoriamente em grupos de 15 animais,
conforme indica o quadro abaixo. Em cada grupo, cinco animais foram sorteados para

serem eutanasiados nos dias 2, 4 e 10 apds inicio do tratamento.
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Respeitando-se o sentido cranio-caudal, em todos os animais foram feitas
quatro feridas do lado esquerdo, designadas como "A", "B", "C" e "D" e outras quatro
feridas do lado direito "E", "F", "G" e "H" (figura 1). O lado esquerdo recebeu sempre
o produto de "Controle" ou "Testemunha" e o direito o "Tratamento" a ser estudado.

Figura 1: esquema das feridas realizadas no dorso dos animais.

O quadro 3 mostra a distribuicdo das feridas e dos tratamentos recebidos
para cada grupo de animais.

Quadro 3. Tratamentos aplicados em cada grupo de estudo.

Lado Esquerdo (Controle) |Lado Direito (Tratamento)
Grupo 1 |Solucéo salina Oleo mineral
Grupo 2 |Oleo mineral Oleo de girassol
Grupo 3 |Oleo mineral Oleo de café cru
Grupo 4 |Oleo mineral Borra do 6leo de café torrado
Grupo 5 |Oleo mineral Borra do 6leo de café cru
Grupo 6 |Oleo mineral Borra do 6leo de café torrado
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Os oOleos e borras de café utilizados neste projeto foram cedidos pela
empresa Linax Oleos Essenciais e Destiladores (Votuporanga, Sdo Paulo), o 6leo
mineral utilizado foi Oleo Mineral Frasco 100 mL (Rioquimica, Sdo José do Rio Preto,
Sao Paulo) e o 6leo de girassol foi o Dersani (Saniplan, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro).

3.7. Preparo do animal

Para receber o tratamento especificado e evitar estresse, cada animal foi
conduzido para uma sala separada dos demais, onde foi anestesiado
intraperitonealmente com quetamina 50mg.kg™, xilazina 7,0 mg.kg™ e diazepam 2,0
mg.kg'. Apbés a anestesia, as regides paravertebrais e escapulares foram
completamente tricotomizadas e desinfetadas com solucao de 2% de digliconato de
clorexidina para assepsia da area onde seriam produzidas as feridas.

Na éarea tricotomizada foram feitas quatro feridas paravertebrais do lado
direito e outras quatro do lado esquerdo. As Ulceras distavam cerca de 1 cm entre
elas.

Para uma melhor homogeneidade dos ferimentos tanto entre os oito
ferimentos de cada animal como entre todos os animais estudados, utilizou-se um
bisturi circular descartavel (punch) com 6 mm de didmetro para corte na forma de
disco em toda a profundidade da pele. O fragmento cutaneo em forma de disco era
levantado por pin¢a e toda a espessura excisada com tesoura. Desta forma, a ferida
realizada nos animais, todos saudaveis, foi produzida cirurgicamente com ago

esterilizado em ambiente controlado com apenas um movimento incisional.

Imediatamente apos os ferimentos serem produzidos, o animal recebeu a
primeira aplicacdo tdpica do produto especifico para cada ferida como estipulado no
Quadro 3, que foi coberta com uma gaze em cada lado do animal, para evitar mistura
dos diferentes tratamentos aplicados no mesmo animal, assim como para evitar que

o animal lambesse as feridas. A gaze foi presa por fita microporosa e reforcada
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externamente com esparadrapo impermeavel. Para controlar a dor dos animais, foi

disponibilizado paracetamol (200 mg.kg™') na 4gua do bebedouro.

Em cada ferida foi aplicado 0,1 mL do tratamento correspondente
utilizando, para este fim, seringa de 1,0 mL. Desta forma, era possivel disponibilizar
sempre a mesma a quantidade de tratamento para todos os animais, com menor risco

de diferencas entre os grupos.

Diariamente, os ferimentos foram limpos com solugdo salina, os
tratamentos repetidos com os respectivos tratamentos e os curativos substituidos até
o dia determinado para a eutanasia. Para os curativos diarios, os animais nao foram
anestesiados para que nao houvesse interferéncia no metabolismo hepatico, uma vez
que todos os animais aceitaram todos os procedimentos sem agressividade e foram
tolerantes a manipulacdo. Caso houvessem crostas, estas eram retiradas caso o
procedimento fosse realizado sem a necessidade de forca excessiva, evidente quando
0S animais apresentavam sinais de dor como espasmos musculares, vocalizagao e
movimentos antélgicos. Na impossibilidade de retirar a crosta, o tratamento era
aplicado entre esta, elevando-a com pinca, e a ferida, para que o 6leo atingisse a area

cicatricial.

O dorso dos animais foi fotografado com camera digital para avaliacdo
posterior; cada ferida também foi fotografada, isoladamente, utilizando-se lupa digital.
Estas imagens foram analisadas por dois pesquisadores, um biélogo e um
dermatologista, considerando os critérios de quantidade de area cicatrizada,
profundidade da lesdo e velocidade de cicatrizac¢ao.

3.8. Eutanasia dos animais e coleta de material para analises

ApGs sorteio para eutanasia nos dias 2, 4 ou 10, os animais foram
anestesiados intraperitonialmente com tiopental (85,0 mg.kg'), fotograficamente
documentados e o sangue foi coletado por pungéo cardiaca.

O sangue coletado foi centrifugado imediatamente para obtencéo de soro,
utilizado na dosagem das substancias relacionadas com a cicatrizagao.
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A pele das areas tricotomizadas da regido dorsal foram excisadas até a
fascia, separando-se as metades proximais, com duas feridas de cada lado (lado que
recebeu o controle e lado que recebeu o tratamento, conforme o quadro 3) para
fixacdo em formol a 10% e posterior preparo das laminas para avaliacdo

histopatolégica.

Novas biopsias com punchs de mesmo diametro foram feitas nos quatro
pontos das biopsias anteriores, na por¢ao caudal da pele excisada, a fim de se evitar
coleta de pele integra ao redor da area cicatricial; este procedimento foi realizado para
gue a amostra utilizada contivesse somente tecido cicatricial, sem fragmentos de pele
néo lesionada que pudesse interferir na andlise. Cada um dos quatro fragmentos
retirados foram imediatamente identificado e armazenado em recipiente contendo
nitrogénio liquido, sendo conservados em biofreezer a -80°C no final do periodo do
experimento, até a extragdo do RNAm das substancias associadas a inflamacao.

3.9. Processamento das amostras para histologia

Os fragmentos obtidos da pele com as feridas da porgao proximal, foram
conservados em formol a 10%, em frascos individuais, devidamente identificados,

para a elaboracao das laminas para a andlise histolégica.

Ap6s um dia em formol, as pecas histolégicas foram manipuladas para
separar as diferentes feridas que foram usadas nas laminas. Uma ferida do lado que
recebeu controle (ferida A) e uma ferida que recebeu o tratamento (ferida E) foram
armazenadas para eventual necessidade de reprocessar o material. As feridas B e F

foram utilizadas para a confeccao das laminas.

Estas feridas foram cortadas longitudinalmente no centro da area cicatricial,
de forma a deixar exposto o meio do leito da les&o a fim de possibilitar melhor analise
microscoépica. O fragmento de pele abrangendo toda a ferida, obtido por uma secéo
longitudinal, foi processado, em autotécnico, para exame histologico, incluido em
parafina, cortado em micrétomo rotativo com espessura de 3 um e corado pelo método
de hematoxilina e eosina (HE).
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3.10. Analise histoldgica

Os cortes histolégicos foram analisados de forma qualitativa e quantitativa,
de maneira cega, isto é, sem que o avaliador (médico patologista) conhecesse, no
momento da leitura, a que grupo pertenciam os espécimes.

Para a avaliacao subjetiva (qualitativa e semi-quantitativa) consideraram-
se 0s seguintes aspectos: espessura / natureza da crosta e presenca / espessura /
extensao do epitélio regenerativo.

No tecido que preenchia a ferida (leito ulceroso), contendo células, vasos,
fibrina, colageno jovem e colageno maduro, foram estimados: o edema, grau de
congestdo, a quantidade e qualidade das células inflamatorias, a quantidade das
células estromatosas, dos vasos neoformados e das fibras colagenas maduras. A
cavidade formada no experimento foi avaliada considerando-se a porcentagem de

preenchimento, relativamente a pele normal adjacente.

Apo6s avaliagao dos resultados da analise qualitativa, foi realizada a andlise
objetiva por contagem das células presentes na derme (em reparacao), para
comparagao entre os grupos. A avaliagcdo morfométrica da celularidade dérmica foi
realizada nas amostras de pele dos animais do dia 10, utilizando-se um microscépio
Olympus, com graticula morfométrica com 30 cicloides, fixada na ocular. Todas as
células (inflamatérias mononucleares, endoteliais ou estromatosas, a saber,
fibroblastos, miofibroblastos e dendriticas) que tocavam cada um dos cicloides eram
contadas, sendo o procedimento repetido em dez campos aleatérios, aumento de
400X, em todas as amostras do estudo.

3.11. Microscopia por Geracao do Segundo Harmoénico (SHG)

O sistema experimental utilizado neste projeto foi o disponibilizado pelo
Instituto Nacional de Fotdnica Aplicada a Biologia Celular (Infabic), instalado no
Instituto de Fisica Gleb Wataghin da Unicamp. E um microscépio invertido Olympus
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IX-81 com dois fétons, equipado com scanner FV300, Laser de argbnio FV-5 COMB2
para fluorescéncia e para geragdo de segundo harménico (SHG) Titanio-safira
(Ti:safira).

A possibilidade de utilizar este equipamento nas aquisicdes de imagens
permite algumas vantagens em relagao a outros equipamentos 6pticos convencionais,
tais como: maior resolucéo de imagens em trés dimensdes em relacao a lampada de
mercurio, reconstrucdo de imagens tridimensional, maior visualizacdo em
profundidade do tecido a ser observado, e possibilidade de utilizar varias técnicas de
aquisicao de imagens simultaneamente.

A fluorescéncia acontece por um fenbmeno onde elétrons do fluoréforo
absorvem f6tons com energia proveniente de uma fonte (lAmpada ou feixe de Laser)
e passam de um estado fundamental (baixa energia) para um estado excitado (alta
energia). Neste estado, o fluoro6foro passa por uma mudanga em sua conformagéo e
pode interagir com uma série de moléculas ao seu redor. Com isso a energia deste
estado excitado é dissipada e o elétron passa para um estado de menor energia, (nao
o estado fundamental). A diferenca de energia entre o estado excitado e o estado de

menor energia € emitida em forma de um féton (124).

A técnica de microscopia de fluorescéncia consiste justamente em captar
este féton que é emitido e com ele gerar uma imagem. Estes procedimentos permitem

maiores detalhamentos de estruturas (125).

As imagens foram adquiridas, utilizando Laser de argbnio a 488 nm e
Ti:safira 890 simultaneamente, 6leo de imersao e objetiva 40x, com resolucao de dois
micrémetros por pixel. As mesmas foram iluminadas com o Laser até que o sinal SHG

aparecesse, quando iniciou-se a aquisicao das imagens (126).

Estas imagens foram analisadas com o software Imaged (127), usando o

parametro de entropia para densidade do colageno depositado na leséo.

3.12. Analise das citocinas no tecido cicatricial - extracdao de RNA
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Foi feita extracao de RNA total das amostras de pele congeladas a -80°C,
segundo método do reagente Qiazol (Qiagen, EUA). Para a producdo do DNA
complementar (cDNA), utilizou-se o High Capacity cONA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), sendo a concentragéo final do cDNA de
3,0 ug. Este cDNA foi diluido segundo a concentragdo necessaria para a amplificagcao
eficiente de cada gene, sendo esta eficiéncia verificada segundo método descrito
abaixo.

3.13. PCR quantitativo (QPCR) — PCR real time

As reagOes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagMan™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que é constituido por um par
de primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. Foram utilizados kits TagMan™
assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para todos os genes, a saber: IL-
2 (Rn00587673_m1), IL-4 (Rn01456866_m1), IL-6 (Rn01410330_m1), IL-12
(Rn00575112_m1), IL-23A (Rn00590334 g1), adiponectina (Rn00595250 m1), IGF-
1 (Rn00710306_m1), IFN-a (Rn01400027_g1), IFN-y Rn00594078 m1), leptina
(Rn00565158_m1), e TNF- a (Rn00562055_m1).

O gene GAPD Rat (4352338E), foi escolhido como controle endbégeno da
reacdo. Ele serve para normalizar a expressdo do gene de interesse nas diferentes
amostras. A sonda GAPD esta marcada com o fluoréforo VIC®, enquanto os primers
para os alvos estdo marcados com o fluoréforo FAM®.

Antes de se iniciarem os experimentos de quantificacdo relativa da
expressao de qualquer gene, realizou-se a validacdo do sistema gene alvo, por
exemplo, adiponectina ou leptina, com o controle endégeno GAPD Rat. Verificou-se
que as eficiéncias de amplificagdo dos genes foram proximas a 100%. Esse passo &
essencial para que o controle endégeno possa ser utilizado para normalizar os valores
de expresséo relativa do gene de interesse (128).
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3.14. Validacao da eficiéncia dos genes de interesse

A validagao consistiu na amplificagao, tanto com os primers dos genes de
interesse quanto com o do controle enddgeno, dos cDNAs de triplicatas de
concentragbes diferentes (diluicbes seriadas) de uma amostra escolhida
aleatoriamente. Em seguida, foi construida uma curva padrao a partir do logaritmo da
concentracdo das amostras pelo CT (Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de
amplificacdo atravessa o limiar de deteccdo (Threshold), o qual é definido
arbitrariamente). Nessa curva, foram obtidos os valores da inclinacéo (slope) da curva
e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa forma, a eficiéncia do um sistema foi
calculada pela da férmula: E = 10¢"/slore) -1 Para exemplificar, a placa de validagéo
dos genes adiponectina, leptina e GAPD, foram feitas triplicatas de uma amostra de
cDNA de hepat6cito de rato em sete concentracdes diferentes (diluicdes seriadas de
5x).

ApGs o célculo das eficiéncias de amplificacdo de cada gene de interesse
e do controle enddgeno, foi construido um grafico de dispersdo, o qual tem por
finalidade definir qual € a amplitude de concentragdes para as quais o sistema é
eficiente. Para a construcdo do grafico, foram utilizados os mesmos valores de
logaritmo da concentragcdo das amostras no eixo X, e a diferenca entre as médias dos
CT do controle endbégeno e as médias dos CT do gene de interesse, para cada
concentracdo no eixo Y. A seguir, obteve-se uma linha de tendéncia para estes
valores, a qual possui uma equagéao de reta que permite verificar o valor da inclinagao
desta reta. Para que um sistema seja considerado eficiente, o valor da inclinacéo deve
ser menor que 0,1 (quanto mais préximo de zero for este valor, menor é a inclinagéo
da curva e, portanto, mais constante é a diferenca entre as médias dos CT do gene
de interesse e do controle endégeno). Os pontos no grafico, correspondentes as
concentragdes, que estiverem mais proximos a linha de tendéncia, sdo considerados

validados (o sistema tem 100% de eficiéncia nestas concentragoes).

Também para exemplificar, a concentragdo de amostra validada como

eficiente para os genes adiponectina, leptina e GAPD foi de 40,0 ng de cDNA (129).

Para a quantificacéo relativa dos genes em estudo, as rea¢des de PCR em

tempo real foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25uL de TagMan Universal
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PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) 2x, 0,625pL da solugéo
de primers e sonda, 1,625 pL de agua e 4,0 uL de cDNA (40ng de cDNA), sendo que
no controle negativo, foi adicionado 4,0 ul de agua ao invés do cDNA. As condi¢des
de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos de
95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Os valores da expressao génica relativa
foram obtidos pela analise dos resultados no programa 7500 System SDS Software
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e os valores finais apresentados nos
artigos estao em fold change, que representam quantas vezes 0s genes estdo mais
OU menos expressos em relacdo ao grupo controle (que, em todos os casos, esta

normatizado como o valor 1, a linha pontilhada presente nos graficos) (128).

3.15. Analise de citocinas no soro por Elisa

Esta andlise consiste na técnica de imunoensaio sanduiche
quantitativo. Um anticorpo monoclonal especifico para a substancia alvo foi pré-
adicionado em uma microplaca ainda na féabrica. As amostras, controles e padrdes
foram pipetados para os poc¢os e se a substancia em estudo estivesse presente seria
ligada pelo anticorpo imobilizado. Depois de lavar as substancias nédo ligadas, um
anticorpo policlonal com enzima ligada, especifica para a substancia, foi adicionado
aos pogos. Apds uma lavagem para remover qualquer reagente anticorpo-enzima nao
ligado, uma solucdo de substrato foi adicionada aos poc¢os. A enzima de reacao
produz um produto azul que fica amarelo quando a “solugdo de bloqueio” foi
adicionada. A intensidade de medigédo de cor estd em propor¢gado com a quantidade de
substancia alvo ligado na etapa inicial. Os valores da amostra foram entao lidos a

partir da curva padréo.

Para as reacdes realizadas neste projeto, foram usados kits comerciais de
Elisa Quantikine (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) para as substancias IL-2, IL-
4,1L-12, IL-6, IGF-1, IFN-qa, IFN-y e TNF-qa; para as substancias leptina e adiponectina

foram usados kits comerciais da empresa Millipore (St. Charles, MO, EUA).
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As placas dos dez kits foram analisadas no leitor de microplaca BioRad
680, (BioRadLaboratories, Hercules, CA, EUA), nos comprimentos de onda de 490 e
570nm, conforme recomendacgao dos fabricantes.

3.16. Analise estatistica

As andlises estatisticas dos dados obtidos ao longo dos trabalhos foram
realizadas no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA)
por andlise de variancia (Anova) com pos-teste de Bonferroni com significancia de 5%.
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Abstract

Introduction: Wounds are a common health problem. Coffee is widely
consumed and its oil contains essential fatty acids. We evaluated the local (skin) and
systemic effects associated with the topical use of coffee oils in rats.

Methods: Punch skin wounds (6 mm) incisions were generated on the
backs of 75 rats. Saline (SS), mineral oil (MO), green coffee oil (GCO), roasted coffee
oil (RCO), green coffee ground oil (GCGO) or roasted coffee ground oil (RCGO) were
topically applied to the wounds. Healing was evaluated by visual and
histological/morphometric optical microscopy examination; second harmonics
generation (SHG) microscopy, wound tissue g-PCR (values in fold-change) and blood
serum (ELISA, values in pg/mL).

Results: RCO treated animals presented faster wound healing (0.986 vs.
0.422), higher mRNA expression of IGF-1 (2.78 vs. 1.00, p = 0.01), IL-6 (10.72 vs.
1.00, p = 0.001) and IL-23 (4.10 vs. 1.2, p = 0.05) in early stages of wound healing;
higher IL-12 (3.32 vs. 1.00, p = 0.05) in the later stages; and lower serum levels of IFN-
y (11.97 vs. 196.45, p = 0.01). GCO treatment led to higher mRNA expression of IL-6
(day 2: 7.94 vs. 1.00, p = 0.001 and day 4: 6.90 vs. 1.00, p = 0.01) and IL-23 (7.93 vs.
1.20, p = 0.001) in the early stages. The RCO treatment also produced higher serum
IFN-a levels throughout the experiment (day 2: 52.53 vs. 21.20; day 4: 46.98 vs.21.56;
day 10: 83.61 vs. 25.69, p = 0.05) and lower levels of IL-4 (day 4: 0.9 vs.13.36, p =
0.01), adiponectin (day 10: 8,367.47 vs. 16,526.38, p = 0.001) and IFN-y (day 4: 43.03
vs.196.45, p = 0.05). The SHG analysis showed a higher collagen density in the RCO
and GCO treatments (p = 0.05).

Conclusion: Topical treatment with coffee oils led to systemic actions and
faster wound healing in rats. Further studies should be performed are necessary to
assess the safety of topical vegetal oil use for skin lesions.

Introduction

Acute wounds are a common health problem that affects 11 million people
and results in hospitalization of approximately 300,000 people hospitalized in the
United States [1]. Aging, obesity, diabetes, cardiovascular disorders, sensory
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neuropathies, and autoimmune diseases delay wound healing. In 2009, chronic
wounds affected 6.5 million people and had an annual cost of approximately $25 billion
dollars in the United States [2].

Typically, acute wound healing is a well-organized process that lead to
predictable tissue repair, with platelets, keratinocytes, immune surveillance cells,
microvascular cells, and fibroblasts playing key roles in the restoration of tissue
integrity [3]. These processes can be didactically divided into four overlapping stages:
homeostasis, inflammation, proliferation and remodeling. Studies have shown that
during this process, several pro-, and anti-inflammatory factors are produced either
locally or systemically, including leptin [4], interleukin (IL)2, IL-4, IL-6, and insulin-
related growth factor (IGF)-1 as pro-healing substances (important during initial healing
stages); adiponectin, IL-12, interferon (IFN)-a, and IFN-y [5] as anti-healing factors
(important at later healing stages); and tumor necrosis factor (TNF)-a, which has a

varying effect depending on its concentration [6].

For years, plants have been used in traditional medicine to treat a wide
range of human diseases [7]. Nevertheless, biomaterials for tissue engineering are
extremely expensive, and they require heavy expenses beyond the reach of most
patients in developing countries. Therefore, medicinal plants could be useful for
primary health care because they are inexpensive, safe, and effective natural products
compared with synthetic drugs [8]. Although effective wound dressing may not be
available, treatments that incorporate fresh homemade coffee powder have long been
recognized as a traditional medicinal practice [9]. In addition, the use of green coffee
oil in the cosmetic and pharmaceutical industries is increasing because of its
composition, hydration properties and ability to improve the skin barrier [10].

Coffee is one the most consumed plants in the world and Brazil is the largest
coffee producer and exporter, with an estimated production of more than 56 thousand
60-kg bags only in the 2016-2017 crop [11]. According to a study conducted by Oliveira
and colleagues, approximately 1/5 of the total production results in defective beans,
that are not suitable for beverage-use [12]. As an alternative, these beans could be
used for medicinal and cosmetic applications [13].

The aim of this study is to evaluate the local and systemic actions of different
types of topically — applied coffee oils.
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Materials and Methods

Seventy-five female Sprague-Dawley rats (strain NTacUnib:SD), with an
median age of 7-week were obtained from the University of Campinas Breeding Center
(CEMIB). The study was approved by the University of Campinas Institutional Animal
Care and Use Committee (CEUA protocol number 2929-1) and was performed in
accordance with the Brazilian College for Animal Experimentation and the International

Council for Laboratory Animal Science (/ICLAS) guidelines.

The sample size (15 animals per group, five for each analysis point) was

pre-determined by the CEUA, which limits the number of animals in each group.

The animals were housed in individual polypropylene cages under the
following conditions: 22°C, 12:12-hour artificial light-dark cycle and ad libitum access
to food and drinking water. After random selection, the rats were anesthetized
(ketamine 50 mg/kg-1, xylazine 7.0 mg/kg-1, and diazepam 2.0 mg/kg-1). Using 6.0
mm punches [14, 15], we produced four wounds on the left side and four on the right
side of the back of each animal. The animals were randomly divided into 5 groups of
15 animals as follows: Group 1 — the lesions were only cleaned with saline solution
(SS) on the left side and treated with mineral oil (MO) on the right side; Group 2 — the
lesions were treated with MO on the left side and green coffee oil (GCO) on the right
side; Group 3 — the lesions were treated with MO on the left side and roasted coffee
oil (RCO) on the right side; Group 4 — the lesions were treated with MO on the left side
and green coffee oil grounds (GCOG) on the right side; Group 5 — the lesions were
treated with MO on the left side and roasted coffee oil grounds (RCOG) on the right
side. Immediately after the wounds were produced, the first product application was
performed on each lesion. The animals in Groups 2, 3, 4 and 5 were treated with topical
MO on the left side wounds, the same considered as treatment on Group 1, to assess
whether the coffee oils had a systemic effect on the animal. The lesions on each side
were covered with different gauzes reinforced with tape to avoid admixtures of the
different oils applied to the same animal. The animals had access to water with
paracetamol to help control the pain. The wounds were cleaned with SS, the topical
application of oils was repeated, and the bandages were replaced daily until the
established euthanasia dates.
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Sample collection

After random selection for euthanasia on days 2, 4, or 10 (five animals each
day), the rats were anesthetized with thiopental (85.0 mg/kg-1). Photographs were
taken, and blood was immediately collected to measure healing-related substances
using ELISA. Skin sections of the shaved dorsal areas of two wounds on each side
were excised to the fascia, with the proximal halves separated, for histological analysis.

Clinical evaluation

During the daily handling of each animal, the rate of wound contraction, the
reduction of the erythema and edema, and the re-epithelization were visually assessed

by comparing the lesions with each other and with previously taken photos.
Wound area

Wounds were photographed on days two, four and 10 after surgical
intervention with a constant focal length. The unhealed areas were quantified by the
“number of pixels". The reduction relative to the topographic opposite (on the left side)
was determined for each wound treated (on the right side). In this way, the proportion
of the treated wound that remained unhealed after the experiment began could be
quantified in relation to the control side of the same animal. This proportion was

considered 100% on day zero [16].
Histology

Sections of the euthanized animals were stained with hematoxylin and eosin
(H&E) were blindly evaluated for the qualitative analysis, we evaluated the type of cells
that made up the inflammatory environment. All animals presented fibroblasts and
endothelial cells as well as few lymphomononuclear cells amid collagen bundles
(mature granulation tissue). For the morphometric analysis (carried out in ten x 400
random fields and aided by an eyepiece with cycloids grid coupled to the ocular lens),
all nuclei abutting the cycloids were counted on sections of the euthanized animals
obtained on day 10 and the results were recorded as the arithmetical average, as

previously described [17].

SHG analysis
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Nonlinear imaging was used to evaluate the collagen organization of the
skin via the second harmonic generation (SHG) technique. Images from wound areas
were acquired from the National Institute of Photonics Applied to Cell Biology
(INFABIC) using a microscope (Zeiss Axio Observer.Z1 LSM780; Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) with 512 x 512 pixels spatial resolution each. The sample was
excited by a MaiTai Ti:Sapphire laser (Spectra Physics, Santa Clara, CA, USA) at a
frequency of 800 nm and a 10x objective. For quantitative image analyses, we used
the optical density tool in Imaged (NIH, available from http://rsb.info.nih.gov/ij). Inside
the wound, we selected the central area of the wound as the specific region of interest
(ROI), and this box was used for all images.

RNA extraction

Samples of the healed area of the skin were obtained using 6 mm punches
in the same location of the original lesions to avoid collecting normal skin, with samples
collected from the two lesions on the control side and two lesions on the treated side

closest to the animal’s tail.

The wounds were homogenized in 1 mL of TRIzol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), and the total RNA was obtained following the manufacturer's
instructions. A High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) was used to reverse transcribed three micrograms of total mRNA.

Real-time PCR

For the PCR assay, each well contained 40 ng of cDNA, 0.5ul of the specific
primer, 5.0 pl of TagMan Universal Master Mix (4369016, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) and RNase -free water to a 10 pl final volume according to the
manufacturer's recommendation. TagMan PCR Master Mix Gene expression
analyses were performed on a Step One Plus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Rat Gapdh was used as the reference gene for all
samples. The reference gene and the specific primers were purchased from Applied
Biosystems and consisted of the following: adiponectin (Rn00595250 m1)IL-2
(Rn00587673_m1), IL-4 (Rn01456866_m1), IL-6 (Rn01410330_m1), IL-12
(Rn00575112_m1), IL-23 (Rn00590334 g1), IFN-a (Rn01400027_g1), IFN-y
(Rn00594078_m1) and IGF-1(Rn00710306_m1),. The average of the control group
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(MO) on each treatment day (day 2, 4 or 10) was used as the calibrator sample for all
groups. The PCR efficiency was calculated before the start of the experiments, and
the 2*-DDCT method was used to calculate gene expression [18].

ELISA

Serum was obtained by centrifuging of whole blood samples (10 min, 4°C,
3.500 RPM). This trial used the Quantitative Sandwich Enzyme Immunoassay
Technique. Quantikine ELISA kits for IL-4, IL-12, IL-6, IGF-1, IFN-a and IFN-y, were
purchased from R&D Systems Minneapolis, MN, USA, and for leptin and adiponectin
were purchased from Millipore, St. Charles. All plates were analyzed using a Bio-Rad
680 microplate reader, (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), at 450 nm and 570

nm wavelengths according to the manufacturer’'s recommendations.
Coffee oils extraction

The coffee oil was purchased wholesale from a trader of raw coffee beans

produced by farmers in the region of Varginha, MG, Brazil.

Half of the beans were roasted in a Lilla -Coffee Roaster with capacity of 6
bags (60 kg/bag) of coffee beans (Lilla Inc, Guarulhos, SP, Brazil) following the typical
method of producing coffee for domestic consumption in Brazil, and the beans were

then processed at the cold -expeller press to extract the roasted coffee oil.

The second half was directly processed in the same press expeller. A
Piratininga coffee -press adapted to extract coffee oil was used (Maquinas Piratininga
Jaboatao dos Guararapes, PE, Brazil). Both oils were filtered in the filter press
equipment. The green and roasted coffee grounds kept by the filter were used in the
GCGO and RCGO treatments in this study.

Coffee oils composition

The essential fatty acids composition of the green and roasted coffee oils
were analyzed by gas chromatography following the methodology described by the
American Oil Chemists’ Society (AOCS) [19]. The analysis conditions were as follows:
capillary gas chromatograph (CGC), AGILENT 6850 SERIES GC SYSTEM (Agilent,
Santa Clara, CA, USA); and capillary column, DB-23 AGILENT, with a (50%
cyanopropyl)—methylpolysiloxane phase, 60 m length, 0.25 mm & int and 0.25 um
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film. The operating conditions of the chromatograph were as follows: column flow
rate = 1.00 mL/min; linear velocity = 24 cm/s; detector temperature = 280 °C; injector
temperature = 250 °C; oven temperature= 110 °C for 5 min, 110 °C—215°C at
5 °C/min, and 215 °C for 34 min; carrier gas = helium; and volume injected = 1.0 pL.

The phenolic composition of the oils was analyzed via gas chromatography
— mass spectrometry (GC-MS). Aliquots of 100 pL of the oil samples were derivatized
with 500 pL of N,O-Bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide, Trimethylchlorosilane (BSTFA
+ TCMS) solution (99: 1) (Supelco, Bellefonte, PA, USA) at 60 °C for 3 h. The dilution
of derivatized sample was 1:10. The column set consisted of aTR-5 at 7 m x 32 mm
(df = 0.25 um). The volume injected was 1 pL using a split/splitless injector (1:50) with
a closed purge for 3.0 min. The injection port was kept at 280 °C, and the MS transfer
lines were kept at 300 °C. For all runs, the oven temperature programming was set to
increase from 60 °C to 240 °C at 3 °C min-'. The MS ionization source was maintained
at 250 °C and 70 eV, and the scan range was set from m/z 40-600 units (scanning
interval, 0.064 s). Peak identification was performed by matching against the NIST
2010 (NIST — Gaithersburg, MD, USA) and the FFNSC (Chromaleont — Messina, Italy)
spectra libraries [20, 21].

Statistical analysis

Two-way analyses of variance (2-way ANOVAs) and Bonferroni post-tests

were used at a significance level of 5% using GraphPad Prism software.

Results
Clinical evaluation

The visual evaluation performed during the daily manipulation of each
animal (for performing treatment renewal, taking photographs and changing dressing)
indicated that if the wound was kept moist for a longer period, the wounds healed better
[22], which was noticeable in the control group animals as shown in Fig. 1. The wounds
on the right side, which received MO, show more advanced healing than the wounds
on the left side, which were only cleansed with saline. A significant improvement in the
Group 3 animals treated with RCO was noticeable compared with that of the other
groups. In this group, more effective wound healing was observed starting on the
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second and third days. The GCGO and RCGO treatments induced the formation of
crusts at the wound site, which led to worsened cicatrization. Therefore, these groups
could not be analyzed. Fig. 2 depicts representative images of Groups 1-5.

Fig. 1: Representative image of the wounds on a control group animal. The
wounds on the left were only cleansed daily with saline whereas the wounds on the
right were treated with MO. This photograph was taken 10 days after the wounding

procedure. Bar = 1 cm

Fig. 2: Representative image of wound treated with MO (G1), GCO (G2) and RCO
(G3). Wound healing was faster in G3, although significant differences were not

observed among the groups.
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Wound area

The ulcer areas measurement results (shown in Table 1) show that the
wounds treated with RCO presented a higher healing speed (b) of the corresponding
derivative. The second-degree derivative of the curves displays the effect, showing a
two-fold faster healing process for the RCO treatment compared with the control group.
The scarring area, however, was occasionally difficult to measure because of the
presence of crusts that were not removed with the delicate cleansing. The crusts that
persisted were not removed; therefore, the histological evaluations were the most
relevant parameters.

Table 1. Wound area.

Polynomial Regression .
Treatment Area Healed . Healing speed *
Coefficients

25% 50% | A B -0
G1 MO 4.72 7.7 -5.9 0.422 0.422
G2 GCO 4.9 8.5 -2.8 0.622 0.622
G3 RCO 3.9 6.7 -3.7 0.986 0.986

Wound area healed, polynomial regression coefficients and healing speed of Groups

1-3. * Second-degree derivative

Histology

Initially we analyzed the samples subjectively. On day 2, wound re-
epithelialization had begun and higher cellularity and noticeable deposition of young
collagen were observed in the animals treated with GCO and RCO. On day 4
(proliferation phase), the re-epithelialization was more pronounced in the GCO and
RCO -treated animals. Cellularity was already lower in animals treated with GCO and
RCO, and wound filling was greater in the control group animals. On day 10
(remodeling phase), the animals exhibited complete wound re-epithelialization. Fig. 3

displays representative histological images on days 2, 4 and 10.



61

Fig. 3: Comparative histological analyses between the animals showing faster
(A, C, E, F) and slower (B, D) healing . Incipient cellular connective tissue on the 2nd
day after injury (A); only necrotic-inflammatory material at the base of the ulcer in the
other animal (B). Granulation tissue with collagen fibers deposited on the 4th day (C)
and only slightly increased cellularity (D). Granulation tissue extensively collagenized
on the tenth day, with almost complete re-epithelialization and discrete unevenness of
the cicatricial area (E, F). [H&E, original magnification x120 (A-D, F), x50 (E). Bar=
110um (A-D,F); 250 um (E)].
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As previously stated, the animals treated with GCGO and RCGO showed
worse wound healing (Fig. 4) compared with the control animals, and they presented

crusts and a persistent non-healed area.

Fig. 4: Representative image of wound treated with coffee ground oils. On the
10th day of coffee ground oil treatment, the inflammatory process persisted within the
depth of the dermis under the scar. Several foreign body giant cells (arrows) contain
various forms of blue-brown material. [H&E, original magnification x100 (A) and x400
(B)]. Bar = 15 um (A) and 20 um (B)

Fig.5 depicts the cell count results observed for the wounded dermis area of all groups
at day 10 after surgery. General statistically significant differences were observed
between the treatment sides (left is the control and right is the treatments, p = 0.001),
although statistically significant differences were not observed among the treatments.
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Fig. 5: Wound site cellularity. Number of cells in the wound bed sites of
the control and treatment sides of each group.

SHG

Statistically significant differences in collagen density were observed
between the controls on the left side (4,404.83 + 1,011.74 vs. 35,840.57 £ 8,940.17. p
= 0.05). SS applied with MO (control group) presented lower values compared with
MO applied with RCO, and the wounds treated with GCO had higher collagen densities
than the control wounds (14,853.77 + 9,034.13 vs. 70,089.94 + 30,071.20, p = 0.05).
The Fig. 6 displays representative SHG images of wounds treated with MO, GCO and
RCO.
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Fig. 6: Representative images of wounds used in the SHG analysis. Image A
(control group); B (GCO group); and C (RCO group). All images were taken with a 10x
objective lens.

Real-time PCR

The real-time PCR results are presented as the fold change in expression
relative to that of the control group (MO treatment).

We found that the GCO treatment increased the levels of IL-6 mRNA at the
wound site throughout the experiment, especially on days 2 (7.94 + 0.18-fold change
vs. 1.00 + 0.18 in the control) and 4 (6.90 + 3.35-fold change vs. 1.00 £ 0.21 of the
control group and 0.75 + 0.44 of the RCO group) and increased the levels of IL-23
mRNA on day 4 (7.93 £ 5.13-fold change vs. 1.20 + 0.30 of the control group). Animals
treated with RCO had higher levels of IL-6 mRNA on day 2 (10.72 + 3.05-fold change
vs. 1.00 £ 0.18 in the control group), IL-23 on day 4 (4.10 + 3.9-fold change vs. 1.20
0.30 in the control group), IGF-1 on day 4 (2.78 + 1.00-fold change vs. 1.00 £ 0.1 in
the control group) and IL-12 on day 10 (3.32 = 0.76-fold change vs. 1.00+0.10 in the
control group). The other cytokines did not have statistically significant results. The

results of the cytokine analysis of the tissue samples are shown in Fig. 7.
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Fig. 7: qPCR results for IGF-1, IL-6, IL-12 and IL-23. The letters above the bars
represent a statistically significant difference between the group represented by the
bar and the group represented by the letter as follows: a = control; b = GCO; ¢ =RCO;
d =GCGO; and e = RCGO. The p-values are as follows: IGF-1, p = 0.01; IL-12, p =
0.05; IL-6, p = 0.001 for RCO and p = 0.01 for GCO; IL-23, p = 0.001 for GCO, p =
0.05 for RCO and p = 0.05 for GCO vs. RCO.

The IGF-1, IL-6 and IL-23 (beneficial for wound healing, mainly in early
stages) results are consistent with the improved healing observed in animals treated
with RCO and GCO in this study. A positive IL-12 (anti-inflammatory, important at later
stages) result was observed on day 10 in the RCO treatment.

ELISA

ELISA tests were performed to assess whether the topical application of oils

could induce a systemic response.

The animals treated with RCO and GCO had lower systemic levels of IFN-
y on day 4 compared with that the control animals (43.03 £ 5.79, 11.97 + 11.63 and
196.45 = 119.44 pg/mL, respectively), and the RCO treatment also reduced the levels
of IL-4 on day 4 (0.9 £ 0.9 pg/mL vs. 13.36 £ 3.88 pg/mL) and adiponectin on day 10
(8,367.47 + 1,302.80 pg/mL vs. 16,526.38 £ 1,858.37) compared with that of control.
This treatment also increased the systemic levels of IFN-a throughout the entire
experiment compared with that of the control (day 2, 52.53 + 2.77 pg/mL vs. 21.20
2.57;day 4, 46.98 £ 2.40 vs. 21.56 £ 1.74; day 10, 83.61 =+ 15.08 vs. 25.69 £ 9.80).

Fig. 8 shows the cytokines levels that had a statistically significant response.
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Fig. 8: Graphs representing the ELISA results for IL-4, adiponectin, IFN-y and
IFN-a. The p-values are as follows: IL-4, p = 0.01; adiponectin, p = 0.001; IFN-y, p =
0.01 for RCO and p = 0.05 for GCO and IFN-a, p = 0.05.

The circulating levels of IL-4 (beneficial for wound healing in initial stages)
found in the GCO-treated animals are consistent with a better healing outcome. IFN-
a, IFN-y and adiponectin are cytokines important at later stages of healing and
represent anti-inflammatory substances. The IFN-y (for RCO and GCO) and
adiponectin (for GCO) levels were consistent with the improved outcome found with
these treatments. However, animals had higher systemic levels of IFN-a in the GCO

treatment throughout the experiment.
Coffee oil composition

The complete essential fatty acids compositions of the green and roasted
coffee oils are detailed in Table 2. The fatty acids observed at high percentages were
linoleic, palmitic, oleic and stearic acids in both oils. Statistically significant differences
for the presence of these compounds were not observed.

Table 2. Essential fatty acid compositions of GCO and RCO.



Compound % in GCO | % in RCO
C14:0 0.13 0.12
C15:0 0.04 0.03
C16:0 34.8 32.2
C16:1 0.04 0.04
C17:0 0.14 0.13
C18:0 7.79 8.45
C18:1 9.29 10.53
C18:2 trans - 0.03
ci18:2 41.86 42.4
C18:3 1.47 1.52
C20:0 2.99 3.06
C20:1 0.33 0.33
C22:0 0.84 0.87
C24:0 0.3 0.31

GCO, green coffee oil; RCO, roasted coffee oil.
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Differences were observed in the phenolic composition of these oils. The

main compounds of the GCO are listed in Table 3, and they consisted of hexadecanoic

acid (trimethylsilyl ester), 9,12-octadecadienoic acid

(methyl

9,12-

octadecadienoic acid (trimethylsilyl ester) and hexadecanoic acid. Additionally, 29.7%

of the compounds were not identified.



Table 3. Phenolic composition of the GCO.

Compound Name Molecular formula | Area (%)
Cyclohexanone, 2-methyl C7Hi20 0,09
1H-Pyrrole, 2,5-dihydro Cs4H7N 0,27
Caffeine CgHioN4 O2 1,46
Tetradecanoic acid, trimethylsilyl ester C17 Hse O2 Si 0,13
Hexadecanoic acid Ci6 H32 O2 6,6
Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester C19 Hao O2 Si 29,54
9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester C19H3402 15,62
9,12-Octadecadienoic acid, trimethylsilyl ester | C21H4002Si 12,3
Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester C21H4402Si 1,01
Docosanoic acid C22 Haa O2 0,36
Eicosanoic acid, trimethylsilyl ester Cas Hag O2 SI 1,36
Di-n-octyl phthalate C24H3804 0,94
9-Octadecenoic acid (2) C1s H34 O2 0,62
Unidentified compounds - 29,7
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The main compounds of the RCO as identified by GC-MS was hexadecanoic acid

(trimethylsilyl ester), 9,12-octadecadienoic acid (methyl ester), hexadecanoic acid,

octadecanoic acid and unidentified compounds (47.20%) as shown in Table 4.

Table 4. Phenolic composition of the RCO.

Compound Name Molecular formula | Area (%)
2,4-Decadienal C1o0H160 0,12
1H-Pyrrole, 2,5-dihydro C4H7N 0,04
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Caffeine CgH10N4O2 1,29
Tetradecanoic acid, trimethylsilyl ester C17H3602Si 0,1
Hexadecanoic acid, methyl ester C17H3402 0,04
Hexadecanoic acid Ci16H3202 9,08
Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester C19H4002Si 17,19
9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester | C19H3402 14,37
Octadecanoic acid C1sH3602 8,81
Docosanoic acid C22H4402 1,06
a-Springene CooHs2 0,57
Tetratetracontane CaaHoo 0,08
2,6,10,14-Tetramethylheptadecane Ca21Ha4 0,05
Unidentified compounds - 47,2
Discussion

On day 2 (inflammation phase) the vessels were congested. A greater
number of dilated vessels at this stage corresponded to faster healing because
neutrophils and monocytes are attracted to the wound site [23]. On day 4 (proliferation
phase), the vessels were no longer highly dilated, but their cells began to proliferate.
Collagen was observed in greater quantities on day 4 for wounds showing earlier
healing.

On day 10 (initial remodeling phase): Some animals still had remnants of
young collagen (the same as the second day) that had not yet been replaced by the
mature, thick fibers. A considerable area of the cavity formed in the experiment was
already filled; however, the central area was still depressed relative to the adjacent
normal skin [14].
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The results summarized in Fig. 5 shows that the group treated with RCO
had a lower cell count, although the difference was not significant. This finding could
be explained by the low number of animals used in each group.

As the wound healing process advances, fibroblasts should produce and
deposit collagen into the extracellular matrix. SHG microscopy is a non-linear imaging
technique that provides morphological information on biological tissues. Collagen
fibers produce a good SHG signal [24]. SHG has been used for the study of the
distribution, orientation and quantification of collagen in different tissues, diseases
such as tumors, scars and for the evaluation of skin photodamage. In the RCO-group,
the lesions treated with MO, had a higher collagen density compared with the control
group; and in the GCO-group, the lesions treated with MO presented a similar result.
This finding might suggest a systemic effect of roasted coffee oil when topically applied
to animal skin.

As previously stated, the wound healing response is regulated by a large
quantity of cytokines secreted by the associated cells [25]. Of the cytokines analyzed
in our study, IGF-1, IL-4, IL-6, IL-23 are pro-inflammatory substances that are important
at the initial stages of wound healing, whereas adiponectin, IL-12, IFN-a and IFN-y are

anti-inflammatory substances that are important at later stages of wound healing.

Adiponectin is secreted from adipocytes and is a metabolic regulator of
lipids and glucose [26]. A study using a mouse model found that when adiponectin is
directly injected into the wound edge, accelerated wound healing occurred [27]. Our
results showed that the use of GCO decreases the level of circulating adiponectin
compared with the control group. In another study on adiponectin’s role in wound
healing, the authors found that it suppressed keratinocyte differentiation and
proliferation and induced apoptosis [28]. The use of RCO and GCO reduced the serum
adiponectin levels during all time points of our study, which is consistent with the results
found in the histological evaluation and the results of the study performed by Kawai
and colleagues. However, further studies on the action of adiponectin in skin wound
healing are necessary to clarify its role. We found that treatment with GCO can
increase the levels of IFN-a produced by the animals on days 2, 4 and 10 because it
was detected in serological analysis by ELISA throughout the treatment period. IFN-a

plays a key role in innate immune responses and primes the immune system for
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subsequent adaptive immune responses. Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are the
major source of IFN-a [29] and represent a rare population of circulating cells that
specialize in the production of large amounts of type | IFNs [30]. pDCs have recently
been identified as a major IFN-a inducer in wounded mouse and human skins, and
these cells may be able to distinguish self-DNA from skin cells injured at the wound
site, which lead to increased IFN mRNA expression via the Toll-like Receptor (TLR)-7
and TLR9 endosomal pathways and skin reepithelialization [30].

The use of GCO and RCO decreased the systemic level of IFN-y on day 4
compared with the other treatments. IFN-y exerts regulatory functions to limit the tissue
damage associated with inflammation [29]. A study performed by Tanno and
collaborators found that skin wound healing in rats was enhanced by inducing the
early-phase production of IFN-y. Into that group, the IFN-y roles may have differed
between the early (activate macrophage phagocytosis and promote VEGF production)
and late stages (inhibit TGF-B) [31].

IGF-1 is a growth factor produced by fibroblasts and other epithelial cells,
and it plays an important role in re-epithelialization and granulation tissue formation
during the wound healing process [32]. One of its roles is vascular endothelial
insulin/IGF-1 signaling in the homeostasis of the skin vasculature and in
neovascularization on the skin during wound healing [33]. Because of the role of IGF-
1 in angiogenesis, promoting high levels in the early stages of the wound healing
process is important. In this study, we found higher levels of IGF-1 mRNA expressed
in the skin of the animals treated with RCO on day 4 of treatment compared with that

of the control animals.

IL-6 plays an important role at the beginning of the inflammatory response
and act as a chemotactic factor for leucocyte recruitment. Butzelaar and colleagues
found that lower levels of this cytokine in the early stage of skin wound healing could
lead to hypertrophic scar formation [34]. Our group found higher levels of IL-6 mRNA
expressed at the wound site in the animals treated with GCO on days 2 and 4 and with
RCO on day 2, and the RCO-treated animals showed better wound healing among all
groups of this experiment. None of the animals in our study had hypertrophic scars,
which is consistent with the results found by other researchers. Another study stated
that IL-6 deficiency can lead to hyper-inflammatory macrophage activation, which
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could produce a chronic wound state because of the destruction of the newly formed
tissue [35].

IL-12 is a cytokine primarily produced by monocytes, macrophages and
dendritic cells and is likely involved in the development of cell-mediated immunity [36].
This cytokine induces IFN-y synthesis [37], and a previous study demonstrated that
the administration of additional IL-12 on acute skin wound sites increased the local
metabolic rate, which benefited the healing process [38]. The results of this study
suggest that the topical use of RCO in wounds may have promoted the local synthesis
of IL-12 without interfering with its systemic levels.

The relatively recently discovered IL-23 cytokine is involved in the
pathogenesis of psoriasis (an injection of this cytokine can lead to psoriatic lesions
formation on the skin), and it is related to the IL-12 and Th17 responses [39]. Our study
found higher levels of IL-23 mRNA in GCO and RCO-treated animals on day 4. One of
the possible actions of this cytokine is the hyperproliferation of keratinocytes (a sign of
psoriasis). This result is consistent with the IL-12 data and may indicate possible
crosstalk among these substances in skin cell proliferation [40].

The differences observed between the GCO and RCO-treated animals
could be associated with the phenolic composition of these oils, because statistically
significant differences in the fatty acid composition were not observed. Our results
showed higher quantities of hexadecanoic acid and trimethylsilyl ester in the GCO and
higher quantities of octadecanoic acid in RCO. The percentage of unidentified
compounds (29,7% in GCO and 47,20% in RCO) was an interesting finding. Several
studies have focused on the efficacy of using coffee oil for improving skin, and green
beans have generally been used as the source [10, 13]. Further studies are needed to
detail the total composition of these oils.

Conclusions

In summary, the results presented here encourage the use of RCO on skin
wounds. Both coffee oils (GCO and RCO) produced systemic effects as observed in
the serum cytokine levels and SHG analysis results. Further studies may identify the

most active molecules and the mechanisms of action.
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Resumo

Introducdo: O uso de plantas medicinais e seus derivados esta
aumentando, e aproximadamente um terco de todos os fitoterapicos tradicionais séo
destinados ao tratamento de feridas. Os produtos naturais usados nesses tratamentos
incluem Oleos vegetais, que sao ricos em acidos graxos essenciais. Uma vez em
contato com uma superficie ulcerativa, o 6leo atinge os vasos sanguineos e linfaticos,

provocando efeitos sistémicos.

Objetivo: Este estudo avaliou os possiveis efeitos locais e sistémicos de
acidos graxos essenciais (6leo de girassol) aplicados topicamente em feridas de ratos.

Métodos: Feridas incisionais cutaneas de espessura total (6 mm) foram
produzidas utilizando-se bisturi circular no dorso de 30 ratos. Solugao salina (SS), 6leo
mineral (MO) ou &cido graxo essencial (AGE) foram aplicadas topicamente. A
cicatrizacao foi avaliada ap6s 2, 4 e 10 dias (n = 5 por grupo) por exame visual e
histolégico / morfométrico, microscopia de segunda geracdo harmoénica (SHG) e
quantificacao de citocinas e fatores de crescimento no tecido cicatricial (PCR em
tempo real) e no soro (Elisa).

Resultados: animais tratados com MO / AGE apresentaram maior
expressao de RNAm de IGF-1, leptina, IL-6 e IFN-y e menores concentragdes séricas
de IL-6 que animais controle (SS / MO). A analise de SHG nao mostrou diferenca na

densidade de colageno entre os animais tratados com MO e AGE.

Concluséo: O tratamento com AGE induz efeitos topicos (observados pelo
IGF-1, leptina, IL-6 e IFN-y) e sistémicos, diminuindo a concentragéo de IL-6 no soro.
Como o 6leo € amplamente utilizado para encurtar o tempo de cicatrizagao da Ulcera,
estudos sdo necessarios para avaliar a seguranga do tratamento e possiveis efeitos

indesejaveis.

Introducao

O processo de cicatrizagdo envolve quatro fases altamente integradas e
sobrepostas: hemostasia, inflamagao, proliferacdo e remodelagdo tecidual [1]. A
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complexidade molecular do processo de reparo da ferida deriva do fato de que ele é
modulado por centenas de genes envolvidos como fatores de crescimento, citocinas
pro-inflamatoéria e na sinalizagao de citocinas [2]. A pele é agora reconhecida como
um érgao enddcrino, que pode produzir hormdnios, expressar diferentes receptores e

modular a produgao local de citocinas [3].

Estratégias baseadas em plantas e drogas a base de plantas séao
abordagens alternativas para o tratamento de feridas, principalmente nos paises em
desenvolvimento, devido a sua simplicidade e baixo custo [4, 5]. Quase 65% da
populagdo mundial usou plantas como agentes medicinais nas modalidades de
cuidados primarios de saude e aproximadamente um ter¢o de todos os medicamentos
fitoterapicos tradicionais sdo destinados ao tratamento de feridas ou doencas da pele,

em comparagao com apenas 1-3% dos medicamentos modernos [2].

Em relacdo aos extratos de plantas medicinais, os 6leos sdo usados
principalmente para fins de tratamento da pele, especialmente aqueles ricos em
acidos graxos essenciais (AGE), porque esses compostos (como o acido linoleico)
S0 necessarios para manter a integridade epidérmica e a barreira de agua da pele
[6]. O 6leo de semente de girassol contém lipidios de composicdo semelhante ao
estrato cdérneo [7] e € um dos b6leos mais aplicados que podem ser usados em uma
dieta regular [8]. Entretanto, a seguranca desses 6leos deve ser testada, pois podem
induzir uma resposta inflamatéria [9]. Nos hospitais brasileiros, € comum a aplicacao
de gases incorporados ao AGE nas feridas (como Ulceras de pressao) [6].

Avaliamos os efeitos sistémicos locais e possiveis da aplicacdo tépica de
um ébleo rico em AGE em feridas cutaneas de ratos.

Materiais e métodos

Trinta ratos Sprague-Dawley fémeas (linhagem NTacUnib: SD), com idade
média de sete semanas, foram obtidas no Centro Multidisciplinar de Investigacéao
Biolégica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB). O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade de Campinas (CEUA) sob o
protocolo numero 2929-1 e foi conduzido de acordo com as diretrizes do Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal e do Conselho Internacional de Ciéncia Animal
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de Laboratério (ICLAS). Para seguir as recomendacoes da International Animal Care
and Use Centre (IACUC) de utilizar o menor nimero possivel de animais por grupo e
avaliar a acao sistémica do 6éleo de AGE aplicado topicamente (Saniplan, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), utilizamos um modelo em que os animais do grupo controle
receberam dois animais. tratamentos [10]: solugédo salina (SS) como controle e 6leo
mineral (OM) como tratamento. O grupo de tratamento também recebeu dois
tratamentos: OM como controle e 6leo de AGE como tratamento. O contetdo quimico
deste 6leo € o seguinte, de acordo com o fabrincante: acido caprico, acido caprilico,
acido caproico, acido laurico, acido linoleico, lecitina, palmitato de retinol, acetato de

tocoferol e alfa-tocoferol [11].

Os animais foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno com livre acesso a
alimentos e agua. A temperatura ambiente foi fixada em 22 ° C e a iluminagéo foi
ajustada em um ciclo artificial claro-escuro de 12:12 horas. Os ratos foram
anestesiados com uma combinagao de quetamina a 50 mg.kg™, xilazina a 7,0 mg.kg
1 e diazepam a 2,0 mg.kg™'. Usando punchs de bidpsia de 6,0 mm, produzimos oito
feridas nas costas de cada animal: quatro no lado esquerdo e quatro no lado direito,
paravertebrais. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 15
animais: grupo 1 - controle (SS / OM) em que as feridas s6 foram limpas com solucao
salina (SS) no lado esquerdo e tratadas com 6leo mineral (OM) a direita e grupo 2
(OM/ AGE) no qual as lesdes foram tratadas com OM a esquerda e com AGE a direita
(fig. 1). ApoOs as feridas terem sido produzidas, os animais receberam o tratamento
especifico para cada lesdao. As lesdes foram cobertas com gaze e fita para evitar a
mistura dos diferentes 6leos aplicados ao mesmo animal. Todos os animais foram
acompanhados ap6s o procedimento até o final da anestesia, para avaliar como eles
acordariam e receberiam comida e agua. Para diminuir / controlar a dor, os animais
tiveram acesso a agua com paracetamol (200 mg.kg™') ad libitum nos dois primeiros
dias e foram avaliados duas vezes ao dia para sinais de desconforto (baixa ingestao
de agua e alimentos, excesso de vocalizagao, peso, expressoes faciais [12]). Todas
as feridas foram limpas diariamente com SS, os tratamentos foram reaplicados, e os

curativos foram substituidos até os animais serem eutanasiados.
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Figura 1: Esquema das feridas produzidas no dorso de cada animal.
As lesbes do lado esquerdo (A-D) receberam o tratamento controle: SS no grupo 1 e
OM no grupo 2. Lesbes no lado direito (E-H) receberam o tratamento: OM no grupo 1
e AGE no grupo 2.

Coleta das amostras

Apls a selecdo aleatéria para eutanasia por puncgao cardiaca nos dias 2, 4
e 10 (cinco animais por dia), os ratos foram anestesiados com tiopental a 85,0 mg.kg
! e lidocaina a 10 mg.ml (para confirmar a profundidade anestesia, os animais
tiveram sua taxa de respiracao e falta de resposta a estimulos) [13, 14] fotografias das
lesdes foram feitas a altura fixa e o sangue foi imediatamente coletado para analises
sorolégicas por Elisa. Fragmentos de pele da area da ferida foram extirpados a fascia
e bissectados: metade para analises histol6gicas (feridas mais proximas da cabeca
do animal, duas para cada tipo de tratamento) e a outra metade para andlises de PCR
em tempo real (QPCR) (feridas mais préximas da cauda do animal).

Avaliacao clinica
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Durante os cuidados diérios, a taxa de contragédo da ferida, diminui¢cdes no
eritema e edema e re-epitelizagdo foram avaliadas visualmente através da

comparacao das lesdes entre si e com as fotos tiradas anteriormente.

Histologia

Cortes de pele corados com hematoxilina e eosina (HE) de todos os
animais foram avaliados por dermatopatologista para andlise qualitativa das células
inflamatorias, como fibroblastos, células endoteliais e células linfomononucleares, em
meio a feixes de colageno (tecido de granulagcdo maduro). Para a morfometria
(realizada em dez campos aleatérios com aumento total de 400x usando uma ocular
com grade de cicloides acoplada a lente), foram contados todos os nucleos limitrofes
dos cicloides e os resultados foram registrados como o nimero médio de células na

area cicatrizada, como descrito anteriormente [15].

Analise por geracao de segundo harménico (SHG)

Utilizamos imagens nao-lineares para avaliar a densidade de colageno na
pele através da técnica de SHG. As imagens das areas das feridas foram obtidas no
Instituto Nacional de Foténica Aplicada a Biologia Celular (INFABIC) usando um
microscopio Zeiss Axio Observer.Z1 LSM780 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha)
com 512 x 512 pixels de resolugao espacial. Um laser MaiTai Ti: Sapphire (Spectra
Physics, Santa Clara, CA, EUA) foi usado para excitar as amostras a 800 nm com uma
lente objetiva de 10x. Para andlises quantitativas de imagens, usamos a ferramenta
de densidade éptica Imaged (disponivel em http://rsb.info.nih.gov/ij). O centro da ferida
foi selecionado como a regiao de interesse especifica (ROI), e a mesma caixa (com a
mesma area) foi usada em imagens obtidas de animais eutanasiados no dia 10.

Extracao de RNA

Amostras de pele cicatrizada foram obtidas com pungbées de 6 mm do
mesmo tamanho e na mesma localizag&o da lesdo original para evitar a coleta de pele

normal.



86

Amostras de pele foram homogeneizadas em 1 mL de TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), e o RNA total foi obtido de acordo com as instrucbes do
fabricante. Utilizou-se um kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) para transcrever reversamente tres microgramas
de RNAm total.

PCR em tempo real

Para realizar a PCR, foram utilizados 40 ng de cDNA, 0,5 ul de primer
especifico, 5,0 yl da Tagman Universal Master Mix (4369016, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) e agua livre de RNase em um volume final de 10 ul. As analises
de expressao do gene TagMan foram realizadas em um sistema de PCR em tempo
real Step One Plus™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O gene de
referéncia foi GAPDH de rato (4352338E, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Os primers do gene alvo foram adquiridos da Applied Biosystems e
incluiram os seguintes: adiponectina (Rn00595250_m1), leptina (Rn00565158_m1),
IL-2 (Rn00587673_m1), IL-4 (Rn01456866m1), IL-6 (Rn01410330m1), IL-12
(Rn00575112m1). ), IFN-a (Rn01400027_g1), IFN-y (Rn00594078 m1), IGF-1
(Rn00710306_m1) e TNF-a (Rn00562055_m1). A média do grupo controle (OM) em
cada dia de tratamento (dia 2, 4 ou 10) foi utilizada para calibrar todos os grupos. A
eficiéncia da PCR foi calculada antes das experiéncias, e 0 método 2-DDCT foi usado

para calcular a expressao génica [16].

Elisa

As amostras de soro de todos os animais foram obtidas por centrifugacao
de sangue total (10 min, 4 ° C, 3.500 RPM). Foram utilizados kits de Elisa Quantikine
Quantitative Sandwich Enzyme Immunoassay para IL-2, IL-4, IL-12, IL-6, IGF-1, IFN-
a, IFN-y e TNF-a (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA) e para leptina e
adiponectina (Millipore, St. Charles, MO, EUA). Todas as placas foram analisadas
usando um leitor de microplacas BioRad 680 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
EUA) em comprimentos de onda de 450 e 570 nm, de acordo com as recomendacdes
dos fabricantes.
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Analise estatistica

Todos os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism.
Foram realizadas andlises de variancia (Anova two-way) e pos-teste de Bonferroni
com nivel de significancia de 5% para determinar diferengcas estatisticamente

significantes.

Resultados
Avaliacao clinica

Durante o tratamento diario (troca de curativos, limpeza e reaplicacao dos
tratamentos), os animais foram visualmente avaliados para avaliar o processo de

cicatrizagéo da ferida.

Ao longo do experimento, as feridas tratadas com OM e AGE cicatrizaram
melhor que as tratadas com SS. Como esperado, o AGE proporcionou um melhor
resultado clinico do que o OM. Na Fig. 2 abaixo mostramos imagens representativas
da pele excisada dos animais com as feridas.
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Fig. 2: Feridas por punch, pele das costas dos ratos. Comparacgao das
feridas dos animais do grupo 1 e do grupo 2, respectivamente (a, b: dia 2; ¢, d: dia 4;
e, f: dia 10). O tratamento que cada lesao recebeu esta de acordo com a fig.1. Escala

em milimetros.

Histologia

A Fig. 3 mostra menos densidade celular nas feridas tratadas com AGE em
comparacao com aquelas tratadas com OM no grupo controle. Esse resultado é

consistente com a avaliagcéo clinica descrita acima.
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Fig. 3: Visao histologica comparativa das les6es tratadas com AGE (a)
e lesées controle - OM (b) no dia 10. Completa re-epitelizagdo e uma baixa
quantidade de tecido de granulagéo celular sdo observadas com deposi¢cao evidente

de colageno (HE, aumento original X500 e x120 [detalhes]).

Embora o numero de células estromais e inflamatérias tenha diminuido
(correspondendo a uma densidade de colageno relativamente maior) no leito da ferida

no dia 10 no grupo 2 em comparag¢ao com o grupo controle (Fig. 4), os lados e grupos

nao diferem.
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Fig. 4: Grafico do numero de células. Niumero médio de células nos
grupos 1 (SS/OM) e 2 (OM / AGE) para as feridas de controle e tratamento no dia
10.

SHG

Ao comparar as feridas tratadas (OM ou AGE) com as do controle (SS ou
OM) em ambos os grupos (Fig. 5), a andlise de SHG da densidade do colageno nao

revelou diferenga significativa entre os grupos.

Fig. 5: Imagens representativas das fotomicrografias histologicas de
HSG utilizadas para avaliar a densidade de colageno. Lesboes tratadas com SS
(grupo controle) (A) e lesdes tratadas com AGE (B).

PCR em tempo real

Nossos resultados de gPCR (Fig 6) mostraram que as lesdes tratadas com
AGE nos animais do grupo 2 apresentaram expressao elevada de RNAm de leptina
(2,88 £0,65vs. 1,00 £0,61), IL-6 (2,84 £ 0,575 vs. 1,00 £ 0,206- (variagéo de 3 vezes)
e IFN-y (3,53 + 1,31 vs. 1,00 £ 0,13) nos estagios iniciais (dia 4) da cicatrizacdo da
ferida em comparagcdo com as lesbes tratadas pelo OM no grupo controle. A
expressao de IGF-1 foi maior no dia 10 nos animais tratados com AGE (2,15 £ 0,325

vs. 1,00 £ 0,118). Analises dos valores das outras citocinas ndo foram significativas.
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Fig 6: Grafico dos resultados do qPCR. Apresentando as expressdes
relativas de RNAm de leptina (p <0,05), IL-6 (p <0,01), IFN-y (p <0,05) e IGF-1 (p
<0,05); “A” no topo das barras indica qual analise revelou uma diferenca significativa
em comparagdao com o controle. Todos os dados sd0 expressos como a expressao

relativa (niumero de vezes que foi diferente) aos controles.

Esses achados eram esperados porque o 6leo de AGE contém lipidios
essenciais necessarios para as células [17] e uma melhora na cicatrizacao de feridas

foi relatada quando este produto é usado. [18, 19]

Elisa

Ao analisar os niveis de citocinas sorolégicas (Fig. 7), encontramos
diferencas significativas entre os grupos apenas nos niveis de IL-6: os animais
tratados com AGE apresentaram menor expressao de IL-6 no dia 10. Nenhuma outra

andlise de citocinas revelou valores significativos.
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Fig 7: Grafico dos resultados do Elisa. Mostrando concentragdes
soroldgicas de IL-6 nos grupos controle e AGE no 10 ° dia (p <0,05); “A” no topo da
barra indica a andlise que mostrou uma diferenca significativa em comparagao com o
controle.

Este € um novo e importante achado que demonstra os efeitos sistémicos
da aplicacdo tbépica deste 6bleo, comparando o nivel sérico de citocinas em
camundongos tratados com OM / AGE com aqueles em camundongos tratados com
SS/ OM.

Discussao

O amplo uso de AGE no tratamento de feridas cutaneas e a escassez de
informacdes cientificas sobre sua eficacia e seguranca nos levaram a estudar

objetivamente seus efeitos tdpicos e sistémicos.

Embora os resultados do exame histomorfométrico tenham favorecido o

6leo rico em AGE para acelerar o processo de cicatrizagéo, as diferencas nao foram
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significativas. Uma coorte maior pode revelar resultados estatisticamente

significativos.

Os niveis de citocina detectados nas amostras de tecido (medidos via PCR)
eram esperados porque este 6leo é relatado como indutor de resultados locais.

Encontramos resultados estatisticamente significativos em relacdo aos
niveis locais de RNAm de leptina, IL-6, IGF-1 e IFN-y. Um estudo realizado por
Tadokoro e colegas revelou que a leptina aplicada no local da ferida acelerou a
cicatrizacdo de feridas, promovendo a proliferacdo de queratinécitos [20]. Esta
adipocina desencadeia respostas principalmente no hipotalamo, mas também em
outros tipos de células que possuem receptores de leptina, como células endoteliais,
queratinécitos e fibroblastos [21]. Além disso, este estudo também encontrou altos
niveis de leptina local em amostras de lesées cutdneas com queloide e hipertréficas
em comparagcdo com amostras de pele normais [21]. Nossos resultados séo
consistentes com os apresentados na pesquisa de Tadokoro. Um achado interessante
de nossa pesquisa é a menor expressao desse RNAm nos estagios mais avangados
da cicatrizacdao, o que pode ter evitado respostas exageradas de cicatrizagdo de
feridas.

O IGF-1 pode ser produzido por fibroblastos e induzir respostas
mitogénicas e motogénicas em queratinécitos [22]. Assim, nossos resultados
indicaram que a pele ferida tratada com AGE teve maior expressao local de RNAm de
IGF-1 ao longo do experimento, o que pode beneficiar o resultado da cicatrizagdo da
ferida. Verificou-se que a terapia génica com o gene IGF-1 transferido para
fibroblastos elevou a expressédo do IGF-1 e melhorou o resultado da cicatrizacao da
ferida [23].

As quantidades RNAm de IFN-y foram maiores nos animais tratados com
AGE em nosso experimento. Um estudo anterior descobriu que esta substancia
retardava o processo de cicatrizacdo de feridas em queimaduras e que camundongos
nocautes exibiam melhores respostas de angiogénese e miofibroblastos devido a
diminuigdo da inflamag&o excessiva [24]. Nossos resultados mostraram a resposta
oposta; o grupo tratado com AGE apresentou melhor cicatrizacdo de feridas, mas
quantidades mais altas de RNAm de IFN-y. Isso pode ser explicado pelas outras
citocinas envolvidas na cascata de cicatrizacdo de feridas, que podem ter se
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sobreposto aos efeitos do interferon. Além disso, a quantidade mais elevada pode ter

sido relacionada a alta celularidade que nosso grupo encontrou no dia 10.

As citocinas produzidas pela pele podem ter acesso aos vasos capilares
por difusdo, embora a taxa de difusdo dependa de fatores como nivel de degradagéo,
distancia entre a producao e os vasos [3]; uma dessas citocinas produzidas na pele é
a IL-6 [25,26]. As mudangas significativas nos niveis séricos de IL-6 forneceram
evidéncias de que a aplicacdo tépica de 6leo rico em AGE produziu um efeito
sistémico. Como é muito utilizado em feridas abertas, independentemente do seu
tamanho e, em alguns casos, durante todo o tratamento, existe o risco de efeitos
colaterais sistémicos secundarios. A IL-6 € uma citocina pré-inflamatoéria que também
coordena um ambiente anti-inflamatério para resolver a inflamacao [27]. Altas
quantidades de IL-6 estdo diretamente relacionadas a artrite reumatoide, diabetes
[28], depressao [29] e mieloma e também pode atuar no crescimento de células
tumorais [30], levando ao interesse médico no controle da atividade da IL-6. Baixas
guantidades de IL-6 foram encontradas em pacientes com nefropatia por IgA [31].
Além disso, a IL-6 esta supostamente envolvida tanto em queimaduras na pele [32]
quanto em cicatrizacdo de feridas excisionais [33, 34]. Em ambos o0s casos,
quantidades mais altas de IL-6 nos estagios iniciais de cicatrizacao foram associadas
a melhores desfechos. Goodman e Stein [35] relataram que o envelhecimento dos
fibroblastos acarretava em pouca producdo de IL-6, o que, em pessoas idosas,
poderia levar a ma cicatrizacdo de feridas e infecgdes [35]. Este mesmo cenério
poderia ser induzido pelo extenso 6leo de AGE quando usado topicamente para
cicatrizacao de feridas, agravando o processo [11]. Outro estudo descobriu que
animais alimentados com dieta enriquecida com oleo rico em AGE tinham
concentragdes sistémicas de IL-6 mais baixas que o grupo controle [36]. Além disso,
a ativacao de respostas cerebrais e enddcrinas por moléculas da pele que podem ser
induzidas por estressores ambientais foi previamente proposta por Slominski e

colaboradores [3].

Nosso modelo permitiu observar a producdo de citocinas e fatores de
crescimento entre os grupos, bem como a celularidade entre grupos e entre diferentes

tratamentos no mesmo grupo.



95

O odleo rico em AGE foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) como curativo; no entanto, nenhuma literatura cientifica esta
disponivel para consulta publica sobre sua seguranca. Existem alguns artigos sobre o
uso de AGE em feridas cutadneas em ratos [37-39], cordeiros [40] e pacientes humanos
[41], mas nenhum deles avaliou alterac¢des locais ou séricas nas citocinas envolvidas
na cascata de cicatrizacao de feridas. Dois artigos de revisdo afirmaram que nao
existem contraindicagbes para aplicar diretamente o 6leo de AGE na superficie da
ferida [18, 42], mas ambos os artigos careciam de informagOes sobre os efeitos
sistémicos. Mais estudos devem ser realizados em humanos para abordar os

potenciais efeitos sistémicos desse 6leo.
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5. DISCUSSAO GERAL

Este trabalho teve como objetivo a avaliacao de 6leos de café e girassol,
ricos em AGE, em feridas cutdneas e como o uso destes poderia induzir respostas

locais e sistémicas, a partir do uso tépico.

O uso de produtos naturais para diversos fins, inclusive dermatolégicos, é
muito comum como tratamento oriundo de conhecimento popular, assim como séao
fontes de moléculas para produtos industrializados com a mesma finalidade (131,
132).

Conforme revisado na introducdo deste trabalho, um dos fatores
necessarios para que a cicatrizagao ocorra de forma satisfatéria € a umidade do local,
pois isto pode aumentar a velocidade da cicatrizagdo (60, 61), em contraposicdo a um
ambiente lesional seco (“tratamento seco”) (64). Uma das provaveis causas é que o
ambiente umido permite a distribuicdo dos nutrientes e moléculas necessarias para
que todo o processo se dé sem maiores complicagdes. Isto foi clinicamente
observado, conforme esperado, nas feridas dos animais do grupo controle tratadas
com SS, em relagao as feridas que receberam os diferentes 6leos como tratamento,

pois estas mantinham a lesdo umida, acarretando em melhor cicatriza¢ao.

Diversos 6leos vegetais tém sido relatados para uso em feridas cutaneas.
Entre as diferentes formas de apresentacao, esta a de nanoparticulas carregadas com
particulas de lipideos, como de coco, oliva e eucalipto (133). Estudos também foram
realizados utilizando 6leo essencial de crisantemo no crescimento de queratindcitos
in vitro e 0s pesquisadores encontraram que este produto estimulou o crescimento
celular, podendo entdo auxiliar na regeneragao da pele e na cicatrizacao de feridas
(134).

Os trabalhos publicados por este grupo de pesquisa seguem esta linha de
raciocinio e corroboram dados outrora publicados na literatura cientifica (73, 74, 80,
134-138).

Os animais tratados com OCT e OCV tiveram resultados melhores do que
0s animais do grupo controle, como descrito no primeiro artigo da segédo “Resultados”

da presente tese. Por outro lado, ndo foi possivel perceber melhor resposta nos
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animais tratados OG, em relacdo aos do grupo controle, no segundo artigo aqui
apresentado, uma vez que os animais que receberam este tratamento ndo obtiveram
diferencas estatisticas significativas na celularidade das lesdes analisadas HE e na
deposicao do colageno analisada por SHG, embora os resultados mostrassem
tendéncia a diferenca. Talvez, se o tamanho amostral fosse maior, a tendéncia
encontrada neste estudo poderia ser confirmada. Tanto o tratamento com OCT, OCV
e OG geraram diferencas significativas nos resultados das analises das substancias
envolvidas na cicatrizacao, tanto em nivel tecidual quanto sistémico. Outro fator que
pode ter alterado os resultados foi a presenca das crostas cicatriciais e qual seria 0
melhor momento para retira-las das lesées, uma vez que ao remové-la pode-se retirar
a area re-epitelizada e ainda aderente a crosta; por outro lado, ndo retirar a crosta
pode impedir a re-epitelizacao e facilitar infecgdes locais (64, 139). Assim, esta era

removida somente se 0s animais nao apresentassem sinais de dor (140).

Os animais tratados com BOCV e BOCT néao obtiveram bons resultados
para a cicatrizacao das lesdes, pois estes 6leos continham muito material sélido que,
em contato com o leito cicatricial, retardaram o processo de recuperagdo dos animais,
formando concregdes na lesdo. Ao realizar a analise histologica destas lesdes,
conforme relatado no primeiro artigo da segéo “Resultados”, foi possivel verificar que
ocorria a formagao de granuloma de corpo estranho ao redor das particulas sélidas
das borras. Esse dado opde-se ao encontrado em um relato de caso do uso da borra
do p6 da bebida de café como tratamento para cicatrizacdo de feridas de queimadura;
0s autores relatam que o uso deste material auxiliou na recuperagcao da paciente, pois
absorvia o exsudato da lesao (141)

Em relacédo ao tratamento com 6leo de café, os animais tratados com OCT
apresentaram maior velocidade cicatricial, maior expressdo de RNAm de IGF-1, IL-6
e IL-23 nas etapas iniciais da cicatrizacao e de IL-12 na fase mais tardia avaliada. O
tratamento com OCV obteve maior expressao génica de IL-6 e IL-23 nos estagios
cicatriciais iniciais. A andlise por SHG evidenciou maior densidade do colageno nos
animais tratados com OCV e OCT.

A respeito dos dados encontrados sobre possiveis efeitos sistémicos, o

tratamento com OCV induziu elevados niveis séricos de IFN-a ao longo de todo o
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experimento e baixos niveis de IL-4 e IFN- y no dia 4 e adiponectina no dia 10; também

foi constatado menor concentracéo sérica de IFN-y com uso de OCT.

Ja a respeito dos dados encontrados com o uso de OG como tratamento,
0s animais apresentaram maiores niveis de RNAm de IGF-1, leptina, IL-6 e IFN-y. A
andlise histolégica objetiva mostrou uma tendéncia a menor celularidade nos animais
tratados com OG; a andlise por SHG nao revelou diferencas na densidade do
colageno entre os diferentes tratamentos aplicados aos animais.

No tratamento com OG foram detectados baixos niveis séricos de IL-6 em
relagdo aos animais do grupo controle.

As fibras colagenas produzem bom sinal para analise por SHG (142), sendo
esta uma boa andlise para a cicatrizagdo. Conforme o processo cicatricial avanga, 0s
fibroblastos devem produzir e depositar colageno na MEC. Nos animais tratados com
OCT e OCV, as lesbes que receberam OM obtiveram maior densidade de colageno
em comparagao com 0s animais do grupo controle. Este resultado pode sugerir um

possivel efeito sistémico induzido pelo uso tépico dos 6leos de café.

Como dito acima, era esperado encontrar efeitos locais decorrentes do uso
dos éleos naturais. Das substancias analisadas neste trabalho, a discussao pode ser

realizada conjuntamente, para evidenciar a acao da citocina no organismo.

Sobre a leptina, quando esta é aplicada no local da lesdo, o processo
cicatricial é acelerado, uma vez que promove a proliferacao dos queratindcitos (42).
Essa molécula é diretamente envolvida no eixo hipotalamico, mas pode induzir
respostas em qualquer célula que possua receptor para ela, como é o caso de
fibroblastos e queratinécitos (143). Estes dados encontrados na literatura sao
condizentes com os encontrados neste estudo, que observou maiores niveis dessa

substancia no tecido da lesdo tratado com OG.

A adiponectina é secretada pelos adipécitos e atua como reguladora do
metabolismo de lipideos e glicose (144) e possui efeito ainda ndo esclarecido sobre a
cicatrizagdo. Um estudo utilizando camundongos como modelo, realizado por Salathia
e colaboradores, encontrou que a cicatrizacao foi acelerada quando a adiponectina foi
injetada na borda da lesao (145); por outro lado, ja foi relatado que esta adipocina
suprimiu a proliferagéo e diferenciacao dos queratinécitos, fator necessario para a
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cicatrizacao (44). Os tratamentos com OCT e OCV induziram menores niveis séricos
de adiponectina ao longo de todo o tratamento, comparando com o grupo controle,
embora houvesse diferenga estatistica apenas no dia 4 quando tratado com OCV.
Como esses tratamentos tiveram melhores respostas cicatriciais, pode-se dizer que
este achado é condizente com o relatado por Kawai e colegas, embora sejam

necessarios mais estudos especificos para esta substéancia na cicatrizagao.

A concentragdo de RNAm de IGF-1 aumentou nos animais tratados com
OCT e OG. Este fator de crescimento pode ser produzido por fibroblastos e induzir
respostas nos queratinécitos, como a promocao da motilidade e divisao celular (40,
146, 147); € também importante na neovascularizacéo da pele e para a formagao do
tecido de granulacdo no local da ferida (146). Dessa forma, o uso de alguma
substancia que aumente a expressao e producao deste fator de crescimento pode ser
benéfico para a cicatrizagdo, como encontrado nos estudos realizados por este grupo
de estudo.

Quando tratados com OCV, os animais exibiram niveis séricos de IL-4
mais baixos que o0s animais do grupo controle. Esta citocina atua em fibroblastos,
estimulando a producéao de colageno, além de ser relacionada com a resposta imune
Th2 (148). Caso a producgao desta substancia seja muito estimulada pelo organismo,
pode ocorrer sintese exagerada de MEC, levando a uma cicatriz fibrética (149). Dessa
forma, baixos niveis séricos desta substancia poderiam contribuir para evitar a
ocorréncia de cicatrizes hipertroficas, o que nao foi encontrado em nenhum animal
deste estudo. Este resultado indica possivel acdo sistémica gerada a partir da

aplicacao tépica do tratamento.

A IL-12 é uma citocina produzida principalmente por células de defesa e
provavelmente esta envolvida na imunidade celular, podendo induzir a sintese de IFN-
y € aumentar a taxa metabdlica local, podendo ajudar as células locais a aumentarem
a producao de substancias pro-cicatriciais (150-152). O tratamento com OCT induziu
aumento na expressao de IL-12 no dia 10, o que pode ter contribuido para o melhor
desempenho deste tratamento.

A citocina IL-23 é de interesse dermatoldgico, uma vez que esta envolvida
na psoriase e ligada a resposta Th17 e a citocina IL-12. Uma das possiveis ac¢oes
desta substancia é a hiperproliferacdo dos queratinécitos, manifestacao tipica da
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psoriase (153); pode haver também uma interdependéncia entre essas substancias
na sua agao de proliferagdo das células da pele (154). Os animais tratados com OCT
e OCV tiveram os niveis locais de IL-23 aumentados na etapa inicial da cicatrizacao,
evidenciando correlagcdo com a literatura, uma vez que este tratamento obteve os

melhores resultados neste estudo.

Foram encontrados menores niveis séricos de IFN-y nos animais tratados
com OCV e OCT. Um estudo prévio demonstrou que o IFN-y retardou o processo de
cicatrizagdo de queimadura cutdnea e que camundongos nocaute para este gene
tiveram melhor angiogénese e respostas de miofibroblastos devido a supresséo de
resposta inflamatéria excessiva (155). Esta molécula limita o dano tecidual associado
ainflamacéao (156). Em outro estudo, os pesquisadores entenderam que a acao desta
citocina pode mudar em diferentes estagios da cicatrizagdo: na fase inicial pode ativar
a fagocitose nos macrofagos e a producdao de VEGF enquanto nos estagios finais
pode inibir a atuacédo do TGF- (157).

Foi encontrado, neste trabalho, que o tratamento com OCV aumentou os
niveis séricos de IFN-a ao longo de todo o estudo, indicando possivel acao sistémica
deste béleo apo6s aplicacao tépica. As células dendriticas sdo grande fonte deste
intérferon (156) e foram identificados como o principal produtor na pele lesionada de
humanos e camundongos, podendo aumentar a re-epitelizacao (158), corroborando o

dado encontrado na pesquisa realizada por este grupo.

A citocina IL-6 tem um importante papel no inicio da resposta inflamatéria
e atua como quimiotatico para leucécitos. Butzelaar e colegas evidenciaram que
baixos niveis desta substancia nos estégios iniciais da cicatrizacdo podem levar a
formacéao de cicatriz hipertréfica (159). Outro estudo afirmou que a deficiéncia desta
molécula pode levar a ativacao exacerbada dos macrofagos, acarretando em ferida
crénica (160). Com relacdo a este fator, os animais tratados com OCV, OCT e OG
tiveram a expresséo génica do RNAm aumentada e a concentragéo sérica diminuido

nos animais tratados com OG.

Considerando os efeitos sistémicos avaliados neste trabalho, os relativos
ao uso do OG s&o de maior importancia imediata para os profissionais da saude, uma

vez que este tratamento ja esta amplamente disponivel no mercado nacional e é
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usado como tratamento por muitas pessoas. O perigo disso sédo efeitos colaterais nao

previstos.

Foi encontrada diferencga significativa dos niveis séricos de IL-6 nos animais
tratados com OG. A IL-6 é uma citocina pré-inflamatéria que esta envolvida na
coordenagao da resolugdo da inflamacédo (161). Entre as doencas em que esta
citocina esta envolvida diretamente, pode-se citar a diabetes, artrite reumatoide (162),
depressao (163) e mieloma (164); assim, a IL-6 é de grande interesse médico pois
esta envolvida em diferentes doencas, podendo ainda atuar no controle do
crescimento tumoral. Baixos niveis desta substancia ja foram relatados em pacientes
com nefropatia relacionada ao IgA (165). A IL-6 esta envolvida na melhora de
gueimaduras de pele (166, 167) e cicatrizacao de feridas agudas na pele (81), em que
altos niveis nos estagios iniciais da cicatrizacdo foram associados com melhores
resultados. Goodman e Stein (168) reportaram que fibroblastos de pessoas com idade
avangada produzem menor quantidade de IL-6, 0 que poderia ser uma explicacao
para a piora da cicatrizacdo em pacientes idosos.

Um cenario parecido poderia ser induzido por uso extenso e prolongado do
OG quando aplicado topicamente em feridas, o que poderia acarretar em piora do
quadro (93). Outro estudo realizado em animais, analisando a ingestao de diversos
6leos naturais ricos em AGE, foi constatado que o consumo destes diminui os niveis

sistémicos de IL-6, em relacdo ao grupo controle (89).

Como relatado na secao “Métodos” desta tese, os animais possuem area
de superficie corporal média de 0,0356 m? enquanto a dos humanos varia entre 1,6 e
1,9 m? (122). Esta diferenca na area relativa deve ser considerada ao extrapolar os
dados aqui encontrados, uma vez que a diferenca da area total € em torno de 45 vezes
entre essas espécies. Como o volume aplicado em cada ferimento foi de 0,1 mL, cada
ferida, em humanos, deveria ser tratada com 4,5 mL dos diferentes éleos, totalizando
18 mL. Como vérios hospitais tratam pacientes acometidos por grandes feridas,

muitas delas cronicas, este volume pode ser facilmente aplicado.

Os produtos naturais sdo tidos como seguros para uso na percepgao
popular devido ao fato de serem naturais (popularmente chamados de produtos
organicos), mas, na verdade, isto € um grande equivoco. Nao é o caso de nenhum
dos produtos avaliados neste trabalho, mas muitos produtos comercializados sao
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produzidos sem seguir as “Boas Praticas de Fabricagdo”, que garantiriam a qualidade
do produto final (169). Embora ndo haja um consenso mundial, padrées de controle
de qualidade estdo sendo estabelecidos para a fabricacdo de produtos naturais, que
€ uma tarefa viavel, porém dificil de ser alcan¢ada (170).

Em artigo de dois profissionais da Anvisa, esta descrito que “plantas
medicinais podem desencadear reacdes adversas pelos seus proprios constituintes,
devido a interagdes com outros medicamentos ou alimentos, ou ainda relacionados a
caracteristicas do paciente (idade, sexo, condi¢des fisioldgicas, caracteristicas
genéticas, entre outros). Erros de diagndstico, identificagdo incorreta de espécies de
plantas e uso diferente da forma tradicional podem ser perigosos, levando a
superdose, inefetividade terapéutica e reagdes adversas” (171). Neste trabalho, os
autores revisaram as notificagdes de reac¢des adversas ao uso de plantas medicinais
e fitoterapicos recebidas pela Anvisa e foi constatado que um terco das reacdes
estavam relacionadas a produtos sem registro na Anvisa. Um fato que dificulta o maior
nuamero dessas notificacées € que o Notivisa, sistema utilizado pela Agéncia, é feito
para que profissionais da area da saude preencham um relatério técnico; caso um
paciente queira relatar um efeito adverso, é necessario realizar um extenso cadastro,
que pode levar a desisténcia da notificagdo, acarretando em baixos numeros de
relatos. Como o0 uso desses remeédios € amplamente utilizado em todo o pais,
principalmente em locais afastados de grandes centros urbanos, seria importante ter
um sistema de notificagdo mais simples, o que poderia melhorar as agdes da Anvisa
em relagao a estes produtos (171).

A farmacovigilancia é utilizada para monitorar e detectar reacdes adversas
as drogas que ainda nao tenham sido reconhecidas (172). Em relatério publicado em
2011 pelo Centro de Monitoramento de Uppsala, da Organizagdo Mundial da Saude,

foram relatadas cerca de 21.000 reacGes adversas a ervas ou produtos naturais.

Para evitar que este niumero continue crescendo, € necessario que sejam
realizados estudos de seguranca dos produtos naturais usados pela populagdo; além
de garantir que o produto nao ofereca riscos a populagao, certamente o custo da
pesquisa é menor do que o gasto com o tratamento dos pacientes afetados.

O método usado nos trabalhos realizados por este grupo de pesquisa

permitiu avaliar o efeito local dos éleos de café e girassol, avaliando, em um mesmo
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animal, como em outros estudos (173, 174), Ulceras tratadas com OM e outras com
Oleos vegetais. Realizando-se as pesquisas dessa forma, foi possivel atender a
requisicao da Universidade (e, cada vez mais, da sociedade em geral) de diminuir a
quantidade de animais utilizados em pesquisa. Porém, algumas pesquisas ainda
necessitam de modelos animais para possibilitar a analises dos resultados em nivel
sistémico (175), como foi o caso dessa. Por outro lado, 0 método escolhido, pode ao
mesmo tempo ter minimizado as diferengas entre os dois lados uma vez que é
possivel ter havido melhora no lado tratado com OM pela acao sistémica do éleo
vegetal. Este efeito sistémico pode ser explicado pela relacdo de area de superficie
pelo peso total do animal, o que facilitaria a possivel agao sistémica assim como pelo
fato de, nos primeiros dias, o tratamento aplicado ter tido contato direto com a corrente

sanguinea do animal (176).
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6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados demonstram que o uso do OCT em feridas
cuténeas de ratos, produzidas cirurgicamente com ago esterilizado em um ambiente
controlado, é benéfico. Ambos os 6leos de café (OCT e OCV) induziram efeitos

sistémicos como pdde ser observado nos resultados das analises séricas e por SHG.

Outros estudos devem ser realizados para identificar as biomoléculas
responsaveis pelos resultados encontrados para a realizacdo de testes em culturas

de células humanas e, possivelmente, testes clinicos.

O uso do OG néao apresentou melhora estatisticamente significativa da
resposta cicatricial dos ratos, como seria esperado. O estudo demonstrou, porém, que
0 uso topico deste tratamento tdo difundido no Brasil induz efeitos sistémicos que
podem levar a efeitos colaterais ndo previstos e indesejaveis para os pacientes e

profissionais envolvidos.

Foi possivel documentar que os 6leos de café e o 6leo de girassol tiveram
efeito sistémico cujas consequéncias para o organismo precisam ser oportunamente
avaliadas, aumentando a seguranga do uso destes produtos no ambiente domeéstico
ou hospitalar.
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8. ANEXOS

8.1. Carta de aprovacao do Ceua
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “Uso da borra do oleo_de café para

cicatrizacdo de tlceras cuténas em ratos (Rattus norvegicus albinus -

Sprague Dawley)" (protocolo n° 2929-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr.

Paulo Eduardo Neves Ferreira Velho / Bruno Grosselli Lania, esta de acordo
———————c 20 TCVes rerreira Velho / Bruno Grosselli Lania

com os Principios Eticos na Experimentagido Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao
vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 08 de janeiro de

2013.
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