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RESUMO

Pilosocereus gounellei (Cactaceae), popularmente conhecida como Xxique-xique,
espécie endémica do Brasil, € amplamente distribuida nos biomas da Caatinga e Mata
Atlantica. Apesar disso, ainda h4 escassez de relatos de validacdo de seu potencial
medicinal e seguranca de uso. A presente tese descreve avaliagcbes da toxicidade
dérmica aguda e subcrbnica de extrato aquoso de P. gounellei, assim como o efeito
cicatrizante de um gel contendo o extrato, em camundongos saudaveis e
imunocomprometidos. Para a obtencdo do extrato, um planejamento fatorial foi
conduzido para determinar o método mais eficiente de extracdo em relacéo ao teor de
polifendis. Foram consideradas como variaveis independentes o método extrativo
(maceracéo, turbdlise e infusdo) e a quantidade de droga vegetal (5, 10 ou 15%),
utilizando agua como solvente. O extrato obtido usando a condi¢do mais eficiente,
determinada pela razéo entre o teor de polifendis totais e o residuo seco, foi analisado
por cromatografia de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).
O extrato selecionado foi entdo avaliado quanto a toxicidade dérmica aguda (6 horas
de tratamento; 1 g/mL) ou subcrénica (13 semanas de tratamento) em camundongos.
Adicionalmente, foi desenvolvido um gel de caborpol contendo o extrato a 1% e
avaliada o efeito cicatrizante (21 dias) em feridas cutaneas de camundongos saudavel
e imunocomprometidos por metotrexato. Os resultados revelaram que o extrato obtido
com 5 g de droga vegetal por meio da maceracéo foi o mais eficiente. CLAE-DAD
revelou a presenca de rutina, bem como de outro flavonoide néo identificado e de um
acido hidroxiciamico no extrato. Nas avaliagcdes de toxicidade dérmica aguda e
subcrdnica, o extrato causou uma leve irritacdo na primeira hora, sem ocorréncia de
efeitos adversos nos demais periodos de avaliacdo. Ndo foram observadas alteraces
nos parametros hematologicos e bioquimicos e histopatolégicas analisados nos
camundongos tratados. Camundongos saudaveis tratados com o gel contendo o
extrato de P. gounellei apresentaram aceleracdo na cicatrizacao de feridas, atingindo
98% de contracdo em 14 dias, enquanto controle negativo e positivo (Fitoscar)
apresentaram 80,45% e 82,07%. Para os animais imunocomprometidos, as feridas
tratadas com o gel contendo o extrato de xique-xique apresentaram 81,45% de
contracdo com 21 dias de tratamento, enquanto controles negativo e positivo apenas
48,33% e 53,69%, respectivamente. Houve reducédo de 42-54% nos niveis séricos

das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-13 nos animais tratados com o gel contendo



o0 extrato. Em suma, o extrato aquoso de P. gounellei ndo apresentou toxicidade
dérmica e mostrou-se eficaz na promoc¢dao da cicatrizacdo de feridas em camundongos
saudaveis e imunocomprometidos.

Palavras-chave: Xique-xique. Cactaceae. Toxicidade dérmica. Cicatrizacao.



ABSTRACT

Pilosocereus gounellei (Cactaceae), popularly known as xique-xique, a species
endemic to Brazil, is widely distributed in the Caatinga and Atlantic Forest biomes.
Despite this, there is still a lack of reports validating its medicinal potential and safety
of use. The present thesis describes evaluations of the acute and subchronic dermal
toxicity of an aqueous extract of P. gounellei, as well as the healing effect of a gel
containing the extract, in healthy and immunocompromised mice. To obtain the extract,
a factorial design was conducted to determine the most efficient extraction method in
relation to polyphenol content. The extractive method (maceration, turbolysis and
infusion) and the amount of vegetable drug (5, 10 or 15%), using water as solvent,
were considered as independent variables. The extract obtained using the most
efficient condition, determined by the ratio between the total polyphenol content and
the dry residue, was analyzed by high-performance chromatography with a diode array
detector (HPLC-DAD). The selected extract was then evaluated for acute (6 hours of
treatment; 1 g/mL) or subchronic (13 weeks of treatment) dermal toxicity in mice.
Additionally, a caborpol gel containing the extract at 1% was developed and the healing
effect (21 days) on skin wounds of healthy mice and mice immunocompromised by
methotrexate was evaluated. The results revealed that the extract obtained with 5 g of
plant drug through maceration was the most efficient. HPLC-DAD revealed the
presence of rutin, as well as another flavonoid and a hydroxycyamic acid in the extract.
In acute and subchronic dermal toxicity assessments, the extract caused slight irritation
in the first hour, with no adverse effects occurring in the remaining assessment periods.
No changes were observed in the hematological, biochemical and histopathological
parameters analyzed in the treated mice. Healthy mice treated with the gel containing
P. gounellei extract showed acceleration in wound healing, reaching 98% contraction
in 14 days, while negative and positive controls (Fitoscar) showed 80.45% and 82.07%.
For immunocompromised animals, wounds treated with the gel containing xique-xique
extract showed 81.45% contraction after 21 days of treatment, while negative and
positive controls only 48.33% and 53.69%, respectively. There was a 42-54%
reduction in serum levels of the pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-18 in animals
treated with the gel containing the extract. In summary, the aqueous extract of P.
gounellei showed no dermal toxicity and was effective in promoting wound healing in

healthy and immunocompromised mice.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € detentor da maior biodiversidade do planeta, com mais de 45 mil
espécies vegetais catalogadas distribuidas em 7 biomas. Dentre esses, temos a
Caatinga, um bioma exclusivamente brasileiro e predominante na regido Nordeste.
Essa regido € marcada por clima seco e auséncia de chuvas durante muitos meses
do ano, de forma que a vegetacdo presente nessa regido desenvolveu adaptaces
morfologicas e fisioldgicas a variacdes constantes de temperatura e ao déficit hidrico.
Assim, as plantas da Caatinga acabam produzindo compostos quimicos diferenciados
para melhor se adequarem as condi¢des a qual estdo expostas (Ceravolo et al., 2018;
Santos et al., 2018; Tabarelli, 2018; Lessa et al., 2019).

As moléculas produzidas pelas plantas sdo de grande relevancia por
apresentarem caracteristicas medicinais capazes de agir sobre disfuncdes em 6rgaos
e sistemas do corpo humano (Silva et al., 2017). Sendo assim, sado consideradas como
uma excelente fonte para a busca de novos compostos farmacologicamente ativos.
De maneira geral, o0s compostos vegetais aparentemente apresentam uma baixa
toxicidade quando comparados com as drogas sintéticas, o que 0s torna importantes
candidatos no desenvolvimento de novos medicamentos (Sagar et al., 2018;
Tungmunnithum et al., 2018; Albuquerque et al., 2021).

A espécie Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber ex K. Schum.) Byles & G.D.
Rowley, conhecida popularmente como Xique-xique, € uma planta cactacea que se
desenvolve inclusive nas areas mais secas da Caatinga. Estudo etnobotanico listou
uso tréfico (alimentacdo humana e animal), decorativo e medicinal do xique-xique
(Albuguergue, 2002). Do ponto de vista medicinal, € descrita a utilizacdo de uma
pomada produzida a partir do miolo do xique-xique macerado para tratamento de
processos inflamatérios decorrentes de perfuragbes nos membros superiores e
inferiores (Oliveira, 2011). Preparagdes das raizes do xique-xique sdo utilizadas no
tratamento de inflamacdes prostaticas e na uretra (Agra et al., 2008; Roque et al.,
2010).

Um estudo prévio revelou resultados promissores sobre o potencial terapéutico
do extrato salino do caule de Pilosocereus gounellei em diferentes condigbes. De
acordo com Oliveira et al. (2018), esse extrato demonstrou efeito antinociceptivo, sem

evidéncias de toxicidade aguda por via oral. Oliveira et al. (2020a) descreveram um
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efeito quimioprotetor significativo contra os efeitos da ciclofosfamida em
camundongos. Além disso, investigacdo de toxicidade subaguda mostrou que a
administracao oral do extrato na dose de 1000 mg/kg por 28 dias nao resultou em
efeitos toxicos (Oliveira et al., 2020b). Esses achados séo importantes ao considerar
a viabilidade de sua utilizacdo em terapias prolongadas.

Adicionalmente, o extrato salino do caule de P. gounellei também demonstrou
relevante potencial terapéutico no tratamento da obesidade, conforme evidenciado
por Oliveira et al. (2021). Este estudo destacou sua capacidade de reduzir o perfil
inflamatorio e aumentar a sensibilidade a insulina, sugerindo possiveis aplicacfes
futuras no controle metabdlico e no tratamento de distarbios relacionados a
obesidade.

Outro estudo conduzido por Souza et al. (2018) mostrou que um extrato
etandlico obtido de cladddios e raizes de P. gounellei apresentou efeito gastroprotetor
significativo. Este extrato demonstrou a capacidade de inibir lesbes gastricas
induzidas por etanol, isquemia-reperfusao e estresse por conten¢ao ao frio, sugerindo
um potencial promissor no tratamento de distarbios gastrointestinais e destacando a
ampla gama de aplicacfes terapéuticas potenciais associadas a diferentes partes da
planta.

Diante da baixa toxicidade oral aguda e subaguda e do potencial farmacol6gico
demonstrado nos trabalhos citados nos paragrafos anteriores, bem como do uso
popular no tratamento de feridas causadas por perfuragdes, o presente trabalho
objetivou avaliar a toxicidade dérmica de extrato aquoso do caule de P. gounellei, bem
como a atividade cicatrizante de gel contendo o extrato em camundongos saudaveis

e imunocomprometidos.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o extrato aquoso do caule de P. gounellei quanto a toxicidade

dérmica e atividade cicatrizante in vivo.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar melhores condi¢cées de método extrativo e concentracdo de
droga para obtencdo de polifenéis do caule de P. gounellei utilizando

agua como solvente;

e Caracterizar o perfil fitoquimico do extrato aquoso do caule de P.

gounellei por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

e Avaliar a irritagdo dérmica e toxicidade dérmica aguda e subcrdnica do
extrato aquoso do caule de P. gounellei em camundongos Swiss

albinos;

e Preparar e caracterizar formulacdo em gel contendo extrato aquoso de

caule de P. gounellei;

e Avaliar o potencial cicatrizante da formulacdo em gel contendo extrato
aquoso de P. gounellei sobre lesdes cutaneas em camundongos

saudaveis e imunocomprometidos.

e Determinar os niveis séricos de citocinas em camundongos submetidos

tratamento tépico com o gel contendo o extrato de P. gounellei;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CAATINGA

A Caatinga € uma importante zona biogeografica localizada no semiarido
brasileiro, que ocupa uma éarea de aproximadamente 850 mil quildbmetros
guadrados (Lessa et al., 2019). Essa regido representa cerca de 70% do territorio
nordestino e 11% do territério nacional (Figura 1) e apresenta distribuicao
principalmente nos estados do Nordeste brasileiro, onde engloba parte de
Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e
Sergipe, apresentando também uma pequena distribuicdo no Sudeste do pais
na regiao norte do Estado de Minas Gerais (Silva; Leal; Tabarelli, 2018).

Figura 1. Mapa dos biomas brasileiros
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Amazonia
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Mata Atldntica
Pampa Paraguay
Pantanal

Sistema

L Costeiro-Marinho

Fonte:https://educa.ibge.gov.br/jovens/conheca-o-brasil/territorio/18307-biomas-brasileiros.html

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (MMA) (2012), a Caatinga
abriga aproximadamente 27 milhdes de pessoas, se tornando a regido seca mais
povoada do mundo. Ao longo da ocupacdo desse territorio, ocorreram
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modificacdes que ocasionaram extensas degradacdes do solo e que levaram ao
desequilibrio ecoldgico, influenciando nos recursos naturais e perda da
biodiversidade (Choubin et al., 2017; Vieira et al., 2021). Mais de 50% do
territério original da Caatinga ja foi modificado, levando a diminuicdo da
cobertura vegetal, tornando esse um dos ecossistemas brasileiros mais
alterados pelas atividades humanas e o terceiro bioma mais ameacado, ficando
atrds da Mata Atlantica e Cerrado (Santos et al., 2011; MMA, 2012).

Para evitar que a biodiversidade da Caatinga seja completamente perdida
€ necessario o desenvolvimento sustentavel e controlado dessa regido. Diversas
espécies vegetais e animais sdo utilizados pelos nativos para a sua subsisténcia.
Entretanto esses recursos acabam sendo explorados de forma inadequada. A
Caatinga apresenta um potencial que, se explorado corretamente, podera
garantir o desenvolvimento dessa regido, promovendo a sua conservacao e das
espécies que nela vivem, garantindo a bioprospeccao sustentavel (Ramalho,
2013; Leal; Tabarelli, 2018).

Quando se trata da flora da Caatinga, sdo encontradas espécies
altamente adaptadas as condi¢des peculiares da regido, como o clima, o solo e
o déficit hidrico (Figura 2). Adaptacdes anatdomicas, funcionais e morfoldégicas
garantem a sobrevivéncia das espécies. Entre as diversas espécies da Caatinga,
varias plantas sao notoriamente consideradas como medicinais de uso popular,
sendo vendidas as folhas, cascas e raizes em calcadas e ruas das principais
cidades, bem como mercados e feiras livres. H4 uma ampla literatura sobre
estudos etnobotanicos que comprovam a acado benéfica de muitas espécies
encontradas na Caatinga, possibilitando uma nova visdo para esse bioma e
promovendo o interesse de novos estudos sobre a regido e as plantas da regiao
(Juvik et al., 2017; Ceravolo et al., 2018; Santos et al., 2018).

18



Figura 2. Exemplo de espécies presentes na Caatinga.
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Fonte: https://www.todamateria.com.br/flora-da-caatinga

3.2 IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacao de plantas medicinais pela populacdo mundial tem crescido
significativamente nos ultimos tempos. Entretanto, a pratica é tdo antiga quanto
a civiizagdo humana (Jamshidi-Kia; Lorigooini; Amini-Khoei, 2018).
Historicamente, a terapia com recursos vegetais € relatada na medicina chinesa,
tibetana e indiana-ayurveda, com registros datados de mais de 2000 anos antes
de Cristo, como o Pen Ts’ao, e a colecao de formula¢des depositadas no Museu
da Pensilvania. J4 aqui no Brasil esse conhecimento era detido principalmente
pelos indigenas, quilombolas e ribeirinhos e foram compartilhados atraves da
transmissao oral entre geracdes (Helfand; Cowen, 1990; Badke et al., 2011;
Firmo et al., 2011).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) descreve que, para uma espécie
vegetal ser considerada planta medicinal, é necessario que ela apresente em um
ou mais 6rgaos, substancias que possam ser utilizadas com fins terapéuticos ou
que sejam precursores de farmacos semissintéticos (WHO, 1998). Essas

substancias podem ser varias dentre aquelas produzidas pelo metabolismo



vegetal, as quais sao classificadas em dois grupos: metabdlitos primarios, que
correspondem aos componentes essenciais para desenvolvimento, crescimento
e reproducéo das plantas, tais como os aminoacidos, os lipidios, carboidratos e
clorofila (Shih; Morgan, 2020); e metabdlitos secundarios, que apresentam
importante papel na defesa e protecéo, atragdo de organismos benéficos como
polinizadores, dispersores de semente e microrganismos simbiontes, bem como
na comunicacado entre as espécies, incluindo a competicdo entre plantas
(Banerjee; Roychoudhury, 2017; Borges et al., 2017).

Algumas plantas representam uma excelente fonte para a busca de novos
compostos biologicamente ativos devido a grande diversidade quimica e
estrutural de moléculas com potencial para serem aplicadas farmacologicamente
(Hussein; EI-Anssary, 2019; Shih; Morgan, 2020). Em relacao as partes da planta
utilizadas medicinalmente, elas podem variar de acordo com o tipo de uso, mas
geralmente as mais relatadas sdo: folhas, cascas, raizes, leite (latex), frutos e
sementes (Silva Pereira; Coelho-Ferreira, 2017).

Compreende-se que, apesar do crescente interesse na utilizacdo de
plantas com propositos terapéuticos, a quantidade de espécies vegetais
investigadas e exploradas € notavelmente reduzida em relacdo a vasta
diversidade botanica existente. Segundo estudos de Bubalo et al. (2018), das
estimadas 250 mil a 500 mil espécies de plantas existentes no mundo, apenas
uma parcela minima tem sido submetida a andlises fitoquimicas e, ainda mais
escassas, sdo as investigacfes aprofundadas sobre suas propriedades
farmacoldgicas.

No contexto do uso medicinal, estima-se que somente cerca de 5 mil
espécies vegetais tenham sido alvo de investigacado. No Brasil, pais reconhecido
por sua biodiversidade com aproximadamente 55 mil espécies de plantas, os
relatos de pesquisas abarcam meramente 0,4% da diversidade botanica (Silva
et al., 2017; Von Wettberg; Davis; Smykal, 2020; Moura et al., 2021). Esses
nameros evidenciam uma lacuna consideravel no conhecimento e na exploracéo
das potenciais propriedades terapéuticas das plantas, tanto em escala global
guanto no contexto especifico do Brasil, ressaltando a necessidade premente de
mais estudos e investigacbes para melhor aproveitar e compreender o vasto
potencial terapéutico contido na flora ainda ndo explorada.

No Brasil, aproximadamente 82% da populacéo utiliza de produtos a base
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de plantas medicinais como fonte terapéutica (Silva et al., 2020). A Organizacao
Mundial da Saude (OMS), reconhecendo o papel crucial das plantas medicinais
na prestacao de assisténcia farmacéutica, tem reiterado sua posicdo em varias
comunicacoes e resolugdes. Destaca-se a énfase da OMS na valorizag&o do uso
dessas plantas no contexto sanitario, observando que essa pratica € realizada
por entre 70% e 90% da populacdo em paises em desenvolvimento (como
utilizacdo na Atencdo Primaria a Saude) como também em nacBes como
Canada, Franca, Alemanha e Italia (sob rotulos como complementares,
alternativos ou nao convencionais) (OMS, 2011).

A busca por plantas visando a avaliacdo de seu potencial farmacologico
frequentemente se fundamenta no conhecimento etnobotanico sobre o contetdo
quimico, como também em relacdo as suas aplicacdes, bem como em
consideracdes sobre toxicidade. Isso pode ocorrer por meio de selecéo aleatéria
das espécies a serem estudadas ou pela aplicacdo de uma combinacédo de
diversos critérios (Salehi et al., 2019; Chen et al., 2020). Essas estratégias de
busca de plantas com potencial medicinal tém sido aplicadas na busca de
substancias bioativas para varias doencgas, entre elas o cancer (Abu-Darwish;
Efferth, 2018; Taibi, 2020), artrite (Sadia et al., 2018), infeccbes (Machaba,;
Mahlo, 2017; Tariqg et al., 2018; Santos et al.,, 2019), diabetes (Shabab;
Gholamnezhad; Mahmoudabady, 2020; Landazuri; Chamorro; Cortes, 2021),
hipertensdo (SAMAHA et al.,, 2019), entre outras. Através desses estudos,
podem ser desenvolvidas formulacfes que podem ser aplicadas na fitoterapia
(Zhou et al., 2018). Estima-se que pelo menos 25% de todos os medicamentos
modernos séo derivados diretamente ou indiretamente de plantas medicinais
(Sousa; Oliveira; Calou, 2018).

A insercao de plantas medicinais na atencao basica a saiude minimiza os
custos gerados na fabricacdo e comercializacdo de farmacos. Além do mais, as
plantas medicinais apresentam boa resposta para os diversos tipos de
problemas de saude e estédo acessiveis a boa parte da populacéo. No Brasil, no
ambito do Sistema Unico de Salde (SUS), foi criada a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares pelo Ministério da Saude (MS) que tem
como objetivo ampliar as opc¢des terapéuticas, e nela esta inserido o acesso a
plantas medicinais, fitoterapicos e outros servicos relacionados (MS, 2006a). As

acOes decorrentes sao imprescindiveis para a melhoria da atencéo a saude da
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populacdo, ampliacdo das opcdes terapéuticas aos usuarios do SUS, uso
sustentavel da biodiversidade brasileira, fortalecimento da agricultura familiar,
geracdo de emprego e renda, desenvolvimento industrial e tecnoldgico, inclusdo
social e regional (MS, 2006b; RICARDO et al., 2017).

3.3 Pilosocereus gounellei

A familia Cactaceae abrange 127 géneros e cerca de 1.450 espécies
(Hernandez-Hernandez et al., 2011). Elas se distribuem por uma vasta extensao
geografica que engloba regides temperadas e tropicais has Ameéricas, ocupando
uma ampla gama de ambientes, desde éareas aridas até florestas Uumidas
(Rebman e Pinkava em 2001). Essas plantas conseguem prosperar mesmo em
solos pedregosos e apresentam uma notavel diversidade de formas (GOMES,
1977). Elas sdo predominantemente suculentas e desprovidas de folhas,
destacando-se por suas aréolas distintas, que ostentam espinhos, cerdas ou
pelos (XU e DENG 2017).

Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber ex K. Schum.) Byles & G.D. Rowley,
popularmente conhecido como xique-xique, alastrado ou sodoro, € uma
cactacea que pode ser encontrada em varias regides da Caatinga (Figura 3), até
mesmo crescendo em terrenos rochosos e solos rasos e pedregosos (Agra et
al., 2008). Na medicina tradicional brasileira é relatado que as raizes sao efetivas
para o tratamento de inflamacdes da prostata e seus cladodios no tratamento de
gastrites (Lucena et al., 2013).

Um estudo anterior mostrou que o extrato salino do caule do Pilosocereus
gounellei tem potencial terapéutico em diversas condi¢des. Oliveira et al. (2018),
encontrou resultados mostrando que ele tem efeitos contra a dor, protecao
contra certas substancias toxicas e ndo apresenta toxicidade quando ingerido
oralmente. Este extrato também foi eficaz no tratamento da obesidade,
reduzindo a inflamag&o e melhorando a sensibilidade a insulina (Oliveira et al.,
2021). Além disso, outro estudo conduzido por Souza et al. (2018) revelou que
um extrato alcodlico das partes da planta também protege o estbmago contra
lesBes causadas por varias condi¢des, sugerindo seu potencial no tratamento de

problemas gastrointestinais.
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Figura 3. Caracteristicas morfolégicas do xique-xique. (A e B) Caule, (C) flor,
(D) fruto

Fonte: https://www.naturezabela.com.br

3.4 PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

As feridas séo lesbes que afetam ndo so a pele, mas também os tecidos
subjacentes e podem surgir de uma gama diversificada de causas, como
traumas, procedimentos cirargicos, doencas ou condi¢cbes patologicas. A
compreensao detalhada e precisa dessas lesdes é crucial para direcionar um
tratamento eficaz e para desvendar os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos
em seu processo de cicatrizagao (Sussman e Bates-Jensen, 2012).

A classificacao das feridas é um pilar fundamental nesse contexto, pois
proporciona um arcabouco estruturado para sua analise e abordagem
terapéutica. Existem diversos sistemas classificatorios que ajudam a categorizar
as feridas, oferecendo uma visdo abrangente de suas caracteristicas. Uma
dessas classificagcdes envolve a categorizacdo de acordo com a origem da
ferida, distinguindo entre feridas traumaticas (Figura 4A), aquelas resultantes de
eventos como acidentes, e feridas cirurgicas (Figura 4B), decorrentes de
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procedimentos médicos (Schultz et al., 2020).

Figura 4. Categorizacdo das feridas de acordo com a origem: (A) ferida

traumética; (B) ferida cirdrgica.

Fonte: https://pt.slideshare.net/jlassala/avaliao-e-tratamento-de-feridas-cbcenf

Outro critério de classificacdo é baseado na profundidade e apresentacao
clinica das feridas. Nesse caso, as feridas podem ser classificadas como
superficiais, afetando apenas as camadas externas da pele, parciais,
envolvendo tecidos mais profundos, ou complexas/profundas, atingindo
camadas mais internas e complexas do tecido. Além disso, as feridas podem ser
identificadas como abertas, aquelas que apresentam uma abertura na pele, ou
fechadas, onde a superficie da pele ndo é rompida (Baranoski e Ayello, 2016).
A Figura 5 representa as camadas da pele, mostrando a epiderme como a

camada superficial e a derme e hipoderme como as camadas mais profundas.

Figura 5. Representacdo das camadas da pele


https://pt.slideshare.net/jlassala/avaliao-e-tratamento-de-feridas-cbcenf

Fonte: https://www.sbd.org.br/cuidados/conheca-a-pele

Adicionalmente, as feridas podem ser classificadas considerando o
estagio de cicatrizacdo em que se encontram. Nesse contexto, sdo divididas em
feridas agudas, que séo lesdes recentes e que estdo em processo inicial de
cicatrizacdo, e feridas cronicas, que persistem por um periodo prolongado e
muitas vezes apresentam dificuldades no processo de cicatrizacao (Figura 6A e
6B) (Schultz et al., 2020).

Figura 6. Imagens representativas de feridas de caracteristica aguda (A) e

cronica (B).

Fonte: https://sobest.com.br/en/feridas

Essa diversidade de sistemas classificatorios ndo apenas oferece uma
compreensao mais completa das feridas, mas também é crucial na orientacao
de estratégias terapéuticas personalizadas para cada tipo de lesdo. A escolha
do tratamento adequado, portanto, depende ndo apenas da natureza da ferida,
mas também de sua classificacdo precisa, destacando a importancia desses
sistemas na pratica e pesquisa clinica que buscam aprofundar o conhecimento
nesse campo téo crucial da atencdo a saude. (Cardinelli, C. C.et al., 2021)
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Um dos fatores cruciais para resolucéo da cicatrizacdo € a influéncia da
inflamacéo. A inflamacdo é caracterizada como um processo complexo e
altamente regulado que ocorre em resposta a estimulos prejudiciais, tais como
infeccdes, lesbes teciduais, agentes quimicos ou agentes estranhos. Este
fendmeno fisiolégico envolve uma série de eventos interligados, com o objetivo
primario de defender o organismo contra agressoes, reparar tecidos danificados
e restaurar a homeostase (Serhan, 2017).

O reconhecimento do agente nocivo desencadeia uma série de eventos,
incluindo a resposta vascular, que se inicia com a vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular. Esta etapa resulta no extravasamento de fluidos,
células sanguineas e proteinas plasmaticas para o tecido afetado,
desencadeando sinais visiveis de inflamagdo, como edema e hiperemia (Chen
et al., 2018). A migracao de células imunes, como neutréfilos e macrofagos, para
o local inflamado é mediada por sinais quimicos especificos, envolvendo
processos de quimiotaxia. Essas células desempenham um papel fundamental
na fagocitose de patégenos, eliminacédo de células danificadas e na modulacao
da resposta inflamatoéria (Dalli e Serhan, 2017).

A evolucao do processo inflamatorio culmina na regeneracao do tecido,
visando reestabelecer a arquitetura e funcionalidade do tecido apds a lesdo. O
reparo do tecido pode ocorrer por dois tipos de reagdo: regeneracdo ou
cicatrizacdo. A regeneracdo ocorre quando h& estimulo da proliferacdo das
células residuais visando substituir os componentes danificados e retornar
essencialmente ao seu estado normal. Para isso participam o tecido lesado
remanescente, as células endoteliais vasculares e os fibroblastos. J& quando os
tecidos remanescentes nao conseguem restituir-se, haverd maturacdo de
células-tronco teciduais e consequente deposicao de tecido conjuntivo em um
processo que resulta na formagdo de uma cicatriz, chamado portanto de
cicatrizagédo (Shedoeva et al., 2019). Quando a leséo envolve apenas a camada
epitelial, o principal mecanismo de reparo é a regeneracédo epitelial. Quando a
perda de células ou tecidos € mais extensa, como ocorre em grandes feridas,
abscessos, ulceracdes e na necrose isquémica de 0rgaos, o processo de reparo
envolve uma combinacdo de regeneracéo e cicatrizagdo (Kumar; Abbas; Aster,
2019).

O processo inicial no reparo tecidual envolve a proliferacao celular, que &
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impulsionada pelos fatores de crescimento e regulada por estes e pela matriz
extracelular. Esses fatores de crescimento sao sintetizados por células préximas
a area danificada. Os macréfagos ativados pela leséo tecidual representam as
fontes mais significativas desses fatores de crescimento, embora células
epiteliais e estromais também contribuam na producéo de alguns desses fatores
(Ellis; Lin; Tartar, 2018).

Para execucdo do processo de reparo € necessario fornecimento de
nutrientes e oxigénio. Para tanto, sdo formados novos vasos sanguineos através
da angiogénese. Ja a deposicao do tecido conjuntivo ocorre através da migracao
e proliferacéo de fibroblastos para o local da leséo e deposicéo das proteinas da
matriz extracelular produzidas por essas células. A sintese de colageno pelos
fibroblastos tem inicio logo no comeco do reparo das feridas (dias 3 a 5) e
prossegue por varias semanas, resultando, por fim, na formac¢éo de uma cicatriz.
A medida que o reparo prossegue, o nimero de fibroblastos e novos vasos
proliferativos diminui (Ellis; Lin; Tartar, 2018; Cafledo-Dorantes; Cafiedo-Ayala,
2019).

O processo de cicatrizacdo pode sofrer a influéncia de vérios fatores
extrinsecos e intrinsecos como diabetes, estado nutricional, aumento de pressao
local, corpos estranhos e as carateristicas do tecido no qual a lesdo ocorreu. A
presenca de um processo infeccioso € uma das causas que provocam maior
demora no processo de reparo, pois a infeccdo aumenta a destruicao tecidual e
a necrose. Nestes casos, podem ocorrer Ulceras dolorosas com descargas
purulentas e com inflamacé&o ao redor, bem como prolongamento do processo
cicatricial (Wang et al., 2018). Algumas citocinas tem papel importante para o
processo de cicatrizacao tecidual. IL-1p3, IL-6 e TNF-a sdo conhecidas por serem
liberadas em grandes quantidades em resposta a lesdes teciduais,
desempenhando um papel crucial na resposta inflamatoria. Em processos de
cicatrizacdo, € comum observar uma diminuicdo progressiva dessas citocinas a
medida que a cicatrizagdo avanca. (Dinarello, 2018).

Um organismo imunocomprometido apresenta uma alteragcdo na
imunidade fagocitica, celular ou humoral que aumenta o risco de complicagbes
infecciosas ou processos oportunistas. Além disso, se houver uma violagédo das
barreiras de defesa da pele ou da mucosa e permitir que microorganismos

causem infeccao local ou sistémica (Rahier et. al., 2009). Estudos tém utilizado
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a imunossupressao para explicar as etapas bioquimicas do processo de reparo
e a resposta imunolégica do organismo frente a lesdo. O metotrexato (MTX) esta
entre 0s imunossupressores mais utilizados (Ciesielski, 1998; Koning et al.,
2006), em funcao de seu mecanismo de acao envolver o blogueio e inativagao
de citocinas, fatores de crescimento, integrinas e células polimorfonucleares
(PMN), o que permite a reducéo de algumas etapas do processo cicatricial.

Certos medicamentos sdo empregados no tratamento de inflamacdes e
contribuem para o processo de reparo tecidual. Contudo, frequentemente, 0s
medicamentos de administracdo sistémica ndo conseguem alcancar a eficacia
desejada, o que pode dificultar o processo de cicatrizacdo. Diante dessa
situacdo, a aplicacao topica de farmacos é amplamente adotada quando se
busca um efeito local. Isso se deve ao fato de que formulacdes cujo alvo de agéo
se limita a superficie da pele ou as camadas mais superficiais conseguem
manter concentracdes terapéuticas do medicamento no tecido especifico, ao
mesmo tempo que minimizam o risco de efeitos colaterais decorrentes da
exposicao sistémica. Dessa forma, a utilizacdo de produtos derivados de plantas
medicinais podem ser uma excelente estratégia como fonte de novos
componentes ativos para o controle de inflamac¢des cutaneas (Firdous; Sautya,
2018; Shedoeva et al., 2019).

3.5 ESTUDOS DE TOXICIDADE

A avaliacdo de toxicidade objetiva avaliar os efeitos nocivos causados por
uma determinada substancia dentro do organismo, tanto relacionados com sua
concentracdo quanto com o tempo de permanéncia e/ou exposicdo. Os testes
de toxicidade devem ser realizados de forma padronizada e em condi¢cbes
replicaveis (Tonkens et al., 2005; Hartung et al., 2020).

As alteragBes causadas por substancias toéxicas podem ser reversiveis ou
nao, dependendo da extensdo dos danos que sao causados, podendo ser a
niveis molecular, celular, tecidual e, em ultimo caso, levar a morte do organismo.
Esses danos podem variar de acordo com caracteristicas do organismo como
género, idade, estado nutricional, entre outros (Ugwah-Oguejiofor et al., 2019;
Deyno et al., 2020).
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Diversas agéncias reguladoras apresentam protocolos para execucgao de
testes toxicologicos, estando 0s ensaios preconizados pela Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD) entre os mais aceitos no
mundo, bem como aqueles propostas por agéncias reguladoras como Food and
Drug Administration (FDA), European Medical Agency (EMA), Medicines and
Healthcare products Regulatory Agency (MHRA) e pelo Ministério da Saude do
Japao. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) segue
protocolos estabelecidos pelo OECD (Moura et al., 2012).

Os estudos de toxicidade podem ser divididos em dois grupos: ensaios
de dose unica, denominado de testes de toxicidade aguda, que permitem
classificar o composto de acordo com o grau de toxicidade ou letalidade, sendo
capaz de determinar a dose letal mediana (DL50). No teste de toxicidade aguda,
sdo observadas alteracdes no consumo de agua, racdo e massa corporea, € ao
final do experimento os principais 6rgdos sao coletados para avaliacédo
macroscopica e histopatoldgica, para obter informacbes suficientes para
classificar a substancia e selecionar doses para estudos de longa duragao
(Oecd, 2008;Oliveira et al., 2019).

Ja os ensaios de exposicdo a doses repetidas fornecem informacdes
sobre a toxicidade de um produto quando utilizado diariamente. Para a
realizacdo do teste € recomendada a utilizacdo de trés doses experimentais,
além de utilizar animais machos e fémeas por grupo, sendo observados
alteracbes no consumo de agua, racdo e massa corporea. Ao final do
experimento o0s principais 6rgaos sao retirados para avaliacdo macroscopica e
histopatolégica e o sangue também é coletado para analises hematoldgicas e
bioguimicas (OECD, 2008; Xiu et al., 2014; Oliveira et al., 2019).

Os testes toxicoldgicos visam garantir a seguranca de uso de determinada
substancia estabelecendo limites seguros para a aplicabilidade e contribuindo
para o desenvolvimento de novos farmacos (Oliveira et al., 2019). A crenca de
que produtos naturais ndo fazem mal a saude faz com que a toxicidade deles
seja por muitas vezes subestimada. Experimentos tém demonstrado que a
utilizagdo de algumas espécies de plantas causa inUmeros efeitos adversos ao
organismo. Diante disso, estudos toxicoldgicos envolvendo plantas medicinais
devem ser realizados visando avaliar a sua seguranca de uso (Ndhlala et al.,
2013; Tariqg et al., 2018; Oliveira et al., 2019; Costa et al., 2020).
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E essencial ter cautela ao manusear plantas desconhecidas ou suspeitas
de causar reacdes na pele. Se houver exposicdo a alguma planta e ocorrer
irritacdo ou reacdo cutanea, € aconselhavel procurar atendimento médico
imediatamente (Lowe & Schadler, 2019). O teste de sensibilizacdo cutanea
avalia a capacidade de uma substancia causar uma reacao alérgica na pele,
conhecida como dermatite de contato alérgica. Neste processo a substancia €
aplicada na pele do animal. A presenca de uma resposta irritante € avaliada apés

um periodo de tempo (Ambar, 2018).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados dessa tese estéo apresentados na forma de artigos.
4.1 ARTIGO 1

Assessment of acute and subchronic dermal toxicity of

optimized agueous extract of Pilosocereus gounellei stem in mice

Francisco Amorim de Barros!, Magda Rhayanny Assuncéo Ferreira®,
Luiz Alberto Lira Soares®, Patricia Maria Guedes Paival Alisson

Macario de Oliveiral?, Thiago Henrique Napoleao?

Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife — PE, 50670-901, Brazil

’Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande — PB, 58429-
500

3Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de

Pernambuco, Recife — PE, 50670-901, Brazil

Running title: Dermal Toxicity of Aqueous Extract of Pilosocereus gounellei in
Mice

* Corresponding author: Dr. Alisson Macario de Oliveira

Address: Departamento de Bioquimica Universidade Federal de Pernambuco,
Recife-PE, 50670-901, Brazil. E-malil: alisson.macario@ufpe.br, Phone: +55

(81) 9.9768-3833



Abstract

Pilosocereus gounellei, popularly known as xique-xique, endemic to the
Caatinga, an exclusively Brazilian biome, has application in traditional medicine
in inflammation and hyperglycemia. This study aimed to prepare an agueous
extract of P. gounellei stem rich in polyphenols and evaluate for the first time
acute and subchronic (13-weeks) dermal toxicity in mice. A factorial design (32)
of the aqueous extract of P. gounellei stem was developed using the variables:
drug proportion and extraction method. Toxicity was assessed by applying 1g of
extract a single or multiple time (13 weeks) to mice. When evaluating the dry
residue and total polyphenol content of the extracts, the extraction efficiency was
determined resulting in extraction by maceration with 5g of plant drug as the
optimized extract (AEPQ). In the assessment of dermal irritation, treatment with
AEPg caused mild skin irritation (score 1). In acute dermal toxicity, erythema was
observed in the first 24 hours after application and ceased until the end of the
experiment. In subchronic dermal toxicity, application for 13 weeks did not
promote death or behavioral changes. Biochemical, hematological and
histopathological parameters were not changed with AEPg treatment when
compared to control. Thus, AEPg presented mild dermal irritation and no long-
term toxic effects, and could be an important source for the development of drugs

with dermal application.

Keywords: Xigue-xique, Dermal toxicity, Caatinga, Toxicity.
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Introduction

Species of the Cactaceae family are widely distributed in the Americas and
are commonly found in the semi-arid regions of Brazil. They have important
socioeconomic value for the rural population, with food (Fidelis et al., 2015),
ornamental and medicinal (Ramirez-Rodriguez et al., 2020) applications. Some
species of cacti have been studied in topical preparations. Ammar et al. (2015)
described that a methanolic extract of Opuntia ficus-indica accelerated the
healing process of skin wounds. A hexane fraction of Pereskia aculeata leaves
did not promote dermal irritation and promoted a topical anti-inflammatory effect
in mice (Pinto et al., 2015).

The species Pilosocereus gounellei (F.A.C.Weber ex K.Schum.) Byles &
G.D. Rowley, popularly known as xique-xique, is still seen as underutilized,
despite of its potential applications (Araujo, et al., 2021). Pilosocereus gounellei
is a cactus that is traditionally used as forage for animals (Araujo et al. 2010), as
food by people (Lucena et al.,, 2013), and in folk medicine with applications
against inflammatory processes (Agra et al., 2008), jaundice (Roque et al., 2010)
and hyperglycemia (Albuquerque et al.,, 2007; Marinho et al., 2011). In an
ethnobotanical survey by Oliveira et al., (2011) a homemade ointment based on
xigue-xique was reported for the treatment of skin conditions.

Oral administration of a saline extract from P. gounellei stem in high
concentrations (2,000 mg/kg b.w) did not promote significant changes in
behavioral, physiological, biochemical, hematological or histopathological
parameters in mice (De Oliveira, et al. 2018; De Oliveira et al .2019). In addition,
this extract showed antinociceptive (De Oliveira et al., 2018), gastroprotective
(Souza et al., 2018), and anti-obesity (De Oliveira et al., 2021) activities. The
diversity of biological activities is possibly linked to the presence of a rich source
of flavonoids and phenolic acids (De Araujo et al., 2021) that can potentially be
used in the cosmetics industry or to treat skin diseases.

However, a toxicological survey on topical application of P. gounellei stem
extract was not conducted yet. Therefore, envisioning future studies on biological
activities to be tested topically, we evaluated the dermal toxicity in mice of an
aqueous extract of the stem of P. gounellei, produced aiming to obtain a better

efficiency in extraction of polyphenols.
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2. Materials and methods

2.1 Plant material

P. gounellei stem was collected at Afogados da Ingazeira, Pernambuco,
Brazil, under authorization (number 72024) from the Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) of the Brazilian Ministry of the
Environment. Access was recorded (ADF1667) in the Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen). A voucher specimen (number 82,853) was deposited at the
herbarium UFP - Geraldo Mariz at the Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). For preparation of the extract, the thorns were removed
and the stem was dried at 28 °C for three days and subsequently pulverized. The
powder was stored at 4 °C. Then, the solution was sieved and the liquid was

frozen and subjected to the freeze-drying process to obtain the dry extract.

2.2 Extract preparation

Different amounts of plant drug (5, 10 and 15 g) and extraction methods
(maceration for 24 h; turbo-extraction during 20 min with 4 cycles of 30 seconds
and 4 minutes of interval between each cycle; and infusion, with incubation of the
material for 20 min in boiling solvent) were evaluated, using distilled water as
solvent. The extracts obtained were evaluated for dry residue and total
polyphenol content.

The dry residue (DR) was determined in infrared balance (Series-ID v. 18,
Marte®), using 4 mL of extract, at a temperature of 130 + 2 °C until mass variation
does not changing.

The total polyphenol content (TPC) was determined through according to
Galvao et al., (2018). 150 pL of the extract were transferred to a 10 mL volumetric
flask. Then, 1000 pL of Folin-Ciocalteu were added, and the volume was adjusted
with carbonate solution (10.75%, w/v, NaCOs). UV-Vis absorbance
measurements were taken after 20 min in the scanning mode to determine the
wavelength of highest absorption, which was subsequently fixed at 780 nm. TPC

was calculated and expressed in g% of pyrogallol according to the formula:
DF x A1 x m2

TPC =
¢ A2 xm1l
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where: DF = dilution factor; A1 = absorbance of sample; m1 = weight of sample;
A2 = absorbance of standard; m2 = weight of sample.

The extraction efficiency (EE) was determined by the ratio between the
content of the metabolites of interest (TPC) and the solid content (DR) obtained
for each extract (EE = TPC/DR). The extract with highest EE was chosen for the

study of dermal toxicity and named OEPg (optimized extract from P. gounellei).

2.3 In vivo experimental procedures
2.3.1 Animals

All the experiments were conducted in accordance with the National
Institute of Health's Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and were
approved (process no. 0058/2023) by the Ethics Committee on Animal Use of
UFPE. Swiss mice (35-45 g) were obtained from the Instituto Keizo Asami of
UFPE and kept under a light/dark cycle (12:12) at 22 °C. Water and standard
food (Labina, Purina, Brazil: 8% fat, 26% protein, 54% carbohydrate) were
available ad libitum.

For the evaluation of the dermal toxicity, the mice were anesthetized with
intramuscular ketamine (50 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg) solution. Then, the
hair on the dorsal region was shaved and OEPg (1 g/mL) or vehicle was applied.

In all groups, occlusion was performed with microporous tape used for dressings.

2.3.2 Dosage preparation

Due to the viscous nature of P. gounellei, 1 mL of distilled water was added
to every 1 g of dry extract (OEPQ), providing a semi-solid texture for dermal
application.

2.3.3 Dermal irritation assay
To evaluate a possible dermal irritating effect of the extracts, 20 male mice

were divided into four groups (n = 5 per group), which were kept in separate
cages. Each animal had two areas shaved in the dorsal region (approximately 1
cm?), one for application of the extract at 1 g/mL and in the other (left side) nothing
was applied, thus allowing that the animal was its own control. The skin of all
animals was inspected for dermal irritation and the presence of erythema and/or

edema at intervals of 1, 12, 24, 48 and 72 h after topical application of the extract.
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The evaluation was scored according to Draize (1959): 0 - no swelling or
erythema; 1 - erythema or noticeable swelling; 2 - well-defined erythema or mild
swelling; 3: moderate to severe erythema or moderate swelling; 4: severe
erythema or swelling. The mean score for irritation (MSI) corresponded to the
ratio between the total score and the number of animals in each group. The
relative mean score for irritation (MSIR) after 72 h was calculated as: MSI (extract)
— MSI (control). Treatment was classified as nonirritant (MSI < 0.5), slightly irritant
(0.5-2.99), moderately irritant (3.0-5.99), or severely irritant (>6.0).

2.3.4 Acute dermal toxicity

The animals (male and female) were divided into two groups (n=5): one
for treatment with OEPg (1 g/mL) and another treated only with vehicle (distilled
water). The animals' skin was observed during the first 6 hours and then wrapped
in microporous tape. Skin assessment was performed twice a day for 14 days.
On the 15th day, the animals were anesthetized followed by exploratory
laparotomy for macroscopic evaluation of the internal organs (OECD n. 404,
2015).

2.3.5 Subchronic dermal toxicity

Groups of 5 male or 5 female mice followed the treatments: Control group,
treated with vehicle (distilled water) and another group treated with extract (1
g/mL). Treatments continued daily for 13-week with application of treatments and
replacement of the microporous tape. At the end of the test, the animals

underwent collection of blood, internal organs and dorsal skin after anesthesia.

2.3.6 Evaluation of toxicity signs

For assessment of acute and subchronic dermal toxicity, all mice were
monitored daily for mortality and behavioral changes (agitation, drowsiness,
tremors, seizures, stereotyped movements, diarrhea and lethargy), in addition to
changes in breathing. Water and food consumption as well as body weight were

evaluated daily in acute toxicity assay and weekly in subchronic toxicity test.

2.3.7 Analysis of hematological and biochemical parameters
The blood collected from each animal was divided into two tubes, one
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containing anticoagulant (EDTA) for hematological analysis and another tube
containing separating gel for biochemical analysis. For hematological analysis,
the following parameters were evaluated: erythrocyte count, hematocrit,
hemoglobin, mean corpuscular volume (CMV), mean corpuscular hemoglobin
(MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and total and
differential leukocyte count (segmented, lymphocytes and monocytes) using an
optical microscopy and automatic hematological analyzer (Coulter STKS,
Beckman Coulter, Miami, FL, USA). For the biochemical analyses, the following
serum parameters were determined: albumin, ALT (alanine aminotransferase),
AST (aspartate aminotransferase), alkaline phosphatase, GGT (gamma-glutamyl
transferase), total protein, BUN (blood urea nitrogen), creatinine, bilirubin, total
cholesterol and triglycerides using commercial kits (Labtest Diagnostica, Brazil)
and COBAS automatic analyzer (Roche Diagnostics, Switzerland).

2.3.8 Histopathological analysis of the skin

The removed skins were fixed in formalin, cut in 0.5 cm thick pieces, and
placed in plastic cassettes. Tissues were processed automatically using an
automated processor (Leica ASP300, Germany) followed by paraffin embedding,
cutting and sectioning at 5 ym thickness using a rotary microtome (Leica RM
2155, Germany). Then, tissue sections were deparaffinized with xylene and
rehydrated with different dilutions of ethanol (100% and 80%). Tissue sections

were stained with Hematoxylin and Eosin (H&E) stain.

2.4. Statistical analysis
The results were expressed as mean and relative standard deviation; and

were analyzed with the software Statistica®.

3. Results and discussion

In our investigation we studied the best condition for extraction of
polyphenols from P. gounellei stem using a 32 experimental design and response
surface methodology (RSM) to achieve maximum extraction. Table 1 reports the
matrix of factorial design together with the results obtained for the responses

evaluated.
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Table 1. Matrix of the factorial design 32 for extraction of polyphenols from P.

gounellei stem.

Natural Variables Responses
DR (%) TPC (g%) EE
Drug (g) Method
Mean SD Mean SD Mean SD

Maceration 1.12 0.0436 0.276 0.0013 0.247 0.0083

Infusion 0.88 0.0231 0.220 0.0078 0.249 0.0138

Turbo-extraction 1.36 0.0153 0.253 0.0030 0.186 0.0042
10 Maceration 2.32 0.0416 0.193 0.0031 0.083 0.0014
10 Infusion 1.91 0.0289 0.181 0.0026 0.095 0.0020
10 Turbo-extraction 2.28 0.0153 0.173 0.0039 0.076 0.0013
15 Maceration 3.55 0.0306 0.151 0.0016 0.043 0.0007
15 Infusion 3.10 0.0265 0.147 0.0027 0.047 0.0006
15 Turbo-extraction 2.91 0.0265 0.137 0.0039 0.047 0.0012

Where: DR = Dry residue; TPC = Total polyphenol content; EE: Extraction

efficiency. The results were expressed as mean * sd (standard deviation).

The Pareto chart and surface response diagrams obtained are shown in
Figure 1. Considering the variable dry residue, it is possible to observe a positive
influence of the amount of drug (+148.67) and a negative influence of the method
(-24.31) (Figure 1A), ie. when the dry residue was higher with the increase of
drug amount, while when the method is at the highest level (turbo-extraction)
there was a decrease in the value of the dry residue (Figure 1B).

Regarding the total polyphenols content, both variables showed a negative
influence (Figures 1C and 1D). This fact may be associated with the extraction
and decrease in the particle size of the herbal drug that occur simultaneously
during turbo-extraction, increasing the amount of fine material and making
filtration difficult and consequently disadvantaging extraction. Similar results were
observed in relation to extraction efficiency (Figure 1E). However, the method in
the quadratic model had a positive influence on the response. In addition, the
interaction between the two factors (amount of drug and method) in the linear
model was positive (Figure 1F).
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Figure 1. Pareto charts and surfaces responses of 32 factorial design for dry
residue (A-B), total polyphenol content (C-D) and extractive efficiency (E-F).
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The factors studied showed influence for the responses (except for drug
amount at the quadratic term for DR), and significant interactions between them
at the linear and quadratic terms. The statistical analysis of the models calculated
displayed high coefficients of determinations for dry residue (R? = 0.9992), total
polyphenol content (R? = 0.9934) and extractive efficiency (R? = 0.9951). The
correlation coefficient concluding that the models could explain more than 99%
of the experimental variability (Table 2). Considering the results obtained, a better

extraction of polyphenols from P. gounellei stem using water as solvent can be



achieved maceration technique and a drug amount of 5 g. Thus, the OEPg used

in dermal toxicity assay was produced using these conditions.

Table 2. Statistical analysis of the models from factorial design.

DR TPC EE
Terms
t(18) Coeff. F t (18) Coeff. F t (18) Coeff. F
(1) Drug (g)(L) 148.68* 1.03* 22105.44* -58.84* -0.052* 3462.08* -68.05* -0.09* 4630.12*
Drug (9)(Q) 1.06 0.01 1.13 -9.87* -0.008* 97.32* -22.41* -0.03* 502.23*

(2) Method (L) -10.41* -0.07* 108.33*  -10.58* -0.009* 111.93* -7.92* -0.01* 62.76*
Method (Q)  -24.31* -0.15* 501.19* -9.57* -0.007* 91.65*  7.34* 0.01* 53.80*

1L by 2L -25.89*  -0.22* 670.15* 1.95 0.002 3.80 9.98* 0.02* 99.53*
1L by 2Q 7.81* 0.06* 61.04* 12.54* 0.012* 157.17* -5.43* -0.01* 29.44*
1Q by 2L 5.32* 0.04* 28.32* -0.41 0.000 0.17 3.68* 0.01* 13.54*
1Q by 2Q -5.75* -0.04* 33.09* 5.70*  0.005* 32.50* -0.55 0.00 0.30

*Significant t- test for a = 0.05.
DR = dry residue; TPC: Total Polyphenol Content; EE: extractive efficiency.

The dermal irritation test of OEPg was initially investigated before toxicity
assays. In general, dermal irritation involves an inflammatory process localized
by a single or prolonged contact with an etiological agent. In the first hour of
application, OEPg caused slight irritation (score 1) in all animals, however, at the
following periods, the erythema and edema scores at the other times were all
zero (Table 3). The control group did not show changes at all periods evaluated.

Therefore, OEPg is a substance that causes little irritation.

Table 3. Assessment of dermal irritation.

Treatment Mean score for irritation (MSI) MSIr

1h 12 h 24 h 48h 72

h
Control (Distilled water) 0 0 0 0 0 0
OEPg (2,000 mg/kg) 1 0 0 0 0 0

OEPg: optimized extract from P. gounellei

In acute dermal toxicity assay, male and female mice were exposed for 24
h to OEPg applied on the trichotomized dorsal region. No deaths or behavioral

changes occurred after this period. However, moderate erythema in males and
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females exposed to OEPg was observed the following day of topical application,
with no signs of edema. After 48 h of topical application, there were no signs of
erythema in both sexes. The control animals did not show any changes over the
14 days of evaluation. When evaluating weight gain as well as water and food
consumption, animals treated with OEPg did not show significant changes when
compared to respective control (Table 4). The data shows that acute topical
application of OEPg only caused skin irritation but did not affect systemic

physiological parameters.

Table 4. Evaluation of physiological parameters of water and feed consumption
and weight gain of male and female mice treated with Pilosocereus gounellei

extract.

Control OEPg Control OEPg

male male female female

Parameter

Water consumed
(mL)

61.14+5.72 63.29+4.13 62.504+5.44 64.77+6.11

Food consumed

(9)
Weight again (g) 3.19+0.14 3.09+0.11  3.15+0.09 3.12+0.13

Values represent the mean + standard error of mean (n = 3/group). No significant

42.38+4.10 43.03+4.41 42.25+4.59 44.01+3.94

differences (p > 0.05) were found between the groups. OEPg: optimized extract
from P. gounellei.

Pinto et al. (2015) evaluated the irritant potential on the skin of rats of a
hexane fraction (HF) of a methanolic extract of Pereskia aculeata (Cactaceae)
leaves. After 4 hours of contact, 0.5 g of HF did not cause irritation, erythema,
edema, or dry skin in rats during the 14 days of observation.

To evaluate possible cumulative effects of the use of OEPg, we carried
out subchronic dermal toxicity tests for 13 weeks of application. There were no
deaths or behavioral changes in the mice. Furthermore, hair growth in mice
treated with OEPg was similar to the control group. Regarding weight gain, water
and food consumption, the mice from the control group and those treated with
OEPg did not show significant differences.

Hematological and biochemical parameters were determined for animals
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from subacute assay (Tables 5 and 6). No changes were observed in the
hematological parameters regarding red and white cells from mice treated with
OEPg when compared to control mice of both sexes (Table 5). In addition, there
were no significant differences in biochemical parameters between the groups
treated with the extracts compared to the control for both sexes (Table 6).

Table 5. Evaluation of hematological parameters of male and female mice treated

with Pilosocereus gounellei extract.

Parameters Control OEPg Controle OEPg
male male female female

Erythrocytes(108/mm?3) 5.06+0.39 5.29+0.39 5.18+0.43 5.29+0.40
Hematocrit (%) 37.30+2.08  39.04+3.50 39.20+3.65 40.13+4.34
Hemoglobin (g/dL) 12.55+0.41 12.79+0.59 12.91+0.45 13.42+0.63
MCV (fL) 49.67+2.50 50.65+3.53 51.44+3.66 49.50+0.67
MCH (pg) 18.02+0.44 18.75+0.48 18.40+0.42 18.72+0.76
MCHC (%) 35.43+1.57 36.32+3.15 34.97+3.53 36.42+1.34
Leukocytes (103/mm3®)  7.20+0.58 7.19+0.57  7.31+0.45 7.52+0.51
Segmented (%) 60.22+3.25 62.60+3.70 61.54+3.23 59.29+2.45
Lymphocytes (%) 29.18+0.25  30.37+0.40 29.86+0.42 28.88+1.12
Monocytes (%) 5.13+0.18 5.27+0.26  5.24+0.20 5.64+0.83
Basophils (%) 0.17+0.03 0.19+0.03 0.18%0.02 0.17+0.29
Eosinophils (%) 3.65+0.22 3.74+0.32  3.53%£0.39 3.49+0.02

MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular
hemoglobin concentration. Values represent the mean + SEM (n=5/group). p <0.05 in comparison

with control. OEPg: optimized extract from P. gounellei.

Table 6. Evaluation of biochemical parameters of male and female mice treated

with Pilosocereus gounellei extract.

Parameters Control OEPg male Controle OEPg female
male female

Albumin (g/dL) 32.10+2.17 31.54+2.09 33.80%3.13 31.19+3.10

ALT (U/L) 61.43+2.46 60.82+2.91 60.69+5.19 60.40+2.03

AST (U/L) 141.43+5.22 137.43t6.72 136.28+8.56 142.40+3.10

GGT (U/L) 13.11+0.70 13.52+0.62 13.10+0.50 13.02+0.60

Alkaline phosphatase 12.10+0.57 12.47+0.51 12.30+0.65 11.90+0.56
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(IU/L)

Total protein (g/dL) 64.10+2.32  65.24+3.58 63.65+2.65 62.03+2.08
Creatinin (mg/dL) 3.48+0.36 3.61+0.42 3.42+0.09 3.40+0.13
Ureia (mg/dL) 0.39+0.06 0.36+0.08 0.38+0.08 0.4040.13
Total cholesterol 90.43+5.35 93.74%£6.42  94.39+5.45 87.03+6.04
(mg/dL)

Triglycerides (mg/dL) ~ 64.14+3.14  62.73+3.51  65.30%5.79 64.37+5.10

Values represent the mean + SEM (n=5/group). p <0.05 in comparison with control. OEPg:

optimized extract from P. gounellei.

The microscopic structures of the skin of mice treated with OEPg are
represented in Fig. 2. Microscopic observation revealed that the skin structures
of animals of both sexes and for all groups did not show any changes in cellular

structures at varying magnifications through the microscope optical.

Figure 2. Representative photomicrograph of histological analysis of skin from

mice subjected to subchronic dermal toxicity for 13 weeks.

Legend: Histopathological images of skin from male and female mice, control or treated with gel
containing OEPg. A: photomicrograph of male mouse skin from the control group. B:
photomicrograph of male mouse skin from the gel-treated group. C: A. photomicrograph of skin
from a control group female mouse. D: photomicrograph of female mouse skin from the gel-
treated group. Magnification of 100x and stained with hematoxylin and eosin.



Conclusion

A factorial design was developed and an optimized extract from the stem
of Pilosocereus gounellei was obtained by maceration at 5%. Topical application
of the extract (1 g/mL) daily for up to 13 weeks did not promote changes in the
skin or in the biochemical, hematological and histopathological parameters of
mice. In this way, this study contributed to the development of future
pharmaceutical formulations containing P. gounellei extract with therapeutic

potential.

Disclosure statement

The authors report there are no competing interests to declare.

Data availability statement
All data generated or analyzed during this study are included in this published

article.

Funding

The authors express their gratitude to the Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), as well as to the
Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES;
Finance Code 001) and the Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do
Estado de Pernambuco (FACEPE).

CrediT authorship contribution statement

Francisco Amorim: Methodology, Software, Formal analysis, Data curation,
Writing — original draft. Magda Ferreira: Software, Formal analysis, Data curation.
Luiz Soares and Patricia Paiva: Methodology, Funding acquisition. Alisson
Oliveira and Thiago Napoledo: Methodology, Software, Formal analysis, Data
curation, Funding acquisition, Writing — original draft, Writing — review; editing,

Supervision.

44



References

Ammar, |., Bardaa, S., Mzid, M., Sahnoun, Z., Rebaii, T., Attia, H., & Ennouri, M.
(2015). Antioxidant, antibacterial and in vivo dermal wound healing effects of
Opuntia flower extracts. International Journal of Biological Macromolecules, 81,
483-490.

Ambar, B.D. et al. Requisitos regulatorios internacionais para testes de
sensibilizacao cutdnea. Toxicologia e Farmacologia Regulatorias, 95, pp. (2018).

De Araujo, F. F., de Paulo Farias, D., Neri-Numa, I. A., & Pastore, G. M. (2021).
Underutilized plants of the Cactaceae family: Nutritional aspects and

technological applications. Food Chemistry, 362, 130196.

De Assis, P. O. A., Guerra, G. C. B., de Souza Araujo, D. F., de Araujo, A. A., de
Araujo, R. F., de Carvalho, T. G., ... & do Egypto, R. D. C. R. (2019). Intestinal
anti-inflammatory activity of xique—xique (Pilosocereus gounellei A. Weber ex K.
Schum. Bly. Ex Rowl) juice on acetic acid-induced colitis in rats. Food & function,
10(11), 7275-7290.

De Oliveira, A. M., da Silva, W. A. V., Ferreira, M. R. A, Paiva, P. M. G., de
Medeiros, P. L., Soares, L. A. L., ... & Napoledo, T. H. (2019). Assessment of 28-
day oral toxicity and antipyretic activity of the saline extract from Pilosocereus

gounellei (Cactaceae) stem in mice. Journal of Ethnopharmacology, 234, 96-105.

De Oliveira, A. M., de Freitas, A. F. S., de Souza Costa, M. D., da Silva Torres,
M. K., de Araujo Castro, Y. A., Almeida, A. M. R., ... & Napoleao, T. H. (2021).
Pilosocereus gounellei (Cactaceae) stem extract decreases insulin resistance,
inflammation, oxidative stress, and cardio-metabolic risk in diet-induced obese

mice. Journal of Ethnopharmacology, 265, 113327.

De Oliveira, A. M., de Luna Freire, M. O., da Silva, W. A. V., Ferreira, M. R. A.,
Paiva, P. M. G., Soares, L. A. L., ... & Napoledo, T. H. (2018). Saline extract of
Pilosocereus gounellei stem has antinociceptive effect in mice without showing

acute toxicity and altering motor coordination. Regulatory Toxicology and

45



Pharmacology, 95, 289-297.

Ferreira, M. R., Sousa, P. A., Machado, J. C., & Soares, L. A. (2020). Extraction
of monomers of hydrolysable tannins from PODS of Libidibia ferrea (Mart. Ex
Tul.) LP Queiroz: Effects of solvent and amount of drug using response-surface

methodology and desirability profile. Quimica Nova, 43, 738-746.

Fidelis, V. R. D. L., Pereira, E. M., da Silva, W. P., Gomes, J. P., & Silva, L. A.
(2015). Producao de sorvetes e iogurtes a partir dos frutos figo da india e
mandacaru. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel,
10(4), 29.

OECD (2015), Test No. 404: Acute Dermal Irritation/Corrosion, OECD Guidelines
for the Testing of Chemicals, Section 4, OECD Publishing, Paris

Pinto, N. D. C. C., Machado, D. C., da Silva, J. M., Conegundes, J. L. M.,
Gualberto, A. C. M., Gameiro, J., ... & Scio, E. (2015). Pereskia aculeata Miller
leaves present in vivo topical anti-inflammatory activity in models of acute and

chronic dermatitis. Journal of Ethnopharmacology, 173, 330-337.

Ramirez-Rodriguez, Y., Martinez-Huélamo, M., Pedraza-Chaverri, J., Ramirez,
V., Martinez-Taguefia, N., & Trujillo, J. (2020). Ethnobotanical, nutritional and
medicinal properties of Mexican drylands Cactaceae Fruits: Recent findings and

research opportunities. Food Chemistry, 312, 126073.

SAWANT, P.D.; KUMAR, S.A.; WANKHEDE, S. & RAO, D.D. Creatinine as a
normalization factor to estimate the representativeness of urine sample - Intra-
subject and inter-subject variability studies. Applied Radiation and Isotopes.
n.136,p. 121-126, 2018.

Sousa, G. A, Oliveira, I. S., Silva-Freitas, F. V., Viana, A. F. S., Neto, B. P.,
Cunha, F. V. M., ... & Oliveira, F. A. (2018). Gastroprotective effect of ethanol
extracts of cladodes and roots of Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum.)
Bly. Ex Rowl (Cactaceae) on experimental ulcer models. Journal of

46



ethnopharmacology, 218, 100-108.

47



48

4.2 ARTIGO 2

Gel contendo extrato aquoso do caule de Pilosocereus gounellei tem efeito

cicatrizante em camundongos saudaveis e imunocomprometidos

Francisco Amorim de Barros?, Magda Rhayanny Assuncéo Ferreira®, Luiz Alberto Lira
Soares?, Patricia Maria Guedes Paival Alisson Macario de Oliveiral?, Thiago Henrique

Napoledo?

Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife — PE,
50670-901, Brazil

2Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual da
Paraiba, Campina Grande — PB, 58429-500

3Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco,
Recife — PE, 50670-901, Brazil

*Autor correspondente: Alisson Macario de Oliveira (alisson.macario@ufpe.br)



49

Resumo

As feridas sao lesGes na pele ou nas mucosas que resultam de fatores diversos e que
requerem um processo natural de cicatrizacdo, dividido em fases inflamatéria, de
proliferacdo e de remodelacdo (Andiji¢ et al., 2022). O Pilosocereus gounellei, uma
cactacea presente em abundancia do nordeste brasileiro, tem uso conhecido
tradicional pela medicina para tratar inflamagbes e processos decorrentes de
ferimentos em mebros inferiores (Oliveira, 2011) e possui atividades farmacologicas
diversas documentadas em estudos prévios para tratar processos inflamatoérios (Agra
et al., 2008), ictericia (Roque et al., 2010) e para efeitos hipoglicemiantes
(Albuquerque et al., 2007; Marinho et al., 2011). O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito de um gel contendo extrato aquoso do caule de P. gounellei em feridas
excisionais de camundongos saudaveis e imunocomprometidos. O extrato foi obtido
pelo método de maceracdo a 5% de droga vegetal, e um gel de carbopol foi preparado
com glicerina, propilenoglicol e conservantes, resultando em uma formulacdo verde
clara, com pH de 5,16, viscosidade alta e boa espalhabilidade. Camundongos albinos
Swiss foram divididos em seis grupos, incluindo controles positivos e negativos, tanto
saudaveis quanto imunocomprometidos. As feridas foram induzidas e tratadas
diariamente por 21 dias. A contracao das feridas foi medida, e o0s niveis de citocinas
TNF-a e IL-1B foram determinados. Os resultados mostraram que o gel de P. gounellei
promoveu uma cicatrizacdo mais rapida comparada ao controle negativo e ao
tratamento com controle positivo com FitoScar®, especialmente nos camundongos
imunocomprometidos, que tiveram uma taxa de contracéo de ferida de 81,45% versus
53,69%. O tratamento também reduziu significativamente os niveis de TNF-a e IL-1p,
indicando um efeito anti-inflamatério. Esses dados mostram que o extrato de P.
gounellei incorporado em gel mostrou ser eficaz na cicatrizacdo de feridas em
camundongos saudaveis e imunocomprometidos, possivelmente devido a sua acao
anti-inflamatoéria. Concluimos que o extrato de P. gounellei € seguro e eficaz na
promocao da cicatrizacao de feridas, possivelmente devido as suas propriedades anti-
inflamatorias. Estes resultados apoiam seu uso potencial em tratamentos topicos para

acelerar a cicatrizacao de feridas.

Palavras-chave: Contracdo de feridas. Cicatrizacdo. Cactaceae. Reducdo de

citocinas.
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Abstract

Wounds are injuries to the skin or mucous membranes resulting from various factors
and require a natural healing process, divided into inflammatory, proliferative, and
remodeling phases (Andji¢ et al., 2022). Pilosocereus gounellei, a cactus abundantly
found in northeastern Brazil, is traditionally used in medicine to treat inflammation and
injuries of the lower limbs (Oliveira, 2011). It has documented pharmacological
activities in previous studies for treating inflammatory processes (Agra et al., 2008),
jaundice (Roque et al., 2010), and hypoglycemic effects (Albuquerque et al., 2007,
Marinho et al., 2011). The objective of this study was to evaluate the effect of a gel
containing an aqueous extract of P. gounellei stem on excisional wounds in healthy
and immunocompromised mice. The extract was obtained by maceration at 5% of the
plant material, and a carbopol gel was prepared with glycerin, propylene glycol, and
preservatives, resulting in a light green formulation with a pH of 5.16, high viscosity,
and good spreadability. Swiss albino mice were divided into six groups, including
positive and negative controls, both healthy and immunocompromised. Wounds were
induced and treated daily for 21 days. Wound contraction was measured, and levels
of cytokines TNF-a and IL-18 were determined. The results showed that the P.
gounellei gel promoted faster healing compared to the negative control and the positive
control treatment with FitoScar®, especially in immunocompromised mice, which had
a wound contraction rate of 81.45% versus 53.69%. The treatment also significantly
reduced levels of TNF-a and IL-1[3, indicating an anti-inflammatory effect. These data
show that P. gounellei extract incorporated into a gel was effective in wound healing in
both healthy and immunocompromised mice, possibly due to its anti-inflammatory
action. We conclude that P. gounellei extract is safe and effective in promoting wound
healing, possibly due to its anti-inflammatory properties. These results support its

potential use in topical treatments to accelerate wound healing.

Keywords: Wound contraction. Healing. Cactaceae. Cytokine reduction.
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1. Introducéo

Feridas sao lesdes na pele ou nas mucosas que resultam de diversos fatores,
como trauma fisico, exposicdo a substancias quimicas, agentes bioldgicos e até
mesmo procedimentos médicos. A cicatrizacdo de feridas representa uma resposta
natural do organismo a leséo e ocorre em trés fases sequenciais e interconectadas: a
fase inflamatoria, a fase de proliferacdo ou granulagcédo e a fase de remodelagéo ou
maturacéo (Andji¢ et al., 2022).

Durante o tratamento de feridas, a ocorréncia de infeccbes é uma das
preocupacdes principais, uma vez que podem atrasar o processo de cicatrizacdo e
causar impactos sistémicos negativos para o0 paciente. O aumento da carga
microbiana em um local que ja estd passando por um processo inflamatério pode
sobrecarregar o sistema imunolégico, o que pode levar a colonizagao critica e até
mesmo a sepse (Alanazi et al., 2022).

Diante da variedade de plantas da Caatinga, destaca-se a Pilosocereus
gounellei, comumente chamada por xique-xigue, uma espécie de cactacea
caracteristica do nordeste semiarido brasileiro que se desenvolve em solos rasos e
rochosos. Esta espécie € muito utilizada na alimentacdo de caprinos, bovinos e na
fabricacdo de bolos, biscoitos e doces pela populacdo rural e ja se mostrou ser
altamente nutritivo (Furtado et al.,2016).

Em estudos etnofarmacolégicos, diferentes preparacfes do xique-xique sao
descritas para tratar processos inflamatoérios (Agra et al., 2008), ictericia (Roque et al.,
2010) e para efeitos hipoglicemiantes (Albuquerque et al., 2007; Marinho et al., 2011).
Na medicina tradicional, ha relatos sobre 0 uso de uma pomada feita a partir do miolo
do xique-xique, que € macerado e aplicado para o tratamento de processos
inflamatorios decorrentes de lesdes nos membros superiores e inferiores (Oliveira,
2011).

Estudos anteriores verificaram que a administracdo oral de um extrato salino
do caule de P. gounellei de forma aguda e subcronica (28 dias) se mostrou segura
para camundongos (Oliveira, et al. 2018; Oliveira et al. 2019). Além de estudos de
seguranca de uso, foram relatadas atividades antinociceptiva (Oliveira et al., 2018),
gastroprotetora (Souza et a., 2018), anti-colite (De Assis et al., 2019) e antiobesidade
(Oliveira et al., 2021) para extratos do caule dessa planta.

Os resultados do estudo de toxicidade cutanea (artigo 1 da presente tese)
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evidenciaram que a aplicacdo topica do extrato (1 g/mL) diariamente por até 13
semanas ndo promoveu alteracdes na pele e nem nos parametros bioquimicos,
hematoldgicos e histopatolégicos dos camundongos. Isso demonstra a seguranca
para aplica¢des topicas, ndo causando reagdes alérgicas cutaneas ou toxicidade local
ou sistémica em camundongos machos e fémeas.

No presente estudo, objetivamos avaliar o efeito do tratamento topico com
formulagdo em gel contendo extrato aquoso do caule de P. gounellei em feridas

excisionais em camundongos saudaveis e imunocomprometidos.

2. Materiais e métodos

2.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado em Afogados da Ingazeira, Pernambuco, Brasil,
sob autorizagdo (numero 72024) do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil. O acesso foi
registrado (ADF1667) no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). Uma exsicata (nUmero 82.853) foi
depositada no herbario UFP — Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Para elaboracdo do extrato, os espinhos foram retirados e o caule foi seco a
28 °C por trés dias e posteriormente pulverizado. O p6 foi armazenado a 4°C até a
preparacao dos extratos. O p6 do caule de P. gounellei foi homogeneizado com agua
destilada (5% m/v) e submetido ao processo de maceracado estatica por 24 h. Em
seguida, a solucédo foi filtrada e o liquido congelado e submetido ao processo de
liofilizacdo para obtencéo do extrato seco (OEPQ).

2.2 Perfil fitoquimico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Amostra do extrato (10 mg) foi solubilizada em metanol (grau HPLC, Tedia®)
em baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida, uma aliquota de 2,5 mL foi transferida
para baldo volumétrico de 5 mL e o volume foi aferido com agua ultrapura (Purelab
Classic UV, Elga®). A solucéo obtida foi filtrada para vial com auxilio de filtro PVDF
(0,45 pm; Chromafil®). A andlise por CLAE foi realizada num sistema de HPLC

Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA), acoplado a um detector arranjo de
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fotodiodo (DAD; Thermo Fisher Scientific) e equipado com bomba binaria (HPG-
3xX00RS, Thermo Fisher Scientific), degaseificador e amostrador automatico equipado
com um loop de 20 pL (ACC-3000, Thermo Fisher Scientific). O comprimento de onda
de andlise foi 350 nm. As separacdes cromatograficas foram obtidas com uma coluna
Cis (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 pm) Supelco® equipada com pré-coluna (Cis de 4 mm x
3,9 m; Phenomenex®), temperatura de 26 + 1 °C. A fase mével foi constituida por agua
ultrapura (A) e metanol (B), ambos acidificados com &cido trifluoroacético a 0,05%, e
fluxo ajustado a 0,7 mL/min. Um programa de gradiente foi aplicado como segue: O-
10 min, 10-20% de B; 10-14 min, 20-25% de B; 14-18 min, 25-40% de B; 18-25 min,
40-80 de B; 25-30 min, 80% de B; 30-34 min, 80-10% de B; 34-36 min, 10%B. Os
dados foram analisados, apds a injecdo em triplicata, e processados usando o
software Chromeleon (Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA).

O padréo de rutina (= 94%, Sigma-Aldrich®) foi preparado em metanol (grau
HPLC, Tedia®). Em seguida foi realizada uma diluicdo em agua ultrapura (Purelab
Classic UV, Elga®) e a solucéo obtida foi filtrada para vial com auxilio de filtro PVDF
(0,45 um; Chromafil®).

2.3 Preparacéao do gel contendo extrato de P. gounellei

Inicialmente, carbopol foi solubilizado em &gua durante 30 minutos sob
agitacao a 500 rpm. Concomitante, a mistura dos conservantes (listados na tabela 1)
foi solubilizada em propilenoglicol e apds total solubilizacdo, a solucdo com os
conservantes foi vertida sobre a solu¢do do polimero e mantida sob agitacdo. Em
seguida, foi adicionada a solucdo do OEPg em glicerina e agua, e quantidade
suficiente de agua para 100 g de formulacdo. Apds 60 minutos de agitacédo, solucao
de hidréxido de sédio 5% foi gotejada até a formacdo do gel. Os ingredientes e

proporc¢des utilizados estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Ingredientes para formulacdo em gel contendo extrato de P. gounellei.

Ingrediente Proporcgéo (%) Funcao
Carbopol 1,0 Polimero
Extrato (OEPQ) 1,0 Ativo

Glicerina 1,0 Emoliente
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Propilenoglicol 15 Emoliente
Metilparabeno 0,2 Conservante
Propilparabeno 0,2 Conservante
Agua 95,1 Solvente
NaOH 5% g.s.p Alcalinizante

OEPg: Optimized Extract from P. gounellei

2.4 Caracterizacao da formulagdo em gel contendo extrato de P. gounellei

Apods 24 horas de obtencdo, a formulacdo foi caracterizada quanto a cor,
aspecto, pH, viscosidade e espalhabilidade. Para determinar o pH, foi utilizado
potenciometro digital (pH21, Hanna®) a 24 °C. J& a viscosidade da formulacéo foi
determinada em viscosimetro rotacional digital (Rotavisc lo-vi, Ika®) a 24°C com auxilio
do spindle 5 a velocidade de rotacdo de 5 rpm durante 1 minuto. A espalhabilidade da
formulacédo foi determinada colocando 0,1 g de formulacdo em uma placa de vidro,
disposta sobre papel milimetrado. Em seguida, outra placa, com peso e diametro
conhecido, foi colocada sobre a formulacdo e, apés 1 minuto, o diametro médio do
circulo formado pela formulacéo foi medido e utilizado para calcular a espalhabilidade.
Essa acao foi repetida até ndo haver mais modificacdo na espalhabilidade apés adicao
da placa de vidro. A espalhabilidade maxima foi considerada como o ponto no qual

nao houve alteracdes significativas na espalhabilidade apos a adicdo do peso.

2.5 Procedimentos experimentais in vivo

2.5.1 Animais

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia para Cuidado
e Uso de Animais de Laboratério do Instituto Nacional de Saude e foram aprovados
(processo n° 0058/2023) pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPE.
Camundongos Swiss machos e fémeas (35-45 g) foram obtidos do Instituto Keizo
Asami da UFPE e mantidos sob ciclo claro/escuro (12:12) a 22 °C. Agua e racgéo
padrao (Labina, Purina, Brasil: 8% de gordura, 26% de proteina, 54% de carboidratos)

estavam disponiveis ad libitum.
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2.5.2 Modelo da ferida

No inicio do experimento, os animais foram submetidos a anestesia por meio
de uma injecéo intraperitoneal contendo uma mistura de xilazina (10 mg/kg) e
cetamina (5 mg/kg). Em seguida, as regides dorsais foram devidamente raspadas e
higienizadas com alcool etilico a 70%. Feridas de excisdo, medindo 1 x 1 cm e com 2
mm de profundidade, foram criadas com o auxilio de um punch dermatolégico. Apos
a inducgéo das feridas, os camundongos foram alocados em gaiola.

2.5.3 Inducao da imunossupressao

A imunossupressdo nos grupos imunossuprimidos foi induzida utilizando
metotrexato (MTX) em solucéo salina, o qual foi administrado por via intramuscular
em cada animal (0,8 mg/kg/semana). MTX foi administrado 7 dias antes da cirurgia,

no dia da cirurgia e 7 dias apo6s (Ciesielski, 1998).

2.5.4 Design Experimental

Os camundongos foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos, cada um
composto por oito animais. Apos 24 horas da inducéo das feridas, os tratamentos
foram administrados da seguinte forma: Grupo I, considerado como controle negativo
saudavel, ndo recebeu nenhum tratamento; Grupo Il, considerado como controle
negativo imunocomprometido, ndo recebeu nenhum tratamento; Grupo I,
considerado como controle positivo saudavel, foi tratado com a pomada FitoScar®;
Grupo IV, considerado como controle positivo imunocomprometido, foi tratado com a
pomada FitoScar®; Grupo V, considerado animais saudaveis tratados com
formulacdo em gel contendo o extrato a 1%; Grupo VI, considerado animais
imunocomprometidos tratados com formulagdo em gel contendo o extrato a 1%. Todos
os tratamentos foram aplicados topicamente uma vez ao dia, durante um periodo de
21 dias, utilizando swabs estéreis e uma quantidade de 0,5 g. No 22° dia apds o inicio
dos tratamentos, os animais foram novamente anestesiados por meio de uma injecao
intraperitoneal contendo uma mistura de cetamina (10 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) para
retirada de amostras de sangue (por puncao cardiaca).
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2.5.5 Contracao da Ferida

A éarea da ferida em cada camundongo foi registrada com fotografias digitais
por camera de celular 12 pixels, imediatamente ap0s sua criagdo, bem como nos dias
3, 7, 14 e 21 apos a inducdo da leséo. O software Image J foi utilizado para medir a
area da ferida. A porcentagem de contracdo da ferida foi calculada conforme o modelo
descrito por Boudjelal et al. (2020) para cada animal, por meio da seguinte formula:
% Contracdo da Ferida = [(Area Inicial da Ferida - Area da Ferida no Dia)/Area Inicial
da Ferida] x 100.

2.5.6 Medicé&o dos niveis de citocinas no soro
Os niveis de TNF-a e IL-1B3 no soro dos animais foram determinados por meio
de kits de ELISA (Millipore Corp., Billerica, MA, USA), seguindo as instru¢cdes do

fabricante. Os resultados sdo apresentados em pg/mL.

2.5.7 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi conduzida utilizando o software Graph Pad Prism
versdo 8.0. A ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey foram aplicados
para a analise dos dados univariados. Os resultados foram expressos como média +
erro padrao da média (SEM), e um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

3. Resultados e discussao

3.1 Perfil fitoquimico do extrato de P. gounellei

Ao analisar o perfil cromatografico em CLAE-DAD, pode-se observar a
presenca alguns picos (deteccéo realizada em 350 nm) (Figura 1). A Figura 2 mostra
0 espectro de varredura UV dos picos indicados como 1, 2 e 3 no cromatograma. O
pico 1, observado no tempo de retencdo 25.24 min, corresponde a um &acido
hidroxiciamico (com maximos em 243.2/229.5 nm) e o pico 2 em 29.03 min
corresponde a rutina (com maximos de absor¢cdo em 257.7/355 nm) na amostra. A
partir dos espectros (Mabry et al., 1970), foi também possivel identificar a presenca
de outro flavonoide n&o identificado (pico 3) na amostra, cujos maximos de absorcéo
foram: 255/270/350.1 nm.
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Figura 1 — Cromatograma do extrato em 350 nm.
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Figura 2 — Espectros de varredura correspondente aos picos 1 a 3 evidenciados no extrato
em 350 nm.
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Com base em equacbes obtidas para os padrbes acido cafeico (acido
hidroxicinamico) e rutina (flavonoides), foram calculados teores de 0,028 + 0,0003,
0,25 £ 0,0005 e 0,16 + 0,0008 para os picos 1, 2 e 3, respectivamente.

3.1 Caracterizacao da formulacdo em gel

O gel apresentou cor verde clara devido a coloracdo dos caules e aspecto
translicido e pouco aerado. Ja em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas,
apresentou pH de 5,16 + 0,01, uma viscosidade de 144809 + 802,83 (Pa.s) e uma
espalhabilidade de 6.60 (mm?). Este pH, levemente acido, € bom para a pele,
considerando que o pH da pele varia entre 4,5 e 5,5, entdo um pH de 5,16 € ideal para
evitar irritacbes e manter a barreira cutanea intacta. Além disso, um pH adequado
pode ajudar na estabilidade do gel e na eficacia dos ingredientes ativos. A Viscosidade
de 144809 + 802,83 (Pa.s) € uma medida de resisténcia ao fluxo. Uma viscosidade
alta, como a descrita, indica que o gel é bastante espesso, fator desejavel para

aplicacdes topicas, pois um gel mais espesso tende a permanecer no local de
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aplicacdo por mais tempo, permitindo uma liberacdo prolongada dos ingredientes
ativos. Esta espalhabilidade de 6,60 (mm?2) é crucial para a facilidade de aplicacdo do
gel. Uma espalhabilidade de 6,60 mm? sugere que o gel se espalha bem sobre a pele,
cobrindo uma area relativamente grande com uma pequena quantidade de produto.

Isso é positivo, pois melhora a eficacia do tratamento e o experimento como um todo

3.2 Avaliagéo da cicatrizagao

O gel contendo P. gounellei aumentou efetivamente a cicatrizacao de feridas
de excisdo sem causar qualquer irritacdo perceptivel na pele. Os resultados
apresentados na Tabela 2 evidenciam que os camundongos saudaveis apresentaram
100% de contracdo no 21° dia de andlise para todos os grupos. Ainda para esses
grupos saudaveis descata-se que o tratamento com gel contendo o extrato de P.
gounellei apresentou retracdo das feridas maior que os grupo contrelo negativo e
positivo (FitoScar®). J& para os camundongos imunocomprometidos, a aplicacao
topica do gel levou a uma taxa de contracao de feridas de 81,45+6,12%, enquanto no
tratamento com FitoScar® o valor foi de 53,69+4,09% e no controle negativo de

48,33+3,28% apobs 21 dias de tratamento.

Tabela 2. Acdo cicatrizante de gel contendo o extrato do caule de P. gounellei a 1%.

e do FitoScar® (controle positivo) sobre feridas em camundongos saudaveis e

imunocomprometidos.
Tratamentos Contracao da ferida (%)
Dia 3 (%) Dia 7 (%) Dia 14 (%) Dia 21 (%)
Saudaveis
Controle negativo  15,89+1,12% 34,92+2,65% 80,45+5,78% 100,00%
Controle positivo 16,22+1,25% 44,14+3,33% 82,07+6,44% 100,00%
Gel 1% 22,65+2,03% 57,41+3,89% 98,40+7,25% 100,00%

Imunocomprometidos
Controle negativo
Controle positivo
Gel 1%

5,65+0,62%
6,23%0,50%
12,86+1,01%

18,90+1,13%
21,72+1,88%
31,41+2,65%

30,77+2,04%
35,54+2,81%
68,43+4,37%

48,33+3,28%
53,69+4,09%
81,45+6,12%

Um organismo em estado de imunocomprometimento apresenta modificagdes

na sua imunidade, seja no que diz respeito a resposta fagocitica, celular ou humoral,
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0 que eleva a suscetibilidade a complicacdes infecciosas ou a processos oportunistas.
Além disso, a condicdo de imunocomprometimento pode ocorrer quando as barreiras
protetoras da pele ou das mucosas sdo comprometidas, permitindo que
microrganismos causem infec¢des, seja a nivel local ou sistémico (Rahier et al., 2009).
Estudos tém empregado a imunossupressao como ferramenta para entender as
etapas bioquimicas envolvidas no processo de reparo e a resposta imunologica do
organismo diante de uma lesdo. Entre os imunossupressores mais amplamente
utilizados encontra-se o metotrexato (MTX) (Ciesielski, 1998). Isso se deve ao fato de
que o MTX atua blogueando e inibindo a atividade de citocinas, fatores de
crescimento, integrinas e células polimorfonucleares (PMN), o que, por sua vez,
resulta na reducéo de varias etapas do processo de cicatrizacao (Peters et al., 2006).

Citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a sdo liberadas em quantidades substanciais
em resposta a lesfes teciduais, desempenhando um papel significativo na resposta
inflamatoria. Essas quantidades tendem a diminuir progressivamente a medida que o
processo de cicatrizagdo avanca (Arabska et al, 2020). A Tabela 3 mostra que o
tratamento com o gel contendo P. gounellei resultou uma diminuicdo de 53,39% e
49,13% nos niveis de TNF-a e 48,66% e 42,51% nos niveis de IL-13, nos grupos
saudaveis e imunocomprometidos respectivamente em relacdo ao controle negativo
gue nao utilizou nenhum tipo de medicamento. O FitoScar® reduziu os niveis de TNF-
a em 42,56% e 39,90% em camundongos saudaveis e os de e IL-18 em 36,65% e
31,77% nos imunocomprometidos.

Tabela 3. Niveis e porcentagem de reducdo de citocinas no sangue de animais

saudaveis e imunocomprometidos tratados topicamente com gel ou FitoScar®.

Tratamentos

TNF-a (pg/mL)

IL-18 (pg/mL)

Saudaveis

Controle negativo
Controle positivo
Gel 1%

Imunocomprometidos

Controle negativo
Controle positivo
Gel 1%

912,76 + 43.10
524,29 (42,56%)
487,32 (53,39%)

1835,04 + 95.05
1102,86 (39,90%)
933.48 (49,13%)

298,00 + 21.35
188,78 (36,65%)
152,99 (48,66%)

596,44 + 27.62
406.95 (31,77%)
342.89 (42,51%)
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4 Conclusao

O perfil fitoquimico do extrato de Pilosocereus gounellei foi analisado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccao por Arranjo de Diodos (CLAE-
DAD), identificando-se a presenca de acido cafeico (acido hidroxicinamico) e rutina,
além de outro flavonoide néo identificado.

O extrato de P. gounellei apresentou efeito indutor da cicatrizagdo in vivo
quando incorporado em uma formulacdo de gel, tanto em camundongos saudaveis
guanto imunocomprometidos. Além disso, o gel contendo o extrato induziu a reducdo
dos niveis de IL-18 e TNF-q, citocinas inflamatorias, sugerindo que o processo de
cicatrizacdo promovido pelo extrato esta possivelmente relacionado a uma acao anti-

inflamatoria.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato aquoso do caule de P. gounellei foi avaliado quanto a irritacao
dérmica e toxicidade dérmica aguda e subcrénica e a atividade cicatrizante in vivo em
camundongos Swiss albinos.

Foi desenvolvido um extrato otimizado do caule de P. gounellei baseado no
método de extracdo e teor de polifendis, resultando que o método mais eficiente foi a
maceracao usando 5% de droga vegetal utilizando dgua como solvente.

Foi caracterizado o perfil fitoquimico do extrato aquoso do caule de P. gounellei
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Arranjos Diiodo (CLAE-DAD).

O extrato otimizado ndo promoveu efeitos toxicos quando aplicado topicamente
por 13 semanas em camundongos.

Um gel contendo extrato otimizado de P. gounellei apresentou efeito
cicatrizante de feridas em camundongos saudavéis e imunocomprometidos reduzindo

o tempo de regresséo da ferida e niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias.
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