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RESUMO

Titulo: EFEITOS DA BROMELAINA (derivada do Ananas comosus) EM PELE E MUSCULO
ESTRIADO ESQUELETICO APOS INJURIA EXPERIMENTAL NA PATA DE RATAS.

A bromelaina (derivada do Ananas comosus - abacaxi) da familia das proteases, conjunto de
enzimas proteoliticas encontradas nos vegetais da familia das Bromeliaceae, é conhecida por
uma variedade de efeitos farmacol6gicos, apresentando propriedades fibrinoliticas,
antitrombadticas e anti-inflamatorias. No entanto, de acordo com 0 nosso conhecimento, ndo
ha estudos sobre os efeitos da bromelaina extraida do caule do Ananas comosus em pele e
musculo estriado esquelético tibial anterior (TA) em modelo de injuria por incisdo
experimental e concomitante analise histomorfométrica do gastrocnémio homolateral em
ratas. Entdo, objetivou-se avaliar os efeitos da bromelaina extraida do caule do Ananas
comosus em pele e musculo estriado esquelético ap6s modelo de injuria por incisdo
experimental na pata de ratas. O estudo foi conduzido com ratas (Wistar) separadas em trés
grupos: controle (n = 06), incisdo (n = 04) e bromelaina (n = 05). A bromelaina foi
administrada uma vez/dia, via i.p na dose 15 mg/kg durante 07 dias consecutivos. O potencial
anti-inflamatorio foi testado com atividade de mieloperoxidase (MPO) e analise macroscépica
e histopatoldgica da pele. O potencial antioxidante foi testado com niveis de glutationa (GHS)
e malondialdeido (MDA). Foi analisado histomorfometricamente o gastrocnémio usando
Software ImageJ (Image Processing and Analysis in Java) para medicdo de area e diametro
de fibras, contagem de células, nucleos e nuacleos/células. No grupo incisdo 0s animais
tiveram aumento da atividade de MPO, niveis de GHS reduzidos ¢ MDA aumentado (p<
0,05) em pele e musculo TA, além de aumento na area das fibras do gastrocnémio (p< 0,05).
Contudo, a bromelaina conseguiu reverter esses achados (p< 0,05) e favoreceu o processo de
cicatrizacdo na pele. Em concluséo, nossos dados indicam que a bromelaina extraida do caule
do Ananas comosus reduziu atividade de MPO e estresse oxidativo nos tecidos incisados.
Além disso, favoreceu o processo de cicatrizacdo na pele e reverteu o aumento na area das
fibras do gastrocnémio. Recomenda-se mais estudos com tempo superior para determinar a
contribuicdo em didmetros, contagem de células, ndcleos e nucleos/células. Nosso modelo
experimental € promissor e pode funcionar como um modelo inovador de avaliacdo de danos
e reparo no musculo estriado esquelético, alem disso, trouxe dados inéditos da bromelaina
revertendo atividade de MPO e niveis de GSH e MDA.

Palavras-chaves: Produtos naturais; bromeliaceae; neutrofilos; inflamacao; estresse oxidativo
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ABSTRACT

Title: EFFECTS OF BROMELAIN (derived from Ananas comosus) IN SKIN AND SKELETAL
STRIATED MUSCLE AFTER EXPERIMENTAL INJURY IN THE PAW OF RATS

Bromelain (derived from Ananas comosus - pineapple) from the protease family, a set of
proteolytic enzymes found in plants of the Bromeliaceae family, is known for a variety of
pharmacological effects, exhibiting fibrinolytic, antithrombotic and anti-inflammatory
properties. However, according to the our knowledge, there is no study about athe effects of
bromelain extracted from the stem of Ananas comosus on skin and skeletal striated muscle
tibialis anterior (TA) in an injury model by the experimental incision and concomitant
histomorphometric analysis of the homolateral gastrocnemius in rats. Thus, the aim of this
study was to evaluate the effects of bromelain extracted from the stem of Ananas comosus on
tissue manifestations in the skin and skeletal striated muscle after experimental incision injury
in the paw of rats. The study was conducted with rats (Wistar) separated into three groups:
control (n = 06), incision (n = 04) and bromelain (n = 05). Bromelain: 15 mg/kg, once/day,
via i.p., for 7 consecutive days. The anti-inflammatory potential was tested with
myeloperoxidase (MPO) activity and macroscopic and histopathological skin analysis. The
antioxidant potential was tested with glutathione (GHS) and malondialdehyde (MDA) levels.
The gastrocnemius was analyzed histomorphometrically using ImageJ Software (Image
Processing and Analysis in Java) for fiber area and diameter measurement, cell counts, nuclei
and nuclei / cells. In incision group, the animals had an increase in MPO activity, reduced
GSH levels and increased MDA (p< 0,05) in the skin and TA muscle, besides increased in the
area of the gastrocnemius fibers (p<0.05). However, bromelain was able to reverse these
findings (p<0.05) and favored the healing process in the skin. In conclusion, our data indicate
that bromelain, extracted from the stem of Ananas comosus, reduced MPO activity and
oxidative stress in the incised tissues, in addition, favored the healing process in the skin and
reversed the increase in the area of the gastrocnemius fibers. It is recommended further
studies with time superior to determine the contribution in diameters, cell counts, nuclei and
nuclei/cells. Our experimental model is promising and can act as innovation in the assessment
of damage and repair in skeletal striated muscle. Moreover, it has brought unpublished
bromelain data reversing MPO activity and levels of GSH and MDA.

Keywords: Natural products; bromeliaceae; neutrophils; inflammation; oxidative stress
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1. INTRODUCAO

O interesse em potenciais anti-inflamatorios e antioxidantes de produtos naturais e
sua participacdo no processo de cicatrizacdo vem crescendo atualmente (MACIEJ et al., 2016;
SCHEIBE et al., 2016).

A bromelaina, conjunto de enzimas proteoliticas da familia das proteases é
encontrada nos vegetais e em todas as espécies da familia das Bromeliaceae, na qual o
Ananas comosus — abacaxi é o mais conhecido. Esta presente no caule, folhas, raizes e no
fruto do abacaxi, o caule e fruto produzem quantidades elevadas, no entanto, as concentragoes
em caules sio superiores as dos frutos (RAMLI et al., 2016). E conhecida por uma variedade
de efeitos farmacoldgicos, apresentando propriedades fibrinoliticas, antitromboticas, dentre
outras (KAUR; CORSCADDEN; LOTT, 2016; SAHBAZ et al., 2015). Além de ser objetivo
de estudo no tratamento do cancer, modulacdo da replicacdo imune, potencializacéo de efeitos
antibidticos, acdes mucoliticas, gastrointestinais, efeitos circulatérios, inflamacdo, dentre
outros (BHATTACHARYYA, 2008; SANKARAN; VADANASUNDARI; HEMAVATHY,
2011; COSTA et al., 2014). E atualmente, tem sido utilizada no tratamento clinico de
distarbios inflamatorios, incluindo do sistema musculo esquelético (RAMLI et al., 2016).

No entanto, de acordo com 0 nosso conhecimento, ndo ha estudos sobre os efeitos da
bromelaina extraida do caule do Ananas comosus em pele e mdsculo estriado esquelético TA
em modelo de injdria por incisdo experimental e concomitante analise histomorfométrica do
gastrocnémio homolateral em ratas.

A medida que a pele e o epimisio do musculo esquelético sdo incisados e
comprometidos ocorre uma resposta inflamatoria crescente (JARVINEN et al., 2005; SHIN et
al., 2014). O processo de regeneracdo desses tecidos em resposta a lesdes é tipicamente
dividido em quatro fases: amplificacdo da les&o, proliferagdo, diferenciagdo precoce e
terminal (BIRESSI; RANDO, 2010; JACKSON et al., 2011; MILLER, 2012).

Os neutrdfilos, conhecidos como leucdcitos polimorfo nucleados, sdo 0s primeiros a
chegar nessas areas de inflamagdo, atuando para iniciar a fase de amplificacdo da lesdo,
aumentando atividade de MPO, uma enzima abundante nos granuldcitos dos neutrofilos que
atua como biomarcador inflamatorio (SERRANO et al., 2011; SHIN et al., 2014). Além disso,
os neutrofilos liberam espécies reativas de oxigénio (ERO) que incluem anions superéxido,
hipocloreto e peroxido de hidrogénio (SILVEIRA, 2016; BUTTERFIELD; BEST;
MERRICK, 2006). Nesse contexto, ERO em excesso sdo conhecidas por reduzir niveis de



GSH, um antioxidante endogeno e aumentar concentracdes de MDA e consequente
peroxidacdo lipidica celular, ambos biomarcadores de estresse oxidativo. Assim, contribuindo
para 0 aumento da injdria tecidual e prejudicando o processo de cicatrizacdo (PHAN et al.,
2001; SILVEIRA, 2016). Portanto, restringir a atividade de ERO em excesso, quer
blogueando a neutrofilia ou bloqueando a atividade dos neutrdfilos, limitaria o dano ao tecido
resultado da injuria por incisdo (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006).

As fases de regeneracdo sdo reguladas por um série de interacfes moleculares entre
células progenitoras e células do infiltrado inflamatério (TIDBALL & VILLALTA, 2010).
Embora a transicéo entre essas fases possa ocorrer de forma previsivel, fatores como extensdo
da leséo, infeccdo, dentre outros, podem influenciar no mecanismo de desregulagédo do
processo de cicatrizacdo normal podendo perpetuar em infiltrado inflamatério cronico,
fibroses excessivas e cicatrizacdo incompleta (BAOGE et al., 2012; SHIN et al., 2014).

Com base nas consideracdes acima, substancias que estimulam a capacidade de
reparo e defesa anti-inflamatdria e antioxidante sdo importantes para reduzir niveis de células
inflamatdrias e producdo de radicais livres em excesso, permitindo possivelmente a
recuperacdo de lesbes por incisdo tecidual na pele e mdsculo esquelético. Portanto, é
promissor acreditar que os efeitos conhecidos da bromelaina podem abrir portas nos
tratamentos de tecidos envolvidos nessa lesdo. Apostando em avancgos sobre seus efeitos
bioldgicos, questiona-se qual seria seu comportamento sobre a pele e musculos estriados

esqueléticos, ap6s uma injuria por incisdo tecidual na pata de ratas.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS TECIDUAIS DA PELE E MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO APOS
INCISAO EXPERIMENTAL

2.1.1. Inflamacéo

Inflamacdo é uma resposta de defesa natural que surge em qualquer tecido
contra diferentes estimulos nocivos, tais como produtos quimicos, infeccdo ou exposicdo a
toxinas microbioldgicas, trauma de dano tecidual, dentre outas (RAJAN et al., 2016),
podendo causar multiplas doencas sistémicas (COUSSENS & WERB, 2002; RANKIN, 2004;
KIM et al.,, 2014). Danos teciduais sobretudo incluindo a pele e mdsculo esquelético
desencadeiam uma cascata de eventos bioquimicos e moleculares que iniciam um rapido, mas
altamente complexo processo de reparagédo de tecidos (Figura 1) (MARTIN & LEIBOVICH,
2005). Esses dados também desencadeiam uma sequéncia previsivel de eventos incluindo
degeneracdo, inflamacdo, reparo, regeneracdo e formacdo de tecido cicatricial (BEST &
HUNTER, 2000; SHIN et al., 2014).

A cicatrizacdo de feridas € um dos eventos bioldgicos mais complexos e resulta das
interagBes entre diferentes estruturas de tecidos e um grande nimero de células infiltrativas,
incluindo principalmente neutrofilos, macréfagos, mastécitos e linfécitos, que servem como
células efetoras imunes (SILVEIRA, 2016).

Os neutrdfilos ativados, liberam ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN),
durante esse processo, ERO e ERN desempenham um papel crucial na cicatrizacdo de feridas,
particularmente na fase inflamatéria (SERARSLAN et al., 2007; SILVEIRA, 2016). Contudo,
guando em excesso, produz excesso de superoxido, alterando o estado redox celular e
retardando o processo de reparo tecidual, culminando em estresse oxidativo (SILVEIRA,
STRECK; PINHO, 2007; SILVEIRA, 2016). Assim, contribuindo para o aumento da lesdo
tecidual em eventos como feridas, sendo conhecidas nesse contexto como elementos que
projudicam o processo de cicatrizagcdo (PHAN et al., 2001; SILVEIRA, 2016).

Embora a inflamacdo induzida por lesdo tecidual e estimulos ambientais, seja uma
resposta biologica concebida para proteger os 6rgaos dos danos, a exposicao prolongada a tais

estimulos pode resultar em inflamacdo cronica, que é considerada um indutor de doengas



inflamatorias e cancro. Vérias cascatas de sinalizacdo estdo associadas aos estagios desde a
iniciacdo até a manutencdo destas condi¢des inflamatdrias (KIM et al., 2014).

2.1.2. Estresse oxidativo

Estresse oxidativo é um evento comum em lesdes teciduais, sobretudo em injdrias de
pele e musculo esquelético, que ocorre por consequéncia de um desequilibrio entre geracéo e
remocdo de ERO por defesas celulares, podendo levar a oxidacdo de varios constituintes
como lipidios, proteinas e &cido desoxirribonucléico (DNA) (GAO et al., 2016). As ERO, tais
como anions superdxido, hipocloreto e peréxido de hidrogénio, podem ser geradas por células
inflamatdrias como neutrofilos e macréfagos durante o processo de cicatrizacdo decorrente a
injaria tecidual (Figura 1) (VAN LINTHOUT; MITEVA; TSCHOPE, 2014; XIAO & MIWA,
2016). Tais condicdes podem desenvolver disfuncdo celular aguda, degeneracdo tecidual
cronica ou morte celular (BETANCOR et al., 2013; GAO et al., 2016). Detalhadamente, os
agentes patogénicos liberam citocinas pro-inflamatérias do hospedeiro levando ao
recrutamento de células inflamatdrias (XIAO & MIWA, 2016). Essas células produzem ERO
através de uma explosao oxidativa, catalisada por nicotinamida adenina dinucleétido fosfato-
oxidase (NADPH) para eliminar os agentes patogénicos e promover resposta inflamatéria
(GUO & DIPIETRO, 2010).

Esse processo é conhecido como evento normal dos estagios de cicatrizacdo tecidual,
em condi¢bes fisiologicas, os patdgenos sdo removidos e o tecido é reparado como
consequéncia (XIAO & MIWA, 2016). Porém em situacbes de processos inflamatdrios
persistente, células inflamatorias resultardo em alto grau de liberacdo de ERO, aumentando o
dano oxidativo tanto local quando sistemicamente e acelerando o processo de senescéncia
celular, aumentando a peroxidag&o lipidica e consequente niveis de MDA e reduzindo niveis
de antioxidante endogenos (GSH), além de carbonilacdo de proteinas celulares e NADPH
(COLAVITTI & FINKEL, 2005). Por conseguinte prejudicando a cicatrizacdo e a
regeneracgdo tecidual, portanto, a remocdo de ERO por antioxidantes parece ser uma estratégia

favoravel para cicatrizacao tecidual em doencas inflamatdrias. (XIAO & MIWA, 2016).
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Figura 1 — Imagem representativa de manifestagfes teciduais na pele e no epimisio do muasculo estriado esquelético TA
apos injuria experimental por incisdo demonstrando a cascata de evento inflamatdrio, infiltrado neutrofilico com liberacao
de MPO produzindo ERO em excesso como: anions superéxido, hipocloreto e peroxido de hidrogénio e consequente
estresse oxidativo tecidual. Fonte: Autoria propria.

2.1.3. Aspectos macroscépicos e histopatolégicos do reparo da pele

Os processos de regeneracdo e reparo de tecidos consistem numa sequéncia de
eventos moleculares e celulares que ocorrem apds o inicio de uma lesdo tecidual para
restaurar o tecido danificado (GONZALEZ et al., 2016). As fases de remodelagdo da matriz
exsudativa, proliferativa e extracelular sdo eventos sequenciais que ocorrem através da
integracdo de processos dindmicos envolvendo mediadores solGveis, células sanguineas e
células parenquimatosas. Fendmenos exsudativos que ocorrem ap0s a lesdo contribuem para o
desenvolvimento de edema tecidual. O estagio proliferativo procura reduzir a area de leséo
tecidual ao contrair miofibroblastos e fibroplasia. Nesta fase, a angiogenese e 0s processos de
reepitelizacdo podem ainda ser observados. As células endoteliais sdo capazes de se
diferenciar em componentes mesenquimatosos, e esta diferenca parece ser finamente
orquestrada por um conjunto de proteinas sinalizadoras que foram estudadas na literatura.
Este caminho é conhecido como Hedgehog (MARTINS et al., 2006; GONZALEZ et al.,
2016).




As lesOes teciduais, ao atingir as diferentes camadas da pele, alteram sua estrutura
anatdmica e fisiologica e desencadeiam este processo de reparacdo tecidual (GARCIA-
GUBERN; COLON-ROLON; BOND, 2010; DE BRUIN et al., 2011). Os eventos celulares e
bioquimicos na reparacdo podem ser divididos nas seguintes fases: reacdo inflamatoria,
proliferacdo celular e sintese dos elementos que compdem a matriz extracelular e no periodo
posterior, denominado remodelacdo (NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL, 2009).

Inicialmente, as mudancas teciduais decorrem da fase inflamatoria, que compreende
pelo influxo de leucdcitos no local da lesdo, eliminando os microrganismos invasores e 0
restante de células da matriz. Essa resposta &€ muito rapida e coincide com os principais sinais
de inflamagdo, que s&o revelados pelo edema e hiperemia no local da lesdo. Normalmente, a
resposta celular é estabelecida nas primeiras 24 horas e pode prolongar-se por até dois dias.
Uma ativacao rapida das células imunes no tecido também pode ocorrer, como ocorre com
mastocitos, células gama-delta e células de Langerhans, que secretam quimiocinas e citocinas,
que possivelmente coordenam processos celulares como, migracdo, proliferacdo, sintese de
matriz e assim por diante, até o final do processo de reparo, possibilitando restaurar a funcédo
protetora e integridade da pele (WERNER; GROSE, 2003; MEDRADO et al., 2003; SHAW;
MARTIN, 2009; GONZALEZ et al., 2016).

A inflamac&o é uma resposta tecidual localizada e protetora que ¢ desencadeada pela
lesdo, causando a destruicdo dos tecidos. As células inflamatorias desempenham um papel
importante na cicatrizacdo das feridas e contribuem para a libertacdo de enzimas lisossémicas
e ERO, bem como para facilitar a limpeza de varios detritos celulares (MEDRADO et al.,
2003).

Os neutrdfilos sdo conhecidos por expressar citocinas pro-inflamatérias e grande
guantidade de substancias antimicrobianas altamente ativas, como ERO, peptideos catidnicos
e proteases na localizacdo da lesdo. A resposta inflamatdria continua com o recrutamento
ativo dos neutrofilos em resposta a ativagdo do sistema do complemento, desgranulacao
plaquetéria e produtos de degradacdo bacteriana (GURTNER et al., 2008). Estes séo atraidos
por inimeras citocinas inflamatorias produzidas por plaquetas ativadas, células endoteliais e
produtos de degradacdo de agentes patogénicos. Assim, os neutrofilos sdo as principais
células ativadas e recrutadas que desempenham um papel na limpeza do tecido, bem como
contribuem para a morte de agentes invasores.

Na fase proliferativa o objetivo é reduzir a area de tecido lesionada por contragéo e
fibroplasia, estabelecendo uma barreira epitelial viavel para ativar queratindcitos. Este estagio



é responsavel pelo fechamento da propria lesdo, que inclui angiogénese, fibroplasia e
reepitelizacdo. Estes processos comegam no microambiente da lesdo dentro das primeiras 48
horas e podem desdobrar até o 14° dia apds o inicio da lesdo (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A terceira fase consiste em remodelacdo, que comeca duas a trés semanas apos 0
inicio da lesdo e pode durar um ano ou mais. O objetivo principal desta etapa é conseguir a
maxima resisténcia a tracdo através da reorganizacdo, degradacdo e ressintese da matriz
extracelular. Nesta fase final da cicatrizacdo da lesdo ocorre uma tentativa de recuperacéo da
estrutura do tecido normal e o tecido de granulacédo é gradualmente remodelado, formando um
tecido cicatricial menos celular e vascular (GONZALEZ et al., 2016), e que exibe um
aumento progressivo na concentracdo de fibras de coldgeno. Este estagio é marcado pelo
amadurecimento dos elementos com profundas alteracGes na matriz extracelular e a resolugéo
da inflamacao inicial. Assim que a superficie da lesdo é coberta por uma monocamada de
queratindcitos, a sua migracdo epidérmica cessa e uma nova epiderme estratificada com uma
l&mina basal subjacente é restabelecida das bordas da ferida para a sua porgdo interior
(MARTIN, 1997). Vérios instrumentos sdo utilizados para avaliagdo macroscépica e
histopatoldgica destes processos, tais como réguas, paquimetros, fotografias e micrografias,
respectivamente (DELODE et al., 2001).

2.1.4. Histomorfometria muasculo estriado esquelético

O musculo estriado esquelético fornece mdltiplas funcgdes, tais como locomocéo,
estabilizacdo e estrutura. Essas fungdes dependem de contratilidade, funcdo béasica desse
tecido (SHIN et al., 2014). Ao nivel celular, essa contratilidade é realizada por unidades
motoras funcionais. (SHIN et al., 2014). As miofibrilas sé&o organelas dispostas em feixes
longitudinais que preenchem quase totalmente o citoplasma das células musculares, e
individualmente sdo rodeadas por uma membrana de tecido conjuntivo (endomisio),
conjuntos de fibras musculares séo agregadas pelo perimisio e agrupadas em fasciculos para
formar o ventre muscular sendo revertido pelo epimisio (SHIN et al., 2014).

As miofibrilas s&o compostas por filamentos de actina e miosina que em resposta a
um estimulo elétrico e uma adenosina dependente de trifosfato, ocorre o deslizamento do
complexo fino de actina sobre o filamento grosso de miosina (MILLER, 2012). Esse
deslizamento resulta na contragdo muscular e fornece movimento articular, estabilizacdo

esquelética e mobilidade. Em resultado da contracdo muscular repetida, os filamentos de



actina e miosina sdo recrutados, aumentando assim a contracdo e o tamanho do musculo,
afetando o contorno da estrutura miofibrilar, sendo a magnitude desta resposta dependente da
lesdo e localizacdo da injuria (SHIN et al., 2014).

Os principais determinantes estruturais da funcdo muscular incluem, area transversal
e didmetro da fibra muscular, numero de fibras musculares, nimero de nucleos, nimero de
sarcOmeros em série, a organizacdo das fibras dentro do musculo e as propriedades do tecido
conjuntivo (BENARD et al., 2011).

Em condicbes de lesdo tecidual envolvendo a pata de ratos, fisiologicamente o
sistema nervoso processa a informagéo e informa o animal sobre o potencial da injaria, na
tentativa de manter a integridade fisica local, podendo culminar em sobrecarga mecanica
(ALMEIDA et al., 2006; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008). A sobrecarga induzida
pelo esforco fisico ou dano mecanico promove o aumento da tensdao muscular e a producéo de
energia tornando o musculo esquelético suscetivel a alteracbes (TAKEKURA et al., 2001;
BRITO et al., 2006; ZISSLER et al., 2016). Uma das possiveis adaptacdes notavel é a
hipertrofia e hiperplasia das fibras musculares (WERNIG, 2003; ARGAW; DESAULNIERS;
GARDINER, 2004). Essa adaptacdes histomorfométricas das fibras musculares induzida por
esforco fisico repetitivo € possivel estudar mensurando as dimensdes histomorfométricas das
seccOes transversais das fibras (BRITO et al., 2006).

Assim, estudos histomorfométricos do tecido muscular sdo frequentemente utilizados
para avaliar essas dimensfes em cortes transversais como diametro e area dessa estrutura,
além de possibilitar contagem de células, nucleos e nucleos/células (MATTIELLO-
SVERZUT et al., 2005; BERTOLINI; OLIVEIRA; CARARO, 2010).



2.2 PRODUTOS NATURAIS

Nos Gltimos anos séo utilizados como medidas preventivas e curativas por 80% da
populacdo mundial em condi¢des de diversas natureza (SALEEM et al., 2011). A curcumina,
principal ingrediente ativo do agafrdo foi avaliada em um extenso ensaio clinico, observando
seu potencial anti-inflamatorio e antinociceptivo (SRIVASTAVA & SRIMAL, 1985;
SATOSKAR; SHAH; SHENOY, 1986). Parthenolide é frequentemente encontrado em
plantas medicinais da india e apresenta propriedades anti-inflamatdrias sendo utilizado pelos
indios no tratamento de infeccdo na pele e outros érgdos (HEINRICH et al., 1998; LI-
WEBER et al., 2002). Assim como extratos de frutas de damascos, macas, péssegos, peras,
papaias, flavonoides, dentre outras (MURAD, 2003; MACIEJ et al., 2016).

Cannabis sativa L. (hemp) e Moringa oleifera sdo as plantas medicinais folcléricas
mais importantes usadas culturalmente, em especial no sul da Asia ha séculos (RAJAN et al.,
2016). Os efeitos benéficos de compostos naturais derivados destas e de outras plantas
medicinais com atividades anti-inflamatorias e antioxidantes em doencas inflamatorias tém
sido estudados nos ultimos anos (GAUTAM, & JACHAK, 2009; ABOURASHED, 2013). Os
canabinoides, compostos ativos presentes na planta C. sativa L. (cAnhamo), sdo potentes
agentes anti-inflamatorios pertencentes a uma classe de meroterpenoides Unicos obtidos a
partir da alquilagio de um alquil-resorcinol com uma unidade de monoterpeno
(APPENDINO; CHIANESE; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2011).

Os glucosinolatos (GLs) também sdo compostos naturais, contendo enxofre e azoto,
presentes em grande parte nas espécies da ordem Brassicales. Apos hidrolise pela B-
tioglucosidase enddgena chamada microssinase (EC 3.2.1.147), os GLs produzem uma série
de produtos bioativos importantes, entre 0s quais os isotiocianatos (ITCs) sdo definitivamente
0s mais marcantes (HALKIER & GERSHENZON, 2006). Os ITCs estdo bem documentados
por seus efeitos antioxidantes (VALGIMIGLI & IORI, 2009; GIACOPPO et al., 2015).
Glucomoringina (GMG) (4- (a-l-rhamnopiranosiloxi) benzilo € um membro incomum da
familia GL presente em vegetais pertencentes a familia Moringaceae: M. oleifera comumente
chamado de '"rabanete”, é o mais amplamente distribuido. O composto glicosilado
isotiocianato de 4- (a-I-rhamnopiranosiloxi) benzilo (moringina), resultante da hidrolise de
mirosinase (> 99%) de GMG em estado neutro, demonstrou exibir muitos elementos

bioldgicos como atividades antioxidantes e anti-inflamatorias (GIACOPPO et al., 2015).
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Outro exemplo é o cha verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze, Theaceae), que contém
uma ampla gama de polifendis com forte atividade antioxidante, anticancerigena e
antimutagénica (ELHALWAGY; DARWISH; ZAHER, 2008) também conhecida como
catequinas de cha verde. Incluem catequina, epicatequina, epicatequina-3-galato,
epigalocatequina, epigalocatequina-3-galato e gallocatequateato (ABDEL-RAHEEM et al.,
2010; MARTIN et al., 2010; CHEN et al., 2015). Esta documentado que o cha verde tem
efeitos preventivos contra diversas doencas cronicas, incluindo obesidade, aterosclerose,
doencas neurodegenerativas e cancer (CHEN et al., 2015). O Ch4, através da ingestdo de
antioxidantes, pode tornar-se benéfico em condic6es de estresse oxidativo (COIMBRA, 2006)
como em lesdes inflamatorias teciduais, dentre outras (VELIKOVIC et al., 2016). Entre as
catequinas, a epigalocatequina-3-galato € o polifenol mais abundante na sua composicao e o
antioxidante mais potente (COIMBRA, 2006). Tem também atividade anti-inflamatoria e
antiproliferativa e é capaz de inibir o crescimento celular e induzir a apoptose de varias
celulas cancerosas humanas sem afetar adversamente as células normais (SYED et al., 2007,
VERGOTE et al., 2002).

2.3 BROMELAINA (Ananas comosus — abacaxi)

2.3.1 Aspectos gerais

O Ananas comosus € uma espécie frutifera de importancia econdmica e social
cultivado em éreas tropicais e subtropicais, incluindo regies do mundo como China,
Indonésia, Malésia, Tailandia, Filipinas, Quénia e india. E também o segunda planta mais
popular do mundo devido a sua utilizagdo como alimento e suplemento medicinal (Figura 2)
(FRANCA-SANTOS et al., 2009; CORZO; WALISZEWSKI; WELTI-CHANES, 2012;
SAHBAZ et al., 2015). Além do Ananas comosus todas as outras espécies de Ananas sdo
encontradas no Brasil, um dos principais centros de exportacdo desses produtos e seus

derivados.
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Figura 2 — Imagem representativa do Ananas comosus — abacaxi em um corte sagital ilustrando sua
constituicdo: Coroa (seta verde em A); apice (seta vermelha em B); casca (seta azul em C); poupa
(estrelas pretas em C); eixo central (retdngulo vertical com bordas pretas em C) e base (seta laranja em
C). Fonte: Autoria propria.

As excelentes caracteristicas qualitativas do fruto abacaxizeiro refletem sua
importancia socioecondmica (GORGATTI NETTO et al., 1996; FRANCA-SANTOS et al.,
2009). O fruto era conhecido por “fortalecer” o estdomago, curar enjoos e aumentar 0 apetite
(ROCHEFORT, 1658). Portanto, “se o fruto apresentava efeitos benéficos até entdo ndo
comprovados” acreditava-Se que a raiz apresentava propriedades com os mesmos efeitos
(TAUSSIG & BATKIN, 1988).

Assim, os primeiros usos do abacaxi pelos nativos tornaram-se justificados até entdo,
justamente pela descoberta de um conjunto de enzimas proteoliticas da familia das proteases
encontrada nas folhas, raizes, fruto e principalmente no caule (Figura 3) do Ananas comosus:

bromelaina, contendo proteinas de carater enzimatico e carboidratos, entre as proteinas
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destacam-se endopeptidases, fosfatases, glicosidases, peroxidases, celulases, nucleases e
inibidores de proteases (CHITTENDEN; JOSLIN; MEARA, 1891; PECKOLDT et al., 1948;
MAURER, 2001; RAMLI et al., 2016).

Figura 3 — Imagem ilustrativa evidenciando o caule do Ananas comosus,
local de concentragOes elevadas da bromelaina (setas pretas). Fonte:
Autoria propria.

A bromelaina tem inimeras aplicacdes biotecnoldgicas, especialmente em setores de
alimentos, cosméticos, farmacéuticos e clinicos (RAMLI et al., 2016). Em meados dos anos

1950, quando se tornou comercialmente ativa, aproximadamente 800 artigos cientificos
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buscaram analisar suas propriedades quimicas, farmacoldgicas e possiveis aplica¢fes clinicas
(TAUSSIG & BATKIN, 1988).

Assim, a partir de entdo o composto tem sido proposto ser util em terapias de
doencas que demandam o sistema imunologico (MAURER, 2001; FITZHUGH et al., 2008).
E passou a ser objeto de estudo relacionado a agregacao plaquetéria, fibrindlise, tratamento do
cancer, modulacdo da replicagdo imune, potencializagdo de efeitos antibidticos, acGes
mucoliticas,  gastrointestinais, efeitos circulatérios, inflamacdo, dentre  outros
(BHATTACHARYYA, 2008; SANKARAN; VADANASUNDARI; HEMAVATHY, 2011;
COSTA et al., 2014), sendo utilizada em madaltiplos ensaios clinicos em seres humanos e
animais. Embora a via de administragéo, as dosagens e qualidade dos estudos variarem, 0s
efeitos benéficos foram sugeridos numa variedade de doencas e modelos experimentais,
incluindo condi¢es inflamatorias (FITZHUGH et al., 2008).

2.3.2 Producéo da bromelaina

A bromelaina ndo esta presente nos estagios iniciais do desenvolvimento do Ananas
comosus, mas 0s hiveis aumentam rapidamente a medida que a planta amadurece (RAMLI et
al., 2016). O processo de producdo elencam algumas fases como: extracdo, purificacéo,
secagem e embalagem, sendo a purificacdo uma fase critica pela influéncia na pureza do
produto final (ARSHAD et al., 2014).

Geralmente é preparada a partir do suco de abacaxi, a extracdo da bromelaina do
Ananas comosus inicia com a trituracdo sem agua das porcdes escolhidas para purificacéo,
obtendo um extrato bruto enzimatico que serd centrifugado — ultrafiltrado — liofilizado,
resultando em um p6 amarelado (BHATTACHARY YA, 2008; BALA et al., 2011; RAMLI et
al., 2016).

2.3.3. Potenciais terapéuticos

2.3.3.1. Agente anti-inflamatério

A bromelaina tém sido previamente testada clinicamente como agente anti-

inflamatdrio em artrite reumatdide, lesdes de tecidos moles, dor e asma cronica (MAURER,



14

2001; JABER, 2002; HALE et al., 2005). Seu principal mecanismo de acdo parece ser
proteolitico (TOCHI et al., 2008).

Em um modelo de alergia das vias do trato respiratério induzida por ovalbumina em
ratos, o tratamento com a bromelaina reduziu significativamente os resultados iniciais da
inducéo do modelo experimental: leucécitos totais (eosindfilo e linfocitos), IL — 13, células T
CD4+, T CD8+, CD25+. Estes resultados indicam que o tratamento sisttmico com a
bromelaina reduziu o processo inflamatorio das vias aéreas induzida por ovalbumina,
contribuindo para a caracterizacdo e sua utilizacdo na administracdo em condicdes
inflamatorias mediadas por células T (SECOR et al., 2005).

Yuan et al., (2006) descrevem a bromelaina como um potencial anti-inflamatério em
lesbes esportivas agudas e que pesquisas mostram um potencial produto para o tratamento de
osteoartrite, desde que pela primeira vez em 1964, seu potencial anti-inflamatério foi relatado
no tratamento de artrite reumatdide e pacientes com osteoartrite (OA).

Walker et al., (2002) investigaram os efeitos da bromelaina sobre a dor aguda de
duracdo inferior a 3 meses em joelho com osteoartrite. O estudo composto por 77 individuos
nos quais foram avaliados previamente pelo indice de saude do joelho (WOMAC) e o indice
de bem-estar psicoldgico. Foram administradas doses de 200mg/dia ou 400 mg/dia. Nos
grupos tratados, todos os sintomas relacionados aos escores (WOMAC), foram
significativamente menores quando comparados a linha de base (p = 0, 0001 e <0, 0001,
respectivamente). Melhorias na pontuacdo total de sintomas (p = 0, 036), a rigidez (p = 0,
026) e a funcéo fisica (p = 0, 021) foram significativamente maiores no grupo de dose elevada
(400 mg/dia), em comparacdo com o grupo de dose menor (200mg/dia). Em comparacdo a
linha de base, bem-estar psicoldgico geral foi significativamente melhor em ambos os grupos
apos tratamento (p = 0, 015 e p = 0, 0003), e uma significativa relacdo dose-resposta foi
observada.

Os resultados mostram que a bromelaina pode ser eficaz na melhoria dos sintomas
fisicos e melhorar o bem-estar geral em adultos saudaveis que sofrem de dor leve no joelho de
modo dose dependente. Sugere — se entdo que o mecanismo de acdo anti-inflamatoria da
bromelaina é mediada pelo aumento da atividade fibrinolitica, reduzindo os niveis de
fibrinogénio no plasma e os niveis de bradicinina, resultando em redugdo da permeabilidade
vascular e, consequentemente, reduzindo edema e dor por diminuicdo dos niveis de
prostaglandina E> (PGEz) e tromboxano Az (TXA:?) e por modulacdo de células imunitérias e
moléculas de adesdo da superficie.
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Apesar dos resultados promissores do tratamento com bromelaina em modelos
animais e ensaios clinicos em seres humanos, 0os mecanismos de a¢do sdo 0s principais
responsaveis pelos seus efeitos anti-inflamatorios, no entanto, ainda ndo estdo claros
(FITZHUGH et al., 2008). Sabe-se que a bromelaina foi associada pelo menos a 14 moléculas
de superficie celular com adesdo e/ou ativacdo de leucocitos (HALE et al., 2002). Dentre as
moléculas sensiveis a ela foram identificadas CD62L (L-selectina), CD128a (CXCR1) e
CD128b (CXCR2). As duas ultimas moléculas constituem o receptor para a IL — 8, uma
qguimiocina que regula a ativacdo de neutrofilos e a quimiotaxia para locais de inflamacéo
aguda (MURPHY, 1997; FITZHUGH et al., 2008).

Em resumo, os estudos apresentados por Fitzhugh et al., (2008), apoiam a remogéo
dos receptores de quimiocinas CD128 como um mecanismo para efetivamente a bromelaina
reduzir neutrdfilos induzidos pela IL-8.

Da Silva et al., (2016) apontam para a bromelaina como uma potencial estratégia no
tratamento adjuvante da periodontite, um processo inflamatorio que acomete os tecidos que
dao suporte ao dente. Baseado em estudos anteriores que demonstram que a bromelaina pode
atuar diminuindo o crescimento de microrganismos por clivagem proteolitica de moléculas de
superficie celular importantes em leucdcitos, reduzindo a migracdo de neutréfilos para os
locais periodontais, por regulacdo nos niveis de mediador de inflamacéo, e pela diminui¢do da
perda Ossea alveolar na periodontite. Os autores acreditam que (1) A bromelaina pode
diminuir o crescimento do microrganismo periodontal, (2) a bromelaina pode remover
proteoliticamente moléculas de superficie celular (CD25) importantes nos leucocitos; (3) A
bromelaina pode reduzir a migracdo dos neutrofilos para os locais periodontais; (4)
Bromelaina pode regular os mediadores de inflamacéo tais como IFNy, TNF, GMCSF e Cox-
2; e (5) A bromelaina pode diminuir o processo de osteoclastogénese com uma diminuicdo da

perda 6ssea alveolar na periodontite (Figura 4).
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Figura 4 — Imagem ilustrativa representando o0s possiveis mecanismos de agdo da bromelaina
melhorando a progressdo e o desenvolvimento de periodontite, indicados por cinco pontos. (a) A
bromelaina pode diminuir o crescimento do microrganismo periodontal; (b) A bromelaina
proteoliticamente pode remover moléculas de superficie de célula importantes em leucdcitos; (c) A
bromelaina pode reduzir a migracdo de neutréfilos para locais periodontais; (d) A bromelaina regula os
mediadores de inflamacéo; (e) A bromelaina pode diminuir o processo de osteoclastogénese com reducao
da perda 6ssea alveolar na periodontite. Fonte: DA SILVA et al., 2016.

2.3.3.2. Aplicabilidade em disturbios dermatologicos

Murad (2003) descreveu métodos de tratamentos dermatoldgicos com extratos de
frutas de damascos, macds, péssegos, péras, papaias € Ananas COmOSUs, NOs quais
demonstraram desempenhar um papel importante no tratamento de distarbios dermatoldgicos.
As composi¢Oes do extrato derivado do Ananas comosus sdo supostamente Uteis para 0
tratamento destes distdrbios tais como: pele seca, rugas, falta de firmeza na pele.

Rosenberg et al., (2004) e Maurer (2001) concluiram também que as complicacdes
de infeccOes, contaminacdo e sepse reduziram consideravelmente, assim como os indices de
morbidade e mortalidade ap6s tratamento com bromelaina em lesGes por queimaduras. Desta
maneira é encorajador acreditar que a bromelaina possa ser Util também no processo de reparo
da pele (TOCHI et al., 2008).
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2.3.3.3. Agente antioxidante

Em um artigo de revisdo com a finalidade de avaliar os fatores nutricionais
associados com a OA, observou-se associacdo direta entre a condicdo clinica, estresse
oxidativo, e liberacdo de ERO (WANG et al., 2007; MILLER; NICKLAS; LOESER, 2008).
ERO esta intimamente ligada com a fisiopatologia de uma gama de condicGes relacionadas
com a idade, da mesma forma pode ser considerada como um protétipo de idade e doencas
degenerativas (SACHIN AVASTHI & SINGH, 2009). Ha evidencias de que existam células
no interior do complexo articular que produzam ERO e que o dano oxidativo é
fisiologicamente importante, dentro dos limites fisiol6gicos (SACHIN AVASTHI & SINGH,
2009).

Surapaneni et al., 2007 avaliaram o estresse oxidativo e a capacidade antioxidante
em pacientes com OA e os niveis de peroxidacdo lipidica: Concentracdes de MDA, GSH,
acido ascoérbico, vitamina E no plasma e atividades de enzimas antioxidantes foram
quantificadas nessa populacdo. O estudo sugere maior radical livre de oxigénio evidenciado
pelo aumento da producdo de MDA, diminuicdo de GSH, &cido ascorbico, vitamina E, e
atividade da enzima catalase, evidenciando o estresse oxidativo na OA. Os autores ainda
retratam que o aumento das atividades de enzimas antioxidantes pode ser uma regulacdo
compensatdria em resposta ao estresse oxidativo.

Micronutrientes podem mediar o processo na OA, blogueando o dano oxidativo. O
oxido nitrico (ON) e ERO inibem a sintese de colageno e proteoglicanos, ativa
metaloproteinases (MMP), aumentando a susceptibilidade a lesdes da cartilagem (SACHIN
AVASTHI & SINGH, 2009).

No artigo de revisdo realizado por Sachin Avasthi & Singh, (2009), a bromelaina
apareceu como um dos extratos de frutas a participar de nove ensaios clinicos em pacientes
com OA de joelho, justamente pelos seus efeitos anti-inflamatdrios, antitrombaticos,
analgesico e fibrinoliticos anteriormente testados, sendo sugestivo de que tenha correlagao
com a melhora do quadro clinico de OA nos individuos dos estudos e influéncia sobre o

estresse oxidativo deflagrado no complexo articular com OA.
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3. OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

v" Avaliar os efeitos da bromelaina extraida do caule do Ananas comosus em pele e masculo

3.2

estriado esquelético apds modelo de injdria por incisdo experimental na pata de ratas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a atividade da MPO no mdasculo estriado esquelético TA e pele da pata
incisada;

Analisar reparo da pele incisada através da analise macroscopica e histopatologica;
Investigar o estresse oxidativo no musculo estriado esquelético TA e pele da pata incisada
por meio do ensaio de GSH e/ou MDA

Medir histomorfometricamente a area e didmetro do musculo estriado esquelético
gastrocnémio da pata incisada;

Quantificar nimero de células, nicleos e nucleos/células no musculo estriado esquelético

gastrocnémio da pata incisada.



19

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do composto

Foi obtida da Sigma Aldrich® a bromelaina do caule do abacaxi B4882-10G: 1,0
micromole de p-nitrofenol a partir de éster p-nitrofenilico de N-alfa-CBZ-L-lisina por minuto
apH4,6a25°C.

4.2 Animais

Ratos Wistar fémeas (150 + 15g), obtidos no Biotério Central da Universidade
Federal do Piaui - UFPI. Foram mantidos em gaiolas de polipropileno sob ciclo claro e
escuro de 12/12h durante 07 dias para ambientacdo, recebendo racdo e dgua ad libitum.

Todos os procedimentos de manipulacdo dos animais foram aprovados e realizados
de acordo com normas institucionais designadas pelo Comité de Etica em Pesquisas com
Animais da UFPI (Protocolo n® 073/15) (Anexo A) e de acordo com o “Guia de cuidados em

uso de animais de laboratorio” do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.3 Grupos experimentais

Tabela 1: Divisao dos grupos e procedimentos realizados.

GRUPOS PROCEDIMENTOS

Controle (n=6) Salina (0.9% NaCl)
Incisdo (n=4) Incisdo experimental + Salina (0.9% NaCl)
Bromelaina (n=>5) Inciséo experimental + Bromelaina 15mg/kg

Fonte: Autoria propria.

4.4 Procedimento prévio a confecgdo da injuria por incisao tecidual na pata

Os animais foram pesados e anestesiados via intramuscular na pata direita com

solucédo de Quetamina: 70mg/kg (Francotar®) e cloridrato de Xylasina: 10mg/kg (Virbaxil®).
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4.5 Modelo de confeccdo da injaria por incisdo tecidual na pata

Ap0s anestesiados, foi realizada tricotomia e a antissepsia local com iodopolvidona
(Povidine®), e realizada uma incisdo de aproximadamente 04 cm na pele e no epimisio do
musculo TA no sentido céfalo-caudal até a exposicao da regido do terco médio tibial esquerdo
e periosteo, utilizando-se l1amina de bisturi n°® 5 (Swann-Morton®), a hemostasia foi feita por
compresséo digital com gases (Figura 5).

Figura 5 — Imagem do momento cirdrgico demonstrando apés a tricotomia e
antissepsia local com iodopolvidona, a realizacdo da incisdo de
aproximadamente 04 cm em pele (P) e epimisio (cabeca de seta preta) do
musculo TA até a regido do terco médio do osso tibial esquerdo (O), e
peridsteo. Fonte: Autoria propria.

Ap06s exposicdo dos tecidos, camada muscular e a pele foram reposicionados e
suturados com 06 pontos simples e separados: Fio de nylon 3.0 (Shalon®), e receberam nova
antissepsia na area operada com iodopolvidona (Povidine®) (Figura 6). Em seguida, foram
realizadas administracdes uma vez/dia por via intraperitoneal (i.p) da bromelaina na dose de
15 mg/kg durante de 07 dias consecutivos (Figura 7).



Figura 6 — Imagem do animal posicionado em decubito lateral direito apds o
procedimento cirdrgico demonstrando a sutura com 06 pontos simples e
separados (setas amarelas) apés o reposicionamento da camada muscular e
pele (estrela amarela) da pata esquerda e nova antissepsia da area operada
com iodopolvidona. Fonte: Autoria propria.

Figura 7 — Imagem ilustrativa da administracdo da bromelaina na

dosagem 15 mg/kg por via i.p uma vez/dia durante 07 dias
consecutivos. Fonte: Autoria prépria.
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Ap0s eutandsia, pele, TA e gastrocnémios foram removidos para determinacdo dos
marcadores bioquimicos e processamento histologico de rotina e analises, respectivamente
(Figura 8).

Inicio do periodo destinado a
ambientacio com ragdo e dgua
ad libitum

Eutandsia dos animais e
obtencdo dos materiais para
andlise

27.05.15 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 03.06.15

‘ ‘ ‘ ‘ ‘06.06,15

Confeccio da injuria e inicio Inicio das coletas
do tlaramem(_) coma dos dados
bromelaina

Figura 8 — Fluxograma representando as fases do ensaio experimental de confecgéo da injdria tecidual desde
0 inicio do periodo destinado a ambientacdo dos animais em cada grupo analisado até o inicio das coletas de
dados. Fonte: Autoria propria.

4.6 Ensaios Bioquimicos

4.6.1 Avaliacdo da atividade da mieloperoxidadase (MPO)

A migracéo neutrofilica na pele e no masculo TA que sofreu a inciséo cirurgica foi
indiretamente avaliada por meio do ensaio MPO. Assim, ap06s a eutanésia dos animais, houve
a remocdo dos tecidos inflamados e mantidos a - 70 °C até o momento das dosagens.
Realizada maceracdo dos fragmentos de tecidos em 1mL de tampdo fosfato de potassio com
0,5% de hexadecil-trimetil-amo6nio brometo (HTAB), na proporcéo de 1mL de tampéo para
20mg de tecido. O homogeneizado foi centrifugado a 40.000 x g durante 20 minutos a 4°C.
Ao término desse processo, houve pipetagem do material em duplicata, 10puL do sobrenadante
e 200uL de uma solucao de o-dianisidina (5mg/3 mL tampao fosfato) contendo 15uL de H20>
1%, nos pocos de uma placa de ELISA. Foi avaliada a mudanca na absorbancia, a 450nm,
entre os tempos 0 e 1 minuto e os resultados foram expressos como Unidades de MPO/mg de
tecido (SILVA et al., 2012).
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4.6.2 Avaliacdo da atividade da glutationa (GSH) e malondialdeido (MDA)

O estresse oxidativo na pele e no masculo TA foi indiretamente avaliado por meio do
ensaio GSH e/ou MDA. Entdo, apds a eutanasia dos animais, houve a remocdo dos tecidos
incisados e mantidos a - 70 °C até o momento das dosagens. Homogenato de tecido muscular
(0,25 ml de uma solugéo a 5% de tecido preparada de EDTA 0,02 M) foi adicionado a 320 ul
de agua destilada e 80 ul de TCA a 50%. As amostras foram entdo centrifugadas a 3000 rpm
durante 15 min a 4 ° C. O sobrenadante (400 ul) foi adicionado a 800 ul de tampéo Tris 0,4 M
apH 8,9 e 20 ul de DTNB 0,01 M. A absorbancia de cada amostra foi medida a 420 nm, e os
resultados foram registrados como unidades de GSH/mg de tecido muscular (ARAUJO-
JUNIOR et al., 2013).

Para avaliar a peroxidacao lipidica, a producdo de MDA foi medida com uma reacao
do acido tiobarbiturico no tecido muscular e na pele. Homogenato dos tecidos (0,25 ml de
tecido a 10% preparada em 0,15 M de KCI) foi adicionado a uma solucdo de &acido
tiobarbitdrico (1,5 mL de 1% de H3PO4 e 500 ul de um 0.6% de solucdo aquosa de acido
tiobarbiturico), e a mistura sera colocada em banho de agua aquecida durante 45 min a 100 °
C. A seguir, 2 ml de n-butanol P.A. foi adicionado, e a mistura ser& homogeneizada e em
seguida centrifugada a 12.000 rpm durante 15 min a 4 ° C. A absorbéancia da camada de
butanol sera medida a 520 nm (Al) e 535 nm (A2) (Genesys 10s UV-VIS, THERMA
Scientific, Inglaterra) A concentracdo de malonaldeido foi calculada como (A2 - Al),
expressos como nmol de MDA por grama de tecido muscular e pele (ARAUJO-JUNIOR et
al., 2013).

4.7 Analise macroscopica:

Foram realizadas fotografias da pata esquerda utilizando camera digital (Panasonic
Lumix®) apds a confeccdo da injdria e no 7° dia de pds operatorio (P.O) nos diferentes
grupos. A analise teve finalidade de avaliar integridade tecidual, presenca edema, hiperemia,
secrecdo no local incisado, permanéncia dos fios de sutura, formagédo de crosta e tecido de

granulacéo.
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4.8 Processamento histoldgico:

As amostras de pele e musculo gastrocnémio medindo aproximadamente 02cm de
comprimento e 01cm de didmetro foram fixadas em formol a 10% tamponado neutro pH = 7,2
por no minimo 24h. Foram desidratadas em solucBes crescentes de etanol (Dinamica®),
diafanizagcdo com xileno (Cromoline®) e incluidas em parafina (Dindmica®). Cortes seriados
transversais para pele e musculo gastrocnémio (5 pum) foram obtidos utilizando um
micrétomo MRP09 LUPETEC® com navalha de tungsténio, de acordo com o protocolo
estabelecido pelo Laboratério de Analise e Processamento Histologico — LAPHIS da UFPI
(Apéndice A). Os cortes foram montados em laminas, sendo trés ou quatro cortes por lamina,
corados com Hematoxilina e Eosina — HE (Apéndice B) e posteriormente utilizados para
analise histopatologica e histomorfométrica, respectivamente.

Os parametros histopatologicos investigados foram a integridade tecidual, lesbes
celulares reversiveis (degeneracBes) e irreversiveis (necrose), infiltrado inflamatorio,

congestéo e extravasamento de Sangue.

4.9 Analise histomorfométrica:

Os tecidos foram processados como de rotina conforme apresentado na secdo
processamento histologico e posteriormente analisados por dois examinadores independentes
e previamente calibrados (L.F.C.F e L.S.R) com nivel de concordancia minima de 95%. As
imagens foram digitalizadas com objetiva de 40x utilizando um microscépico &ptico
LEICA®. Foram utilizadas 375 fibras, o que representa aproximadamente o dobro do numero
que tem sido frequentemente usado na literatura (BRITO et al., 2006).

A andlise foi realizada com a finalidade de mensurar o didmetro e &rea das fibras do
musculo gastrocnémio da pata esquerda, além da contagem de células musculares, respectivos
nacleos e numero de nucleos por células nos diferentes grupos (Figura 9), para tal foi
utilizado o Software ImageJ (Image Processing and Analysis in Java), cujos os valores foram

armazenados numa planilha no formato do programa “Excel”.
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Figura 9 — Esquema representando a andlise histomorfométrica do muasculo gastrocnémio do ensaio experimental
de confeccdo da injuria tecidual na pata. Nota-se a medicdo da area das fibras (contorno amarelo) (A); medi¢do de
diametro da mesma fibra (reta amarela) (B); contagem de células (pontos amarelos) (C) e contagem de nicleos
(pontos amarelos nas extremidades das células) (D). Fonte: Autoria propria.

5. Andlise Estatistica

Foi realizada no software GraphPad Prism 5.0. Teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para analisar distribuicdo normal dos dados. Os dados foram apresentados como média + erro
padrdo da média (E.P.M) com o auxilio do teste analise de variancia (ANOVA) um critério

com subsequente teste de Tukey. A diferenca estatistica foi considerada significante quando p

valor <0,05.
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6. RESULTADOS
6.1 Determinacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO)

O gréfico na figura 10 (A) demosntra que os animais do grupo incisdo tiveram
aumento da atividade de MPO (18,08 + 4,61) estatisticamente significante quando comparado
ao grupo controle (1,58 = 0,47). E o tratamento com a bromelaina reduziu (5,77 £ 4,29)
significativamente esse achado na pele.

O gréfico na figura 10 (B) revela que os animais do grupo incisdo também tiveram
aumento da atividade de MPO (10,34 + 1,94) estatisticamente significante quando comparado
ao grupo controle (2,04 £0,38). E o tratamento com a bromelaina conseguiu reduzir (1,16 +

0,51) significativamente esse achado no musculo TA.
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Figura 10 — Atividade anti-inflamatoria da bromelaina 15mg/kg sobre a pele (A) e musculatura estriada
esquelética TA (B) ap0s o procedimento na pata esquerda. Os valores sdo dados como média + erro padrao da
média. *(p<0,05) em relacéo ao grupo controle. # (p<0,05) em relacdo ao grupo incisdo (ANOVA/Tukey).

6.2 Determinacdo da atividade de glutationa (GSH) e malondialdeido (MDA)

O gréfico na figura 11 (A) mostra que os animais do grupo incisdo tiveram reducao
da atividade de GSH (109,5 + 41,14) estatisticamente significante quando comparado ao
grupo controle (361,6 + 51,03) e o tratamento com a bromelaina aumentou os niveis de
antioxidante endogeno (383,2 + 42,26) significativamente quando comparado ao grupo

incisdo no musculo TA.
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O gréfico na figura 11 (B) determina que os animais do grupo incisdo tiveram
aumento da atividade de MDA (727,6 = 173,9) estatisticamente significante quando
comparado ao grupo controle (401,1 + 17,73) e o tratamento com a bromelaina reduziu a
peroxidacdo lipidica (335,3 + 48,86) significativamente quando comparado ao grupo incisao
no muasculo TA.

O gréfico na figura 11 (C) indica que os animais do grupo incisdo tiveram aumento
da atividade de MDA (486,0+ 62,39) estatisticamente significante quando comparado ao
grupo controle (234,9 + 41,42) e o tratamento com a bromelaina reduziu a peroxidacéo

lipidica (276,0 + 55,33) significativamente quando comparado ao grupo inciséo na pele.
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Figura 11 — Atividade antioxidante (GSH) e (MDA) da bromelaina 15mg/kg sobre a musculatura estriada
esquelética TA (A e B, respectivamente) e pele (C) ap6s o procedimento na pata esquerda. Os valores sdo
dados como média + erro padrao da média. * (p<0,05) em relagéo ao grupo controle. # (p<0,05) em relacéo ao
grupo incisdo (ANOVA/Tukey).
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6.3 Avaliagdo macroscdpica e histopatologica da pele

6.3.1 Avaliacdo macroscépica da pele

Na macroscopia da pele dos animais do grupo controle observou-se integridade
tecidual, visto que o tecido ndo sofreu o procedimento cirurgico. No 1° dia de P.O, foi
observado edema, hiperemia e presenca de secrecdo no local incisado nos grupos que
receberam a injuria. No 7° dia de P.O, os animais do grupo incisdo apresentaram auséncia de
edema, porém pequena quantidade de secre¢do no local incisado com aparecimento de uma
crosta parcial de aspecto granular espessa e permanéncia dos fios de sutura em 2/4 animais. O
grupo bromelaina apresentou evolucao superior, no 7° dia de P.O, os animais apresentaram
auséncia de edema, aparecimento de crosta seca e sem secrecdo no local incisado de aspecto
regular e menos espessa, houve também desprendimento dos fios de sutura em 5/5 animais
(Figura 12).

N&o houve ocorréncia de ébito durante o periodo do ensaio experimental, estavam
todos em bom estado de higidez. Ndo foram observados sinais de autoagressdo ou mordedura
de outros animais sobre a area cirtrgica. A manipulacdo dos animais foi a mesma nos trés

grupos, nao produzindo estresse que interferisse no processo de cicatrizacao.
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Figura 12 — Imagens ilustrativas da anélise macroscopica da pele no P.O antes e ap6s o
tratamento com a bromelaina na dosagem de 15mg/kg por via i.p, demonstrando a integridade
tecidual da pele no grupo controle e assepsia com iodopolvidona antes (A) e ap6s (B) o periodo
de 07 dias. Sutura realizada em 06 pontos simples, separados e assepsia com iodopolvidona no
grupo incisdo apés sua confec¢do e reposi¢cdo da camada muscular e pele, antes (C) e ap6s o
periodo de 07 dias, notar formagdo de crosta parcial (setas pretas) e permanéncia de pontos de
sutura (cabeca de seta amarela) (D). Sutura realizada em 06 pontos simples, separados e
assepsia com iodopolvidona no grupo bromelaina apds a confeccdo da incisdo e reposicdo da
camada muscular e pele, antes (E) e apds o tratamento com a bromelaina, notar formacao de
crosta de aspecto regular e menos espessa, seca sem secrecdo, sem fios de sutura (colchete duplo
preto) (F). Fonte: Autoria propria.

6.3.2 Avaliacdo histopatologica da pele

Na analise histopatoldgica da pele dos animais do grupo controle observou-se
integridade tecidual, tecido epitelial e conjuntivo continuo, uniforme, organizado, visto que
ndo receberam a inciséo cirdrgica. Em relacdo a pele dos animais do grupo incisdo observa-se
ao 7° dia de P.O, afastamento entre as bordas da ferida e intenso infiltrado inflamatdrio
adjacente e na regido do tecido conjuntivo. A pele dos animais do grupo bromelaina
demonstra-se com o epitélio regenerado, mostrando-se continuo e uniforme. O tecido
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conjuntivo estd em organizacdo, mostrando-se continuo e uniforme e exibindo pouco

infiltrado inflamatdrio (Figura 13).

e
posteriormente foi tratada com a bromelaina na dosagem de 15mg/kg por via i.p. Coloracdo: HE.
Objetiva 4x e Bar 50 um (coluna esquerda: A, C e E) e Objetiva 10x e Bar 20 um (coluna direita: B, D e
F).

A e B) Pele dos animais do grupo controle, demonstrando integridade tecidual. Notar epitélio (cabecas
de setas pretas), tecido conjuntivo (estrela preta) e camada sub - dérmica de musculatura estriada
esquelética (asterisco preto).

C e D) Pele dos animais do grupo inciséo, demonstrando ao 7° dia de PO, afastamento entre as bordas da
ferida (seta dupla preta) e intenso infiltrado inflamatério adjacente (estrela branca) e na regido do tecido
conjuntivo (retdngulo com bordas pretas).

E e F) Pele dos animais do grupo bromelaina, demonstrando o epitélio regenerado, mostrando-se
continuo e uniforme (cabecas de setas pretas). O tecido conjuntivo (estrela amarelas) estd em
organizacdo, mostrando-se continuo e uniforme e exibindo pouco infiltrado inflamatério (setas pretas).
Fonte: Autoria propria.
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6.4 Avaliacdo histomorfométrica do gastrocnémio

Na tabela 2, mostra-se 0 aumento estatisticamente significativo da areas das fibras do
musculo gastrocnémio nos animais do grupo incisao quando comparado ao grupo controle. E
que a bromelaina conseguiu reverter estatisticamente essa modificagdo histomorfométrica.
N&o houve diferenca estatisticamente significante para didmetro das fibras, nimero de células,
numero de nucleos e nacleos/células.

Na figura 14, apresenta-se um corte transversal com aumento significativo na area
das fibras musculares (B) quando comparado ao grupo controle (A). E que a bromelaina
conseguiu reverter essa modificacdo histomorfométrica (C). Nos trés grupos observa-se
padrdo fascicular normal delimitado pelo perimisio e cada fibra circundada pelo endomisio.
As fibras possuem em maioria contornos poligonais, tendo um ou mais nucleos posicionados

perifericamente.

Tabela 2: Dados histomorfométricos (&rea e didmetro) das fibras musculares e contagens de células, nimero de nucleos e
nacleos/células do masculo gastrocnémio apos a confeccdo da injaria por incisdo tecidual na regido da pele e TA e do
tratamento com a bromelaina na dosagem 15 mg/kg por via i.p durante 07 dias consecutivos.

GRUPOS Area Diametro N° de Ne de Ne de
(Pixels?) (Pixels?) Células Nucleos Nucleos/Células
Controle (n=6) 13.229 + 720 167 + 4,50 37+1,92 60 + 2,20 1,78 +0,08
Incisdo (n=4) 17.864 +1685* 165 + 4,97 374283 56 + 2,66 1,73 +0,09
Bromelaina (n=5) 14.215 + 457# 164+3,35 38 +1,45 53+221 1,50 £ 0,06

* (p<0,05) em relagédo ao grupo controle. # (p<0,05) em relagdo ao grupo incisdo (ANOVA/Tukey).
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Figura 14 — Imagens ilustrativas da analise histomorfométrica da gastrocnémio da pata que sofreu incisdo tecidual e
posteriormente foi tratada com a bromelaina na dosagem de 15mg/kg por via i.p. Coloragéo: HE. Objetiva 40x. Bar
5um. Fonte: Proprio autor.

A) Gastrocnémio dos animais do grupo controle, demonstrando padréo fascicular normal delimitado pelo perimisio (P),
cada fibra (F) circundada pelo endimisio (E) possuindo contornos poligonais, tendo um ou mais nucleos posicionados
perifericamente (N).

B) Gastrocnémio dos animais do grupo incisdo, demonstrando ao 7° dia de PO, aumento significativo na rea das fibras
(F), padrdo fascicular delimitado pelo perimisio (P), cada fibra (F) circundada pelo endimisio (E) possuindo contornos
poligonais, tendo um ou mais nicleos posicionados perifericamente (N).

C) Gastrocnémio dos animais do grupo bromelaina, demonstrando ao 7° dia de PO, reducéo significativo na area das
fibras (F), padrdo fascicular delimitado pelo perimisio (P), cada fibra (F) circundada pelo endimisio (E) possuindo
contornos poligonais, tendo um ou mais nicleos posicionados perifericamente (N). Fonte: Autoria prépria.
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7. DISCUSSAO

Acredita-se que a estratégia experimental utilizada neste trabalho possa ser viavel e
promissora na avaliagcdo e reparo de lesbes musculo esqueléticas na pata de ratas, pois de
acordo com nosso conhecimento, ndo ha resultados publicados na literatura com os aspectos
analisados no presente estudo utilizando esse modelo experimental. Os nossos resultados
mostraram que o0 grupo de animais sem tratamento, tiveram aumento significativo dos
parametros inflamatdrios e estresse oxidativo nos tecidos incisados, além de aumento da area
das fibras do gastrocnémio da mesma pata, quando comparado com seus respectivos
controles.

Assim, uma proposta por nds sugerida foi a de estudar a influéncia da bromelaina
sobre parametros inflamatorios e estresse oxidativo de uma injaria por incisdo tecidual
experimental na pele e musculo TA.

Uma das caracteristicas principais da resposta inflamatéria a patégenos e a injurias
teciduais por estimulos quimicos ou fisicos é o recrutamento de células polimorfas nucleadas
para o foco da inflamacdo como os neutréfilos. ApOs serem ativados por substancias
inflamatorias os neutrofilos produzem citocinas e quimiocinas, que atraem outros neutréfilos
e outras células do sistema imune, além de aumentar significativamente a producéo de ERO
culminando em aumento do estresse oxidativo (SCHWACHA, 2003; DAL SECCO et al.,
2006). O estresse oxidativo ocorre quando um aumento na producdo de oxidantes excede a
capacidade do organismo de armazenéa-los, através de uma coordenacdo complexa do sistema
enddgeno de defesa antioxidante (JACKSON et al., 2010).

Estudo recente reforca também que a regeneracdo de lesbes traumaticas em masculo
estriado esquelético requer o comportamento sincronizado de multiplas células que participam
no reparo. A cascata inflamatoria que é rapidamente iniciada apds a injaria, guiando a
progressao da cicatrizacdo e influenciando o reparo tecidual (SAN EMETERIO et al., 2016).

Um estudo realizado por Brickson et al., (2001) mostrou que uma injuria por
estiramento no muasculo TA de coelhos culminou aproximadamente em uma atividade de
MPO 100% superior quando comparado a pata controle, assim como o estresse oxidativo foi
significativamente maior no musculo lesionado quando comparado aos seus controles,
havendo também interacdo entre tempo e lesdo, a analise revelou maior aumento do estresse
oxidativo durante as 48h quando comparado as 24h apo6s lesdo. Outro estudo avaliando

também atividade leucocitaria apds uma injuria no masculo TA de ratos, mostrou que lesdes
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neste tecido recrutou mondcitos exibindo perfil inflamatorio que rapidamente converteram-se
em anti-inflamatdrios que estimularam a miogénese e regeneracao tecidual (ARNOLD et al.,
2007). Reforcando a importancia de estudar parametros inflamatorios e oxidativos em
resposta a lesées no musculo estriado esquelético. Esses dados corroboram com 0S Nnossos,
visto que foi observado também atividade leucocitéria respondendo a injuria tecidual, na qual
0s animais que receberam apenas a incisdo no muasculo TA, tiveram aumento da atividade de
MPO e indiretamente maior infiltracdo de neutrofilos, aléem de reduzir os niveis de
antioxidante endogenos (GSH) e aumentar a peroxidacao lipidica (MDA), aumentando assim
0 estresse oxidativo quando comparado aos seus controles.

Um estudo realizado por Aiyegbusi et al., (2010) investigou os efeitos do extrato
aquoso de diferentes partes da planta de abacaxi sobre a proliferacdo tenoblastica e os niveis
de MDA no estagio inicial de cicatrizacdo em uma lesdo por esmagamento no tenddo de
Aquiles de ratos. A carne e o extrato de casca induziram uma proliferacdo de tenoblastos que,
no entanto, ndo era significativamente diferente da do tenddo ndo tratado enquanto que as
folhas e os extratos de nucleo reduziram a populacdo dos tendcitos. O extrato de carne
significativamente (p <0,05) reduziu o nivel de MDA, enquanto o extrato de folhas e de
nacleo significativamente (p <0,001) o aumentou. O extrato de casca ndo teve impacto
significativo sobre o nivel de MDA em comparacdo com o tenddo ndo tratado. Este estudo
sugere que 0s constituintes antioxidantes da planta de abacaxi sdo concentrados na carne,
enguanto a casca e extratos de carne tém o potencial para promover a cicatrizagdo,
estimulando a proliferacdo de tenoblastos.

O mesmo ocorreu com a lesdo realizada no masculo TA no presente estudo, além do
aumento significativo na atividade de MPO, a injuria por incisdo reduziu e aumentou
significativamente os niveis de GSH e MDA, respectivamente, também quando comparados
aos seus respectivos controles. Contudo, o tratamento com a bromelaina extraida do caule do
abacaxi em apenas 07 dias, reverteu significativamente os parametros inflamatdrios e estresse
oxidativo induzidos pela lesdo.

Esses resultados sdo inéditos pois até onde se sabe, nenhum outro estudo analisou
acdo da bromelaina extraida do caule do Ananas comosus em lesdo por incisdo em musculo
esquelético quantificando atividade de MPO e niveis de GSH e MDA.

Essas respostas também sdo observadas na pele apds injuria tecidual, um estudo
realizado por Mikhalchik et al.,, (2016) revelou o papel da MPO de neutréfilos no

desenvolvimento de inflamacg&o apos injuria por queimaduras térmicas na pele. Sugerindo que
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a resposta inflamatoria aguda induzida por lesdo térmica envolve a ativacdo de neutrofilos e é
acompanhada pela liberacdo de MPO no plasma. Esse estudo difere do nosso no modelo
experimental (queimadura) e na metodologia de quantificacdo da atividade de MPO (plasma)
ao contrario do nosso que o modelo experimental foi uma inciséo e a quantificagdo de MPO
no proprio tecido envolvido. Todavia, para essa andlise os resultados dos dois estudos
corroboraram. Nossos resultados também demonstraram que a atividade de MPO aumentou
significativamente na pele incisada quando comparado aos seus controles.

Embora as queimaduras tenham sido tradicionalmente consideradas como um tipo
especial de ferida que requer protocolos de tratamento especializados, em muitos aspectos, a
cicatrizacdo de feridas ndo é diferente de qualquer outra forma de cicatrizacdo, que ocorre
independentemente da origem da lesdo (ATIYEH; GUNN; HAYEK, 2005; SILVEIRA,
2016).

Sabe — se que 0s macrdfagos sdo também os principais produtores de mediadores
pré-inflamatérios além de sua capacidade de produzir mediadores como a PGE2, os
intermediarios reativos do nitrogénio, a interleucina - IL6 e o fator de necrose tumoral — TNF
(CHOUDHRY et al., 2001; KOWAL-VERN et al., 2005; SENER et al., 2005; TOKLU et al.,
2006). Essa resposta inflamatoria, que leva a hiperativacéo dos neutrofilos teciduais, contribui
ativamente para lesdes oxidativas da célula/tecido (SCHWACHA, 2003). Assim, parece que a
lesdo tecidual apds uma injuria por queimadura é mediada tanto por metabolitos reativos de
oxigénio (MRO) quanto por neutrofilos e macréfagos ativados. Existem inimeros relatos
indicando que a peroxidacdo lipidica € aumentada apds essas lesdes teciduais (SENER et al.,
2005; ALTAVILLA et al., 2005; SANDRE et al., 2006). A peroxidagdo lipidica em excesso é
um mecanismo autocatalitico que leva a destrui¢do oxidativa das membranas celulares, e sua
destruicdo pode levar & producdo de metabolitos toxicos, reativos e morte celular, evento
comum apos injdrias por incisao tissular que culminam em processo inflamatério (HORTON
etal., 2001).

O estudo de Toklu et al., (2007) mostrou que Silymarin, um complexo flavonoide, é
um componente antioxidante da planta medicial Silybum marianum, protegendo contra lesdes
de pele oxidativa induzida por queimadura, pois foi observado que a atividade de MPO foi
indicador de infiltracdo neutrolifica no grupo de 48h de queimadura (p <0,001), enquanto que
animais que receberam o tratamento com a Silymarin tiveram reducdo estatisticamente
signficativa (p <0,001) comparado aos controles. E que os niveis de MDA, medidos como um
indice de peroxidacdo lipidica tecidual, foram significativamente mais elevados no grupo de
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queimados em comparagdo com o grupo controle (p <0,001), enquanto que 0s niveis de
antioxidante enddégeno (GSH), também marcador para estresse oxidativo nos tecidos,
diminuiram significativamente apds a lesdo na pele. Contudo, o tratamento com Silymarin
reverteu significativamente os niveis de MDA e GSH (p <0,01 e 0,001, respectivamente).
Fortalecendo a importéncia de estudar potenciais de produtos naturais, os dados do estudo
supracitado corroboram com nossos resultados, pois a pele dos animais que receberam apenas
incisdo tecidual houve aumento significativo na atividade de MPO, além de aumentar
significativamente os niveis de MDA, ambos gquando comparados aos Seus respectivos
controles, e a bromelaina também foi capaz de reverter significativamente a atividade de
MPO e nivel de MDA.

Nosso estudo também € inédito nessa analise, pois nenhum outro trabalho trouxe a
acao da bromelaina extraida do caule do Ananas comosus revertendo a atividade de MPO e os
niveis de MDA em lesdo por incisdo experimental na pele de ratas.

Nossos resultados também corroboram com os estudos de Rosenberg et al., (2004) e
Maurer (2001) que concluiram que complicacdes como infecgdes, contaminacdo e sepse
reduziram consideravelmente, assim como os indices de morbidade e mortalidade apos
tratamento com bromelaina em lesdo tecidual por queimaduras. Embora nosso estudo nédo
tenha objetivado avaliar quadro de septicemia e indices de morbidade e mortalidade, mas a
bromelaina também foi eficiente no reparo da pele e musculo estriado esquelético apds leséo
tecidual por incisdo experimental na pata.

A cicatrizacdo de feridas é um processo complexo em uma sequéncia de estagios
independentes descritos como fase inflamatéria ou exudativa, fase de reconstrugcdo
(proliferativa), epitelizacdo (fase regenerativa) e maturacdo (MARTINS et al., 2006;
SCHEIBE et al., 2016). Nesse estudo foi observado que no 7° dia de P.O, os animais ndo
tratados apresentaram auséncia de edema, porém pequena quantidade de secrecdo no local
incisado com aparecimento de uma crosta parcial de aspecto granular espessa e permanéncia
dos fios de sutura em 2/4 animais. E os animais tratados com bromelaina apresentaram
auséncia de edema, aparecimento de crosta seca e sem secrec¢do no local incisado de aspecto
regular e menos espessa, houve também desprendimento dos fios de sutura em 5/5 animais,
resultados semelhantes ao estudo de Martins et al., (2006) que avaliaram extrato aquoso de
Orbignya phalerata (Babacu) na cicatrizacdo da pele, o0s autores observaram

macroscopicamente que 0s animais ndo tratados apresentaram ao 7° dia de P.O, crosta parcial
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e secrecdo purulenta em 2/8 animais e 0s animais tratados com babagu apresentaram crosta de
bom aspecto sem secre¢do em 9/10 animais.

Os autores ainda relataram que ndo houve ocorréncia de 6bito durante o periodo do
ensaio experimental, estavam todos em bom estado de higidez e ndo foram observados sinais
de autoagressdo ou mordedura de outros animais sobre a area cirdrgica, resultado semelhante
ao deste estudo. Esses resultados merecem destaque, pois de acordo com nosso conhecimento,
nenhum outro estudo apresentou o tratamento com bromelaina extraida do caule do Ananas
comosus em aspectos macroscépicos no processo de reparo da pele em modelo de injuria por
incisdo experimental.

Estudos mostram que a pele ou qualquer outro tecido como musculo estriado
esquelético ou 6rgdo expostos a estimulos potencialmente nocivos induzird uma sensacéo
desagradavel, informando o individuo sobre o perigo real ou potencial para sua integridade
fisica. Portanto, a informacdo processada pode ser diferenciada como dor fisioldgica ou dor
patologica (FANTONI & MASTROCINQUE, 2002; ALMEIDA et al., 2006; KLAUMANN;
WOUK; SILLAS, 2008). A dor fisioldgica é aquela que induz respostas protetoras, como o
reflexo de retirada ou reacdo de fuga, com intuito de interromper a exposicdo ao estimulo
nocivo (FANTONI e MASTROCINQUE, 2002; HELLEBREKERS, 2002; KITAGAWA et
al., 2005).

Intuitivamente, o grupo dos animais que receberam apenas incisdo na pata sentiram
dor, induzindo uma resposta protetora como reflexo de retirada do membro lesionado,
influenciando na deambulacéo fisioldgica do animal, pois foi visualmente observado o apoio
ao solo do membro lesado em flexdo plantar patolégica. A flexdo plantar patolégica ocorre
frequentemente apds o reparo cirargico dos tecidos que envolve a articulacdo talocrural
(ATC), incluindo a pele e musculos estriados esqueléticos possivelmente incisados (DE LA
FUENTE et al., 2016).

Assim, outra proposta por nos sugerida foi a de estudar a influéncia de uma injdria
por incisdo tecidual experimental na pele e musculo TA sobre a histomorfometria do musculo
gastrocnémio homolateral — masculo motor primaria na flexdo plantar da ATC.

O mdasculo esquelético apresenta profunda capacidade de adaptacdo a cargas
mecanicas transmitidas atraves das articulagdes (MENDIAS et al., 2016; RIEDL et al., 2016;
ZISSLER et al., 2016). Esta adaptacdo envolve respostas coordenadas de fibras musculares

que geram forca e da matriz extracelular que transmite essa forca para tenddes e 0SsoS,
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podendo influenciar na histomorfometria dessas fibras (GUMUCIO; SUGG; MENDIAS,
2015; KJAER, 2004).

No nosso estudo 0s animais ndo tratados tiveram aumento estatisticamente
significativo na area das fibras do gastrocnémio quando comparado aos seus controles.
Sugestivamente, 0 aumento na area dessas fibras, pode ser atribuida pela carga mecénica em
flexdo plantar como resposta de protecdo pelo estimulo intenso na pele e TA incisados.
Contudo, a bromelaina conseguiu reverter significativamente o aumento da area da regido,
observada no 7° dia PO.

A histomorfometria das fibras, tem-se mostrado essencial para fins de diagndstico
nas andalises de bidpsias musculares associadas a diferentes patologias e em condicdes
experimentais, tais como, a hipertrofia provocada pelo estresse repetitivo e trabalho
sustentado, a atrofia por desuso, por desnervacao e a divisao longitudinal (splitting) de fibras
(BRITO et al., 2006).

Em estudo analisando as dimensdes geométricas das fibras do séleo, musculo que
também participa ativamente do movimento de flexao plantar, Brito et al., (2006) encontraram
que diametros, area e perimetro das fibras musculares esqueléticas em cortes transversais
aumentaram em ratos submetidos a treinamento fisico, em comparagdo com seus respectivos
ratos controle, indicando que ocorreu a hipertrofia muscular. Modificacbes no tamanho e no
namero de fibras musculares em ratos submetidos aos exercicios fisicos foram também
relatadas anteriormente (PAUL & ROSENTHAL, 2002). Ainda que no presente estudo néao
objetivou-se avaliar essas manifestacbes em treinamento fisico, mas a carga mecanica imposta
pelo modelo experimental dos estudos supracitados foram semelhantes observadas nos
animais do nosso estudo.

A hipertrofia do madsculo esquelético resulta em maior quantidade de tecido contratil
(PAUL & ROSENTHAL, 2002). Em roedores, os musculos da perna geralmente estudados
tais como: soleo, gastrocnémios, extensor longo do dedo (ELD) e coxa, contém fibras que se
estendem continuamente de um tenddo para o outro, com uma unica zona de juncdes
neuromusculares no meio. A hipertrofia destes musculos reflete um aumento no didmetro da
fibra muscular sem um aumento no ndmero de fibras (TIMSON & DUDENHOEFFER,
1990). No nosso estudo, ndo foi observado diferenca significativa nos didmetros, contagem de
células, nucleos e nucleos/células. Possivelmente esses achados se atribua ao curto periodo de
07 dias, ndao havendo tempo habil para hipertrofia fibrilar, mas foi capaz de aumentar o
volume da fibra e consequente a area. Acredita-se que em periodo de tempo superiores
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haveria modificagdes significativas. Outro resultado que merece destaque, pois nenhum outro
estudo buscou avaliar os efeitos da bromelaina extraida do caule do Ananas comosus na
histomorfometria do gastrocnémio apos incisdo experimental na pata de ratas.

Nosso modelo experimental é promissor e pode funcionar como um modelo inovador
de avaliacdo de danos e reparo no musculo estriado esquelético (Figura 15), visto 0s
resultados estatisticamente confiveis.

Para o estudo da histomorfometria dos cortes transversais das fibras musculares de
ratos, a metodologia utilizada neste trabalho mostra duas vantagens em relagcdo ao processo de
andlise visual das imagens das fibras: a primeira é a agilidade do processo, visto que foi
obtido um resultado estatistico confiavel utilizando um numero total de fibras superior do que
vem sendo utilizado na literatura. E a segunda, é a eliminacao da subjetividade do pesquisador
(BRITO et al., 2006). Estudos como 0 nosso possibilitam enriquecer o cenario cientifico
acerca das andlises histomorfométrica de musculo esquelético em condigdes experimentais.

A partir desses resultados foi possivel observar a participagdo promissora da
bromelaina extraida do caule do Ananas comosus nas manifestacGes teciduais em pele e
musculo TA apo6s inducdo de injuria por incisdo tecidual experimental na pata de ratas, além
disso, favoreceu o processo de cicatrizacao da pele e preveniu alteracdo histomorfométrica na

area das fibras do gastrocnémio homolateral da pata lesionada.
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Figura 15 — Imagens ilustrativas do modelo de injuria por incisdo experimental na pata. Notar a pata dos
animais do grupo controle sem sutura e sem flexdo plantar (A). Nos animais do grupo inciséo notar sutura e
simulacéo da marcha em flex@o plantar patoldgica (B). Nos animais do grupo bromelaina notar sutura porém
sem flexdo plantar patoldgica (C). Fonte: Autoria propria.
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8. CONCLUSAO

Em concluséo, nossos dados indicam que a bromelaina extraida do caule do Ananas
comosus reduziu a atividade de MPO e estresse oxidativo na pele e musculo TA induzidos
apos injuria por incisdo tecidual. Além disso, favoreceu o processo de cicatrizacdo na pele e
reverteu 0 aumento na é&rea das fibras do gastrocnémio que sofreram alteracdo
histomorfométrica pela carga mecanica em flexdo plantar patolégica como resposta de
protecdo a injUria na pata. Recomenda-se mais estudos com tempo superior para determinar a
contribuicdo em didmetros, contagem de células, nucleos e nucleos/células.

Nosso modelo experimental € promissor e pode funcionar como um modelo inovador
de avaliacdo de danos e reparo no musculo estriado esquelético, visto os resultados
estatisticamente confiaveis, além disso, trouxe dados inéditos da bromelaina revertendo
atividade de MPO e niveis de GSH e MDA.
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APENDICE A

Protocolo de Inclusdo em Parafina

Desidratacéo
Alcool 30%

}1h

Alcool 50%

{ 1h

Alcool 70%

{ 1h

Alcool 90%
$ 1h
Alcool absoluto
¢ 1: 30h
Diafanizagdo
Xilol 2 (mais contaminado)
{  45min
Xilol 1 (mais puro)
i 45min
Incluséo
Parafina liquida para banho (contaminada)
{ 15-20min80°C
Parafina liquida para inclusdo

60 — 80°C — Inclusao
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APENDICE B

Coloragdo em Hematoxilina e Eosina (HE)

Desparafinagéo
Xilol 2 (mais contaminado)
¢ 7 min
Xilol 1 (mais puro)
$ 3min
Hidratagdo
Alcool absoluto
¢ 7 min
Alcool 90%
i 2 min
Alcool 75%
{  2min
Alcool 50%
l 2 min
Alcool 30%
l 2 min
Agua destilada 1
$  2min
Agua destilada 2
i 2 min
Coloracéo
Hematoxilina
i 2 min
Agua corrente
¢ 3,5 min
Eosina

— 5 min

Agua corrente — 3 min — Montagem
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ANEXO A

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus Universgano Minstro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Terasina, Piaud, Brasi: CEP: 64049.550
Tetafone (86) 3215-5734 _e-mal: ceeapl@ufpi edu be

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliagdo do potencial osteogénico da
bromelaina sobre o defeito fenestrado em tibia de ratos", protocolo n?
073/15, sob a responsabilidade de DANIEL FERNANDO PEREIRA
VASCONCELOS- que envolve a produgao, manutengao efou utilizacao de

%
e

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),

para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com 0s preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagao Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de Etica no
Usc de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reuniao
na presente data 26/06/2015.

Vigéncia do Projeto |Dezembro/ 2015 a Dezembro/ 2017 B
Espécie/ linhagem |Rato heterogénico/ wistar |
N° de Animais 32 }
Peso/ Idade 150 g

Sexo Fémeas

Origem Biotério Central da UFPI

Teresina| 26 de Junho de 2015.

RAAAT RAA S
Pr ._-',ell.. de{l\emﬁ’;ncu y

Coinad de Ened em Edperanentagao Anaal-UF Pl

Coordengiors
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