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RESUMO

Introducio: extratos vegetais e ativos derivados de plantas tem sido desenvolvidos com o objetivo de
melhorar e potencializar o processo de cicatrizacio cutanea, dentre eles, o Triticum aestivum L. (sindnimo
Triticum vulgare).

Objetivo: avaliar o efeito do extrato de grio inteiro (EGTA-PR) e extrato aquoso (EATA-FI) de
Triticum aestivum L. na cicatrizacdo cutanea em pele humana ex vivo.

Métodos: fragmentos de pele obtidos de cirurgia plastica eletiva foram submetidos a lesdes teciduais e
tratados com os extratos durante oito dias para avaliacdo histoldgica da reepitelizacio e marcacio proteica
do fator de crescimento epidérmico (EGF).

Resultados: EGTA-PR e EATA-FI aceleraram o processo de reepitelizagdo em cultura de pele humana
submetida a lesdo tecidual. Adicionalmente, foi observado um aumento da marcacio proteica de EGF
ap6s o tratamento com EGTA-PR.

Conclusdo: EGTA-PR apresentou um melhor desempenho na reepitelizagio quando comparado ao
EATA-FI, pois apresentou uma maior marca¢io proteica para EGF em cultura de pele humana. Da mes-
ma forma, os resultados histolégicos mostraram que a redensificacio dérmica obtida com o EGTA-PR
foi visualmente superior a observada com EATA-FI. Os resultados obtidos s3o promissores e corroboram
as diversas acdes bioldgicas ji reportadas na literatura para extrato de Triticum aestivum L. nas etapas da
cicatrizagio tecidual.

Palavras-chave: Regeneracio; Fator de Crescimento Epidérmico; Triticum; Técnicas in vitro; Cicatri-
zag¢io

ABSTRACT

Introduction: Plant extracts and actives derived from plants were developed to improve and enhance the skin healing
process including Triticum aestivum L. (Triticum vulgare).

Purpose: 1o evaluate the effect of whole grain extract (EGTA-PR) and aqueous extract (EATA-FI) of Triticum
aestivum L., on ex vivo skin healing.

Methods: Skin fragments obtained from elective plastic surgery were subjected to tissue damage and treated with
extracts for eight days for histological evaluation of re-epithelialization and immunofluorescence for epidermal growth
factor (EGF).

Results: EGTA-PR and EATA-FI accelerated the re-epithelialization process in human skin culture submitted to
tissue injury. Additionally, we observed increased EGF protein labeling after treatment with EGTA-PR.
Conclusion: EGTA-PR showed a better performance in re-epithelialization when compared to EATA-FI, as it
presented a higher protein labeling for EGF in human skin culture. Likewise, the histological results showed that the
dermal redensification obtained with EGTA-PR was visually superior to that observed with EATA-FI. The results
obtained are promising and corroborate the several biological actions already reported in the literature for Triticum
aestivum L. extract in tissue healing stages.
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INTRODUCAO

A cicatrizagio tecidual é um processo dinamico e com-
plexo, composto de quatro fases: hemostasia, inflamacio, prolife-
racio e remodelacio do tecido. Apds a lesio tecidual, forma-se
um coagulo seguido de infiltragio de neutréfilos, macroéfagos e
células endoteliais, que promovem uma resposta inflamatdria e
imunoldgica, proporcionando a reconstru¢io tecidual.’

Nesse arsenal metabdlico, sio produzidos citocinas, qui-
miocinas e fatores de crescimento que estimulam e ativam a pro-
liferacio e migracio celular, orquestrando o processo de cicatri-
zac¢do.'2 Dentre os fatores de crescimento, destacamos o fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGEF), fator transformador do crescimento beta
(TGF-P), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimen-
to para insulina (IGF).>*

FGE TGF-P3 ¢ PDGF estimulam a infiltracio de fibro-
blastos no local da lesio. O TGF-f3 e o0 PDGF também iniciam
alteragdes fenotipicas nessas células, convertendo os fibroblastos
em miofibroblastos, que se alinham nas bordas da matriz ex-
tracelular, gerando uma forga constritiva para o fechamento da
ferida.>*

Horas apds o dano, inicia-se o processo de reepitelizacio
e ocorre a liberacio de EGETGF-P3, FGF e fator de crescimento
de queratinécitos (KGF ou FGF7), que atuam estimulando a
migracio e proliferacio de células epiteliais. Uma vez fechada a
ferida, os queratindcitos passam pelo processo de estratificacio e
diferenciacio para restaurar a barreira.”®

A formacio da matriz requer a remocgio do tecido de
granula¢io. Em seguida, a estrutura é saturada com proteogli-
canos e glicoproteinas. Essa etapa é seguida pela remodelagio
do tecido envolvendo a sintese de novo colageno, mediada por
TGF-P e clivagem do coligeno antigo por PDGE O produto
final desse processo é o tecido de cicatrizagio.”®

O sucesso da cicatrizacio depende de fatores de cresci-
mento, citocinas e quimiocinas envolvidos em uma integragio
harmoénica de sinais que coordenam os processos celulares. Nesse
estudo, avaliamos os efeitos de dois produtos fitoterapicos de uso
topico, contendo extratos padronizados da espécie Triticum aesti-
vum L. (sindnimo Triticum vulgare) no processo de reepitelizacio
cutinea e produgio de fatores de crescimento teciduais, utilizan-
do um modelo experimental de pele humana nativa.

METODOS

Os produtos fitoterapicos de uso topico contendo extra-
tos padronizados de Triticum aestivum L. (sinonimo Triticum vul-
gare) foram fornecidos por Megalabs SAS, Bogota, Colombia. A
formulagio principal apresenta como ingrediente ativo o extrato
de grio inteiro de trigo Tiiticum aestivum L. (EGTA- PR; PRO-
CICAR REGENERIX®). Esse extrato é obtido em condi¢des
padronizadas de tempo, ilumina¢io e temperatura que favore-
cem a ativagio e germinagio de sementes para uma subsequente
extracdo aquosa. Essas condi¢des favorecem a hidrolise enzimati-

ca do amido e a produ¢io de oligossacarideos com determinados
pesos moleculares associados a atividade farmacolégica. No in-
tuito de comparar as especificidades de cada método de extracio,
avaliamos em paralelo as respostas biologicas produzidas por uma
formulacio fitoterapica contendo o extrato aquoso de Triticum
aestivum L. (EATA-FI; FITOSTIMOLINE®).

A pele humana utilizada neste estudo foi proveniente de
uma doadora, do sexo feminino, fototipo II, 36 anos, submetida
a cirurgia plastica eletiva na regido abdominal (abdominoplas-
tia). ApOs a realizacdo do procedimento cirtirgico, os fragmentos
de pele foram coletados em frascos plasticos com solucio salina
0,9% e mantidos sob refrigeracio por até 24 horas. Este projeto
nio inclui o armazenamento e estoque de material biologico
para seu uso futuro, portanto os fragmentos remanescentes fo-
ram devidamente descartados como lixo infeccioso. A aprovagio
da utilizacido de fragmentos de pele humana de cirurgia eletiva
para este estudo foi dada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Sao Francisco - SP, CAAE 82685618.9.0000.5514,
sob o parecer 2.493.285.

A pele humana foi fracionada em 12 fragmentos de apro-
ximadamente 1,5cm?, distribuidos em triplicata para cada um
dos quatro grupos experimentais, conforme descrito na tabela
1. O grupo controle basal fo1 mantido como controle do expe-
rimento durante os oito dias de duracdo, apenas com trocas de
meio de cultura a cada 48 horas. O controle positivo contem-
plou apenas a lesdo tecidual, sem tratamento. Os grupos que re-
ceberam tratamento com EGTA-PR e EATA-FI foram subme-
tidos a lesdes teciduais com bisturi, tratados diariamente com os
produtos avaliados na propor¢io de 25-30mg/cm?, e mantidos
em incubadora a 37°C na presenca de 5% de CO2 durante oito
dias consecutivos.

Os fragmentos de pele, que continham lesdes teciduais,
foram tratados durante todos os dias de incubag¢io. Apos esse pe-
riodo, os fragmentos foram submetidos a analise histologica para
avaliacdo da reepiteliza¢io epidérmica pela coloracio hematoxi-
lina & eosina (Sigma, San Luis, MO, EUA) e para realizacio do
ensaio de imunofluorescéncia para EGE Os sobrenadantes das
culturas de pele também foram coletados para quantifica¢io de
KGF e TGF-f.

Para avalia¢io histologica, os fragmentos de pele foram
incluidos em Tissue-Tek® O.C.T.™ ¢, em seguida, os cortes se-

Tabela 1: Grupos experimentais de estudo.

Grupo Lesao tecidual - Tratamento
experimental bisturi com produto
Controle basal - -

Controle positivo — X -
lesdo tecidual

EGTA-PR X X

EATA-FI X X
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riados de 12 microns foram coletados diretamente em laminas
silanizadas em criostato (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL,
EUA). As se¢des foram lavadas com tampio fosfato e incubadas
overnight com anti-EGF (Bioss, Woburn, MA, EUA). Posterior-
mente, as se¢Oes foram enxaguadas novamente e incubadas por
uma hora com Alexa Flour 488-Secondary Antibody (Life Te-
chnologies, Calsbad, CA, EUA). Uma incubag¢io adicional foi
realizada com DAPI (4’-6-diamidino-2-fenilindol; marcador de
DNA; Sigma) seguida por lavagens com tampio fosfato.

As laminas foram preparadas, utilizando-se meios de
montagem especificos, e analisadas ao microscopio (Olympus,
Toquio, Japio) usando o software CellSens padrio (© 2010 Olym-
pus Corporation). A intensidade do pardmetro de fluorescéncia
emitida pela marcagio de anticorpos especificos foi avaliada.
Apbds a obtenc¢io das imagens, a intensidade de fluorescéncia foi
quantificada com o auxilio do sofware Image] (versio 1.48; Uni-
dades Arbitrarias - U.A.).

Controle basal

EGTA-PR + Lesao tecidual

As quantificacdes de KGF e TGF-f foram realizadas no
sobrenadante por meio de ensaio imunoenzimatico, utilizando-
-se kit adquirido comercialmente (R&D Systems, Minneapolis,
MN, EUA). A leitura da absorbincia foi realizada a 450nm em
um monocromador Multiskan GO (Thermo Scientific, Wal-
tham, MA, EUA).

Na avaliacio estatistica, foi utilizado o teste ANOVA para
mensurar a variacido dos resultados, comparando-se os dados en-
tre os grupos. Em seguida, foi aplicado o pos-teste de Bonferro-
ni, que fortaleceu e tornou mais preciso o resultado apresentado
na ANOVA. Foi utilizado o nivel de significincia de 5% (Gra-
phPad Prism v6).

RESULTADOS
Na figura 1, apresentamos os resultados obtidos no pro-
cesso de reepitelizagio em fragmentos de pele humana nativa

Lesao tecidual

EATA-FI + Lesao tecidual

100 ym

FIGURA 1: Avaliacdo histoldgica (coloragdo Hematoxilina & eosina) do processo de cicatrizagdo cutanea em fragmentos de
pele humana submetidos a lesdo tecidual com bisturi e tratados com as formulag¢des fitoterdpicas EGTA-PR (extrato de
grdo inteiro de trigo Triticum aestivum L.) e EATA-FI (extrato aquoso de Triticum aestivum L.) durante oito dias consecutivos.
As setas pretas representam a extensdo da reepitelizacdo. A barra de referéncia corresponde a 100 pm
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Controle basal

EGTA-PR + Lesao tecidual

Lesao tecidual

EATA-FI + Lesao Tecidual

FIGURA 2: Imunomarcacdo fluorescente de EGF em fragmentos de pele humana submetidos a lesdo tecidual com bisturi e
tratados com formulacdes fitoterdpicas EGTA-PR (extrato de grdo inteiro de trigo Triticum aestivum L.) e EATA-FI (extrato
aquoso de Triticum gestivum L.) durante oito dias consecutivos. A proteina EGF é marcada em verde, e a marcagao azul
representa o nucleo da célula (DNA-DAPI; Thermo). A barra de referéncia corresponde a 50 ym

submetidos a lesdo tecidual e tratados com as formula¢oes EG-
TA-PR e EATA-FI.

Como podemos observar, os fragmentos de pele subme-
tidos ao corte com bisturi apresentaram uma lesio tecidual na
epiderme e derme. Apds oito dias de cultura, o grupo submetido
somente a lesio apresentou sinal de reepitelizacio conforme re-
presentado pelas setas pretas na figura 1. Entretanto, os fragmen-
tos de pele submetidos a ambos os tratamentos com EGTA-PR
e EATA-FI apresentaram uma maior extensio na reepiteliza¢io
quando comparados ao grupo nio tratado. O tratamento com as
formula¢des também demonstrou uma melhora da regeneracio
dérmica, visualizada por uma redensificacio da matriz extracelu-
lar, com énfase para o tratamento com EGTA-PR.

Nas figuras 2 e 3, apresentamos os resultados da imuno-
marcagio e semiquantificagio de EGE respectivamente, em frag-
mentos de pele ex vivo submetidos a les3o tecidual com bisturi e

tratados com as formulacdes EGTA-PR e EATA-FI.

A figura 3 representa a quantificagio da intensidade de
fluorescéncia de EGF por meio de anilise das imagens obtidas
na figura 2. Podemos observar que os fragmentos submetidos
apenas a lesdo tecidual com bisturi apresentaram, ap6s oito dias
de cultura, uma reducio de 57,18% na produ¢io de EGF em
relacdo ao controle basal (P<0,001). O tratamento com a for-
mulacio EGTA-PR promoveu aumento de 98,68% (P<0,001)
na produg¢io de EGF em relagio ao grupo submetido somente a
lesio tecidual. Por outro lado, a formula¢io EATA-FI nio apre-
sentou alteragdes significativas na produgio de EGF em compa-
ra¢do ao grupo com lesio tecidual.

DISCUSSAO
A integridade do tecido cutaneo desempenha um papel
vital na interface com o ambiente externo. Portanto, a ocorrén-
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#P<0,001, versus grupo controle basal;
***P<0,001, versus grupo lesao tecidual.
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FIGURA 3: Semiquantificacdo da intensidade de fluorescéncia da sintese de EGF em fragmentos de pele humana submetidos
alesdo tecidual com bisturi e tratados com as formulagdes fitoterapicas EGTA-PR (extrato de grao inteiro de trigo
Triticum aestivum L.) e EATA-FI (extrato aquoso de Triticum gestivum L.) durante oito dias consecutivos.

Os dados representam a média+desvio-padrao de seis dreas (ANOVA, Bonferroni)

cia de dano a este 6rgio pode resultar desde uma cicatriz inesté-
tica até a desestruturagio sistémica da satde do ser que envolve.

Apesar de varios cuidados e tratamentos modernos da
pele, nem sempre a cicatrizagio ocorre de forma harmonica.
A recuperagio do tecido apds um dano é um processo com-
plexo, dependente dos varios tipos celulares e mediadores que
interagem em uma sequéncia temporal altamente sofisticada. E
um processo dinamico, desencadeado em resposta a lesio teci-
dual, que visa reparar a matriz e os danos celulares e restaurar a
integridade da barreira cutanea, passando por quatro fases que
se sobrepdem: hemostasia, inflamagio, prolifera¢io e remodela-
mento.’

O processo de cicatrizagio comeca com a fase de hemos-
tasia, que consiste na formag¢io de um coagulo sanguineo que
preenche a lesdo, no intuito de estancar o sangramento e preser-
var as estruturas do tecido. Essa etapa esta ligada a formacdo de
uma matriz temporaria, a secre¢do de citocinas e a outros fatores
de crescimento que, a0 interagirem com os componentes da ma-

triz extracelular (MEC), desencadeiam todo o processo de repa-
ro. Na sequéncia, a fase inflamatdria é iniciada por neutrdfilos
sob a influéncia de macréfagos, que limpam o local de bactérias
e detritos e liberam citocinas pro-inflamatérias e mais fatores
de crescimento, por sua vez, responsaveis pelo recrutamento e
ativacdo de fibroblastos e células epiteliais.'’

A fase proliferativa inicia-se, em média, no terceiro
dia da lesdo, sendo caracterizada pela reconstrugio do teci-
do lesado e pelo aumento do ndmero de células no local
da ferida devido a migra¢io e a proliferagio de fibroblastos,
células endoteliais e queratindcitos.' Durante essa fase, os fi-
broblastos, na presenga dos vasos sanguineos recém-formados,
proliferam-se ativamente e sintetizam componentes da MEC
que, além de seu papel estrutural, camprem uma fung¢io de si-
nalizagdo, regulando as etapas posteriores do remodelamento.
Esta altima fase ocorre quando a superficie da ferida é con-
traida, um novo epitélio se desenvolve e o tecido cicatricial
final é formado.
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Nesse estudo, avaliamos os efeitos de duas formulagcdes
topicas contendo extratos padronizados de Tiiticum aestivum L.
(sindnimo Triticum vulgare) no processo de reepitelizacio cut-
nea, utilizando um modelo experimental de cultura de pele hu-
mana.'*" Os resultados mostraram que a formulacio contendo
o extrato de grio inteiro de trigo Tiiticum aestivum L. (EGTA-
-PR) e o extrato aquoso de Triticum aestivum L. (EATA-FI) fo-
ram capazes de acelerar o processo de reepitelizacdo apds oito
dias de tratamento em cultura de pele humana submetida a lesdo
tecidual. Adicionalmente, foram observados aumento da reden-
sificacdo dérmica e marcagio proteica de EGE particularmente
apos o tratamento com o EGTA-PR.

E importante salientar que os resultados obtidos com a
formulacio contendo o extrato de grio inteiro de Tiiticum aesti-
vum L. (EGTA-PR) foram mais efetivos do que aqueles conten-
do o extrato aquoso (EATA-FI) nos parimetros avaliados neste
estudo. Esse fato se deve as particularidades dos diferentes pro-
cessos de obtencdo desses extratos, o que afeta a composi¢io fi-
toquimica e, consequentemente, a especificidade farmacologica.

Esses achados sdo importantes para o processo de cicatri-
zacio da pele, pois indicam o inicio de uma fase proliferativa que
precede o remodelamento e a formagio de um novo tecido.* O
papel do fator de crescimento epidérmico (EGF) foi extensiva-
mente investigado na cicatrizagdo de feridas normais e patolo-
gicas e estd implicado na migragio de queratindcitos, fungio de
fibroblastos e formagio de tecido de granulagio.”

A cicatriza¢io de feridas cutaneas é estudada hi déca-
das, e diversos extratos vegetais e ativos derivados de plantas fo-
ram desenvolvidos com o objetivo de melhorar e potencializar
o processo reparador. Entre eles, o Triticum aestivum L. (sindni-
mo Triticum vulgare) tem sido amplamente utilizado na medicina
tradicional gragas as suas propriedades de acelera¢io do reparo
tecidual "%

Diversos estudos mostraram que o extrato de T aestivum
L. foi capaz de induzir a proliferagio de fibroblastos e de células
endoteliais acelerando o reparo de feridas, em parte devido a
presenca de malto-oligossacarideos de peso molecular superior a
1000.2"% Essa acio foi confirmada por estudos in vivo em mode-
los animais, em que o extrato regenerou lesdes cutaneas.” Além
das propriedades regeneradoras do extrato, evidéncias adicionais
indicaram sua habilidade em reduzir a resposta inflamatéria e
prevenir danos teciduais irreversiveis.*

Tito e colaboradores também mostraram uma ag¢io do
extrato de T aestivum L. no estimulo da sintese de fibronectina,
componente-chave na formagio e organiza¢io da matriz extra-

celular e também da enzima hialuronan sintase 2, precursora do
icido hialurénico.” Esses mesmos autores atribuiram ao extrato
a propriedade de restauragio da barreira cutinea por meio do
aumento da sintese de ceramidas.’

Diversos extratos e fragcdes isoladas de T aestivum L. foram
avaliados e confirmaram a habilidade dessa espécie em diferen-
tes mecanismos envolvidos no processo de regeneracio tecidual.
Contudo, os resultados relatados na literatura e os dados apre-
sentados no presente estudo demonstram que o método de ex-
tracdo aplicado, além da base farmacotécnica, ¢ mandatério na
atividade bioldgica observada, dificultando estudos comparativos
de performance.

Os resultados apresentados neste trabalho constituem um
estudo preditivo utilizando o modelo experimental de pele huma-
na proveniente de cirurgia plastica eletiva. Esse sistema representa,
dentre os métodos alternativos, o de maior proximidade a uma
condi¢io real de uso por preservar as caracteristicas da populacio
celular nativa da pele. Apesar dos resultados promissores obtidos na
melhora do processo de reparo tecidual, estudos adicionais nesse
modelo, e também clinicos, sio necessarios para comprovar efeti-
vamente essa acdo dos extratos de Triticum aestivium L.

CONCLUSAO

A rapidez e robustez no processo de reparo tecidual é es-
sencial para formacio de uma cicatriz adequada e esteticamente
aceitavel. Apesar de varios cuidados e tratamentos modernos, o
uso de produtos a base de ervas desempenha um papel impor-
tante na cicatriza¢io de feridas, especialmente na medicina com-
plementar. Neste trabalho, avaliamos o efeito de dois produtos
fitoterapicos de uso topico contendo extratos padronizados de
Triticum aestivum L. (sinébnimo Triticum vulgare) na cicatrizagio de
feridas, utilizando um modelo ex vivo de reepitelizacio cutinea.
Os resultados permitiram inferir que o extrato de grio inteiro
(EGTA-PR) apresentou um melhor desempenho na reepiteliza-
¢ao quando comparado ao extrato aquoso (EATA-FI), pois apre-
sentou uma sintese de EGF significativamente maior em cultura
de pele humana. Da mesma forma, os resultados histologicos
mostram que a redensificacio dérmica obtida com o EGTA-
-PR foi visualmente superior a observada com o extrato aquoso.
Embora estudos complementares sejam necessarios, os resultados
obtidos com o extrato de grio inteiro de trigo Triticum aestivum
L. (sindnimo Triticum vulgare) - EGTA-PR; PROCICAR RE-
GENERIX® - sio promissores ¢ corroboram as inimeras agdes
bioldgicas ja reportadas na literatura nas etapas da cicatrizagio
tecidual. @
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