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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso tépico do gel de Sebastiania
hispida em modelo animal com ferida infectada por Staphylococcus aureus. O
extrato bruto etandlico (Exteion) das partes aéreas de S. hispida foi submetido a
andlise fitoquimica, a quantificacdo de flavonoides e fendis totais, cromatografia
liquida de alta eficiéncia e também a fracionamentos quimicos, o que forneceu uma
fracdo semi-pura (Fis). O Exteton nas concentragdes de 0,2% e 2% e a Fis a 0,2%
foram utilizados para os testes in vitro e in vivo e a seguir incorporados no veiculo
Gel Carbopol® para os testes in vivo. Os testes de difusdo em disco e de
concentracdo minima inibitéria (CMI) foram realizados com o S. aureus (ATCC
25923) e uma cepa de amostra hospitalar resistente a meticilina. Para o ensaio da
atividade cicatrizante utilizou-se ratos Wistar nos seguintes grupos (n= 6): grupo
controle com solucéo fisiologica 0,9% (G1: sem bactéria e G2: com bactéria); grupo
controle com Carbopol gel 70% (G3); grupo controle com a pomada Kollagenase®
(G4); grupo teste do gel do Exteion 2,0% (G5); grupo teste do gel do Exteron 0,2%
(G6); grupo teste do gel da fracdo Fis 0,2% (G7). Nos animais de todos 0S grupos
inoculou-se a bactéria S. aureus resistente a meticilina, exceto G1. Os periodos de
tratamento consistiram de 3 e 21 dias, realizando-se analises macroscopica e
histopatologica, com dados finais submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA), com
p<0,05. Os resultados fitoquimicos e de quantificacdo indicaram que 0S compostos
fendlicos e flavonoides sdo os metabolitos majoritarios. No teste de difusdo em
disco, 0 Exteon (2%) e a Fis (0,2%) apresentaram resultados superiores ao controle
positivo com a cepa resistente de S. aureus. No teste de CMI, o resultado com a Fis
(0,2%) foi eficiente e superior ao Exteon, para as duas cepas. Nao houve diferenga
na regressdo da ferida entre os grupos tratados até 3 dias. Nos grupos de
tratamento até 21 dias, a partir do 12° dia havia auséncia crosta em todos os
grupos. Na avaliacdo da regressao da ferida intragrupo, os géis do Extewon (0,2 €
2,0%) foram mais eficazes no fechamento da ferida do que os demais grupos. Com
21 dias ap6s a lesdo, todos os animais tiveram ganho de peso. Na andlise
histopatoldgica com 3 dias, o processo inflamatoério foi mais intenso nos grupos 05,
06 e 07, e o grupo 07 apresentou melhor epitelizagcdo. Aos 21 dias, o grupo 07
apresentou melhores resultados no tamanho da lesdo, espessura do epitélio e
cristas epidérmicas. Na quantificacdo das fibras colagenas, os animais de todos os
grupos se apresentaram de modo semelhante em relacdo a quantidade de fibras
coldgenas espessas. Portanto, a fracdo Fis foi a que mostrou melhores resultados
no combate a infeccdo e no processo de cicatrizacao.

Palavras-chave: lesdo cutanea, cicatrizacéo; infeccéo bacteriana, flavonoides.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the topical use of Sebastiania
hispida gel in an animal model with wound infected with Staphylococcus aureus. The
ethanol crude extract (Exteton) from the aerial parts of S. hispida was submitted to
phytochemical analysis, the quantification of flavonoids and phenolic compounds,
high performance liquid chromatography and also the chemical fractionation, which
provided a semi-pure fraction (Fis). The Exteion at concentrations of 0.2% and 2%
and the Fis of 0.2% were used for in vitro and in vivo tests and following incorporated
at the Carbopol® gel vehicle for the in vivo tests. The diffusion disk tests and
minimum inhibitory concentrations (MIC) were performed with S. aureus (ATCC
25923) and a strain of methicillin-resistant hospital sample. To test for healing activity
was used Wistar rats and the following groups (n = 6): control group with saline
solution 0.9% (G1: without bacteria and G2: with bacteria); control group with
Carbopol gel 70% (G3); control group with Kollagenase® ointment (G4); gel test
group Exteion 2.0% (G5); test group gel Exteion 0.2% (G6); group test gel fraction Fis
0.2% (G7). In the animals of all groups was inoculated the bacteria methicillin
resistant S. aureus, except G1. The treatment periods consisted of 3 and 21 days,
carrying out macroscopic and histopathological analysis, and the data were
submitted to analysis of variance (ANOVA), with p <0.05. Phytochemicals and
quantification results indicate that the flavonoids and phenolic compounds are the
major metabolites. In the disk diffusion test, Extewon (2%) and Fis (0.2%) showed
better results than the positive control with the resistant strain of S. aureus. In the
MIC test, the result with the Fis (0.2%) was efficient and superior to Extewon for the
two strains. There was no difference in wound regression between the groups
treated up to 3 days. In 21 days treatment groups, from the 12th day there was no
crust in all groups. The evaluation of regression of intragroup wound, gels of Exteton
(0.2 and 2.0%) were more effective in wound closure than the other groups. At 21
days after injury, all animals had a weight gain. On the analysis of histopathology
with 3 days, the inflammatory process was more intense in the groups 05, 06 and 07,
and the group 07 showed better epithelialization. On day 21, the group 07 provides
the best results in lesion size, thickness of the epithelium and epidermal ridges. The
quantification of collagen fibers, the animals of all groups performed similarly over
the amount of thick collagen fibers. Therefore, the Fis fraction was found that best
results in fighting infection and wound healing process.

Keywords: skin lesion; wound healing; bacterial infection; flavonoids.
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1 INTRODUCAO

As infec¢cOes estdo frequentemente associadas ao Staphylococcus aureus
resistente & meticilina (MRSA) e as porcentagens dessas cepas sdo elevadas em
toda a América Latina, sendo que no Brasil esse indice chega a mais de 40%
(MEJIA; ZURITA; GUZMAN-BLANCO, 2010). Kopp, Nix e Armstrong (2004)
relataram que as infeccbes com MRSA aumentam aproximadamente 40% o tempo
de internacdo dos pacientes e em torno de 28% no custo quando comparado com
infeccBes causadas por cepas de S. aureus sensivel.

Neste cenario, um dos grupos suscetiveis a contaminacéo por bactérias estdo
0s pacientes internados em decorréncia de acidentes de transito, que no Brasil
correspondem a aproximadamente 170 mil interna¢ées (MINISTERIO DA SAUDE,
2015). Os acidentados em geral possuem feridas de segunda intencéo e, por serem
abertas, tem probabilidade aumentada de serem infectadas por bactérias,
principalmente do género Staphylococcus (OUMEISH; OUMEISH; BATAINEH,
2000).

O Staphylococcus aureus é frequentemente associado a diversos tipos de
infeccOes, dentre elas as cutaneas (SANTOS et al., 2007). Uma das caracteristicas
do S. aureus é a capacidade de desenvolver cepas resistentes a varias classes de
antibioticos (ALVES et al., 2008) o que leva a industria farmacéutica a busca de
novas moléculas para desenvolver novos antimicrobianos (GUIMARAES:;
MOMESSO; PUPO, 2010).

O uso de espécies vegetais € uma das alternativas por apresentar um arsenal
de constituintes quimicos que podem contribuir com o controle de cepas resistentes
de S. aureus no auxilio do processo de cicatrizacdo. O uso de plantas empregadas
na medicina tradicional tem sido incentivado pela Organizacdo Mundial de Saude
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

No entanto, o0 uso popular ndo é suficiente para validar as plantas medicinais
como medicamentos eficazes e seguros (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006), sendo
importante a comprovacdo das atividades através de estudos farmacolbgicos
quimicos, etnobotanicos e clinicos (MACIEL et al., 2002).

A espécie Sebastiania hispida, € uma erva conhecida como mercurio, de
ocorréncia no Pantanal e Cerrado do Mato Grosso do Sul (CARDOSO et al., 2000;
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POTT et al.,, 2000). Dentre os metabolitos presentes nesta espécie, estdo 0s
flavonoides e taninos (HONDA et al., 1990). A literatura reporta que a esses
metabolitos sdo conferidas atividade antimicrobiana (SILVA; FERNANDES-JUNIOR,
2010) e cicatrizante (BAHRAMSOLTANI; FARZAEI; RAHIMI, 2014).

O uso de extratos e formulagbes desta planta em feridas de segunda
intencao, isentas de contaminacao, foi descrito pelo grupo de pesquisa constituido
por pesquisadores da UFMS, Uniderp e Fiocruz/MS (RIZZI et al., no prelo) e a
continuidade destes estudos se faz necesséario uma vez que as feridas abertas sao
fontes de infeccbes e que ndo foram encontrados registros relatando o uso desta
espécie em feridas infectadas.

Assim, este trabalho € constituido pelos seguintes elementos textuais:
introducdo, revisdo de literatura, objetivos, metodologia geral, referéncias
bibliograficas e por dois capitulos. O capitulo | é o artigo intitulado ‘Avaliacdo do
potencial cicatrizante do extrato bruto de Sebastiania hispida em modelo de ferida
infectada por Staphylococcus aureus’ e € composto pelos resultados da andlise
quimica, antibacteriana e histopatoldégica do processo cicatricial obtidos com o
extrato bruto etandlico (Exteron) das partes aéreas de S. hispida. E o capitulo I
refere-se ao artigo ‘Avaliacdo do potencial cicatrizante da fracdo Fis isolada de
Sebastiania hispida (Mart.) Pax. em modelo de ferida infectada por Staphylococcus
aureus’, que contém os resultados das analises realizadas com a fracdo Fis obtida a

partir do extrato Exteton.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele

A pele é considerada um dos maiores 6rgaos do corpo humano e recebe em
torno de 1/3 do sangue circulante. Apesar de ter uma espessura de poucos
milimetros ela tem funcdes muito importantes, como barreira contra o ambiente
externo incluindo a protecdo contra agentes danosos e infecciosos, manutencao da
temperatura corporal, controle dos processos de desidratacdo e fungcédo neuro-
sensorial (STEVENS; LOWE, 2001; SAMPAIO, RIVITTI, 2007).

A pele é composta de duas camadas, a epiderme e a derme (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). De acordo com a localizacéo no corpo, a pele é do tipo espessa
ou delgada. A pele espessa é encontrada na palma das maos e planta dos pés e a
delgada no restante do corpo (GARTNER; HIATT, 2007).

A diferenca entre os dois tipos de pele se da principalmente pelo fato de a
pele espessa apresentar cinco camadas na constituicdo da epiderme (germinativa
ou basal, espinhosa, granulosa, licida e cornea) e ndo apresentar foliculos pilosos
nem glandulas sebaceas na derme. Ja a pele delgada ou pilosa possui na epiderme
as camadas germinativa ou basal, espinhosa e a granulosa, apresenta camada
coérnea delgada, e ndo forma a camada lUcida, além disso, apresenta todas as
estruturas anexas e, logo abaixo da pele, encontra-se camada subcutanea ou
hipoderme (GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Epiderme

A epiderme se origina do folheto ectodérmico (SADLER, 2013), sendo a
camada mais externa da pele e é avascular (STEVENS; LOWE, 2001).

As principais células presentes na epiderme sao 0s queratinécitos (mais
abundantes), os melandcitos, as células de Langerhans e as células de Merkel, com
funcdes especificas (ABRAHAM; CHADA; MITCHELL, 1995; GOLDSMITH et al.,
2012).

Cada uma das camadas da epiderme possui caracteristicas especificas
(GARTNER; HIATT, 2007).
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O estrato basal ou germinativo € uma camada que separa a epiderme da
derme. Esta camada é formada por células jovens, em constante mitose e tem a
responsabilidade de renovar constantemente as células da epiderme (MONTEIRO-
RIVIERE, 2006).

O estrato mais externo da epiderme, denominado de corneo, encontrado na
pele espessa e em menor quantidade na pele delgada é o principal responsavel por
evitar a entrada de substancias na pele, como patdégenos e substancias quimicas, e
impedir a perda de agua e sais (PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008).

Derme

A derme é um tecido conjuntivo de origem mesodérmica (SADLER, 2013), é
altamente vascularizado, localizado abaixo da epiderme e com funcéo de protecéo e
sustentacdo, sendo o local onde se desenvolvem as glandulas sebaceas,
sudoriparas e foliculos pilosos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Também na derme, estdo localizados grande quantidade de vasos
sanguineos, vasos linfaticos e nervos. Como a epiderme é avascular, a derme é
responsavel pelo fornecimento de sangue para esta camada. (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

A derme é composta por duas regides. O mais proximo da epiderme é
chamado de camada papilar da derme e possui saliéncias, denominadas papilas
dérmicas, que aumentam a superficie de contato entre a derme e a epiderme
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

E a mais profunda formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado, é a
camada reticular da derme, rica em fibras colagenas, elasticas e reticulares, que séao
responsaveis pela elasticidade e resisténcia a tenséo e estresse da pele, sendo de
suma importancia para a nutricdo da epiderme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Hipoderme

Abaixo da derme esta a hipoderme, rica em tecido adiposo, cuja funcéo € o
isolamento térmico do corpo e protecdo mecanica contra impactos, unindo a derme
a fascia muscular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A hipoderme nao faz parte da pele, mas esta em contato com ela e contribui
para a sua forca ténsil (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) devido a presenca de
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fibras coldgenas originarias da derme, conectando as camadas superficiais e
profundas da pele (STEVENS; LOWE, 2001).

2.2 Cicatrizacao

Como a pele recobre a superficie corpdrea e fica exposta a alteracbes
ambientais, ela é suscetivel a danos, denominado lesdes ou feridas cutaneas.

A ferida é o rompimento da continuidade da pele e s&o classificadas como de
primeira, segunda e terceira intencdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008) e a
principal diferenga entre elas é como ocorre o processo de cicatrizagao.

As feridas de segunda intencdo sao grandes e tem elevada perda de tecido
mole, podendo ou ndo estarem contaminadas. Como a aproximacdo primaria das
bordas ndo é possivel, as feridas sao deixadas abertas e se fecham por meio de
contracao e epitelizacdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Para que ocorra a contracdo, epitelizacdo e consequénte fechamento da
ferida, sdo desencadeadas uma série de eventos, e durante esse processo €
formada uma cicatriz (CLARK, 1996).

O processo de cicatrizacao tem o Unico objetivo de recuperar a integridade do
tecido lesado, e segundo diversos autores (ABBAS; KUMAR; FAUSTO, 2010;
COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2010) é possivel dividi-lo em trés fases sequénciais e
gue se sobrepdem: inflamatéria, proliferativa e de remodelagem.

Fase inflamatdria: inicia-se logo ap6s a producao da ferida de segunda intencéo.

Primeiramente ha4 uma vasoconstricdo, desencadeada pela desgranulacdo de
mastocitos que liberam catecolaminas, serotonina, bradicinina e histamina.
Ocorrendo o acumulo de plaquetas que promovem a coagulacdo do sangue com a
formacdo de um tampao composto por fibrina (HOSGOOD, 2006) que auxiliam na
reparacao da parede dos vasos sanguineos rompidos, impedindo o extravasamento
de sangue e bloqueando a entrada de micro-organismos (DYSON, 1997), e também
organizam a matriz extracelular proviséria  (MENDONGCA; COUTINHO-NETTO,
2009).

As plaquetas sédo as primeiras a chegar no local da lesdo e permanecem no
sangue por aproximadamente 10 dias, elas tém diversas fungbes, como a de
contribuir para a geragdo de agentes pro-inflamatérios que atraem neutrofilos e
monaocitos para o local da ferida (HOSGOOD, 2006) e de secretar mediadores como

os fatores de crescimento e citocinas (HOSGOOD, 2006).
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Logo apdés a vasoconstricdo, que dura de segundos a poucos minutos, ocorre
a vasodilatacdo mediada pela histamina, serotonina e bradicinina que causam
aumento do fluxo sanguineo local, gerando calor e rubor no local da ferida. Também
ocorre extravasamento de liquidos devido ao aumento de permeabilidade capilar,
causando edema (TAZIMA,; VICENTE; MORIYA, 2008).

Além das plaquetas, outros fatores atraem os neutréfilos para o local da
ferida, como os produtos bacterianos e 0s agentes quimiotaticos. Os agentes
guimiotaticos, como a histamina e a prostaglandina, aumentam a permeabilidade
vascular, o que favorece a exsudacdo plasméatica e a chegada dos elementos
celulares na ferida e devido a esses processos ocorre uma resposta inflamatoéria que
dura aproximadamente trés dias (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Ao chegarem no local da lesdo, os neutrofilos atraem mais neutrdfilos,
atuando no controle da infec¢céo através da fagocitose, destruicdo de bactérias e lise
de tecido danificado (HOSGOOD, 2006). Ap6s algumas horas, a quantidade de
neutroéfilos diminui e os mondcitos, que se diferenciam em macr6fagos no momento
em gue chegam ao local da ferida, passam a exercer a funcdo de degradacéo e
remocéao do tecido danificado (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Os macréfagos sdo as principais células desse processo de reparacédo. Eles
produzem e liberam fatores que controlam a formacéo do tecido de granulacéo,
influenciam a angiogénese, estimulam a proliferacdo de células mesenquimais e a
migracdo e proliferacdo dos fibroblastos. Também produzem enzimas proteoliticas
gue digerem a fibrina e as fibras colagenas desvitalizadas e removem o0s restos
celulares dos neutrdfilos dando lugar & proliferagdo celular (MANDELBAUM; DI-
SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Fase proliferativa: € o momento em que a lesdo inicia o seu fechamento e é

composta basicamente pelos processos de formacdo do tecido de granulagéo
(fibroplasia e angiogénese) e epitelizagdo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Esta
fase se inicia em torno do 3° dia ap6s a lesdo e vai até o 21° dia (TAZIMA;
VICENTE; MORIYA, 2008).

A angiogénese € iniciada quando agentes quimiotaticos e fatores de
crescimento, liberados pelos macrofagos, estimulam a migracao e mitose de células
endoteliais dos capilares que ficaram intactos na periferia da ferida. As células

endoteliais atravessam a parede do vaso sanguineo e utilizam a matriz extracelular
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para migrar até a lesdo, aonde irdo se diferenciar para formar os tubos capilares
(TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Os novos vasos tém a funcao de trazer nutrientes e oxigénio para o tecido e
contribuir para o0 aumento do numero de células que chegam ao local (TAZIMA;
VICENTE; MORIYA, 2008).

A matriz extracelular € composta por proteinas estruturais e proteoglicanas,
proporcionando sustentacdo para as células do tecido epitelial (RAITZ, 2008). No
inicio do processo de cicatrizagcdo, a matriz extracelular € proviséria e composta
principalmente  por  fibrina e  fibronectina (MIDWOOD;  WILLIAMS;
SCHWARZBAUER, 2004) provenientes das plaquetas e plasma, e além de dar
suporte estrutural, ela serve de arcabouco para a migragdo celular (TAZIMA;
VICENTE; MORIYA, 2008).

A matriz comeca a ser modificada pelos fibroblastos, que substituem a matriz
extracelular proviséria por um tecido de granulacdo rico em fibronectina que
contribui para a posterior deposicdo de colageno (MIDWOOD; WILLIAMS;
SCHWARZBAUER, 2004).

O tecido de granulacdo protege a ferida, formando uma barreira contra
infeccOes, além de servir de superficie para a epitelizacdo (HOSGOOD, 2006). Ao
final, o tecido de granulacdo passara a ser constituido por um tecido conjuntivo
progressivamente mais denso e menos vascularizado, situado logo abaixo da
epiderme ja regenerada.

A epitelizacdo consiste no recobrimento da ferida por um novo epitélio, e é
baseada na migracéo e proliferacdo de queratinécitos presente nas bordas da leséo.
Ela é regulada principalmente por fatores de crescimento, integrinas e
metaloproteases (SANTORO; GAUDINO, 2005).

Inicialmente o epitélio € composto por uma camada de células, sendo fragil e
fino e aos poucos, recupera a estrutura de epitélio estratificado pavimentoso
gueratinizado, tornando-se mais espesso (HEDLUND, 2007). Aqui as fibras
colagenas também tém uma funcdo importante, pois direcionam a migracdo do
epitélio. E além delas, a colagenase contribui separando o epitélio da crosta logo
acima dele, a partir do momento em que toda a lesdo for fechada (HEDLUND,
2007).
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A formacéo dos fibroblastos, que ocorre por estimulos de citocinas e da
matriz extracelular provisoria, se da a partir de células mesenquimais quiescentes
presentes no tecido normal (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A fibroplasia € um importante item do processo cicatricial. Os fibroblastos se
deslocam através dos filamentos de fibrina e s6 irdo aparecer no local da ferida a
partir do 3° dia, quando os neutrdéfilos e macrofagos ja tiverem limpado todo o local
da lesdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A funcao primordial dos fibroblastos € produzir colageno (TAZIMA; VICENTE;
MORIYA, 2008) e também passam por uma mudanca fenotipica, sendo
diferenciados em miofibroblastos, com a funcdo de unir as bordas da ferida,
contraindo a ferida (MAJNO; JORIS, 2004).

Os miofibroblastos contribuem na contracédo da ferida e, além deles, a crosta
também contribui, pois ao ressecar ela diminui de tamanho e arrasta o tecido
aderido a ela, até que ela se desprenda da pele (MAJNO; JORIS, 2004).

O coladgeno tem a funcéo principal de ser uma proteina estrutural dos tecidos
e ele também tem a capacidade de guiar a formacédo de tecidos que estdo em
desenvolvimento e participar de processos celulares como diferenciacdo, adeséo,
migracao e proliferacéo celular (LINSENMAYER, 1991; GELSE; POSCHL; AIGNER,
2003).

O colageno produzido na pele é chamado de fibrilar. No inicio predominam as
fibras colagenas do tipo Ill, com fibras mais finas e curtas, e, em torno de duas
semanas apos o inicio da ferida, ocorre a presenca em maior quantidade do tipo I,
que séao fibras mais longas e grossas (FLEISCHMAJER et al., 1980; HOSGOOD,
2006).

As fibras colagenas sédo responsaveis pela sustentacdo e forca ténsil da
cicatriz. Elas sdo produzidas e degradadas continuamente pelos fibroblastos, em
torno da 42 semana apos a lesdo, a taxa de sintese e degradacdo se equilibra,
iniciando a fase maturacéo das fibras colagenas, que pode durar meses ou anos
(TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Fase de remodelagem: ocorre a recuperacao da estrutura tecidual e o aumento da

deposicado de coldgeno e proteoglicanos, responsaveis pela resisténcia a tragédo e
elasticidade da ferida, respectivamente (DYSON, 1997). Acontece também a
maturacdo dos elementos e alteragcbes na matriz extracelular, que torna-se

definitiva. A maioria dos vasos sanguineos, fibroblastos e células inflamatérias
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desaparece do local por apoptose (MIDWOOD; WILLIAMS; SCHWARZBAUER,
2004).

A partir de 21 dias é que se inicia a maturacdo da ferida, ocorrendo aumento
da resisténcia sem que haja aumento no numero de fibras colagenas, mantendo-se
em equilibrio devido a colagenase (HOSGOOD, 2006). Se ocorrer um desequilibrio
na quantidade de fibras de colageno, a cicatriz formada consistira em uma cicatriz
hipertréfica ou queldide (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas sebaceas sofrem
regeneracao limitada (DIPIETRO; BURNS, 2003). E a fase de remodelagem dura a
vida inteira, sendo que apdés um ano cerca de 70% a 80% da pele ja esta intacta e a
forca ténsil se estabiliza (HOSGOOD, 2006; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

2.3 Infeccdes cutaneas

As infeccBes cutaneas sdo causadas por fungos, bactérias e/ou virus (MUSSI-
PINHATA; NASCIMENTO, 2001). Os micro-organismos que mais causam as
infeccOes de pele sédo as bactérias (DAWSON; DELLAVALLE; ELSTON, 2012) e o
género Staphylococcus € o mais frequente (OUMEISH; OUMEISH; BATAINEH,
2000).

O Staphylococcus normalmente coloniza a pele sem causar nenhuma
patologia, mas quando ocorre o rompimento da barreira de protecdo da pele ha a
oportunidade de tornar-se patogénico (GELATTI et al., 2009), seja na forma de
infeccdes cutadneas, ou disseminando-se pela corrente sanguinea e causando
patologias como endocardite, pneumonia, entre outras (LOWY, 1998).

De modo geral, as infecgbes cutdneas sdo divididas em comunitarias e
hospitalares e a diferenca € o local onde foram adquiridas, se dentro ou fora do
ambiente hospitalar (BRASIL, 1998).

Segundo o National Healthcare Safety Network quase setenta mil pessoas
adquiriram algum tipo de infeccéo entre 2009 e 2010 somente nos Estados Unidos
(SIEVERT et al., 2013). Causando impacto, ndo somente nos paises desenvolvidos,
mas principalmente nos paises em desenvolvimento, onde geram aumento nos
custos e sdo as principais causas de mortalidade e morbidade no ambiente
hospitalar (PITTET et al., 2008).
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Quando se trata da bactéria Staphylococcus aureus resistente € dificil definir
quando e onde ela foi adquirida, pois permanece por meses ou até anos sem causar
nenhuma patologia (ZETOLA et al., 2005).

2.4 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, possui 33
espécies e foi descrito pela primeira vez em 1880, em abscessos cirargicos, pelo
cirurgidao escocés Alexandre Ogston (SANTOS et al., 2007; BUERIS et al., 2008).

Uma das espécies desta familia € o Staphylococcus aureus, que € um coco
gram-positivo, imével, ndo-esporulado e em sua maioria ndo-encapsulado (TALLY;
BARG, 2002).

O S. aureus é encontrado no ambiente em geral, sendo o0 homem o principal
hospedeiro. Esta presente em varias partes do corpo, como fossas nasais,
garganta, intestinos e pele (BANNERMAN, 2003), e ele tanto pode estar no corpo
humano sem causar patogenias, como pode provocar doencas, que vao desde uma
simples infeccdo (espinhas, furinculos e celulites) até infeccbes graves (como
pneumonia, meningite e endocardite) ou intoxicagdes como a sindrome do choque
toxico (SCHECHTER, 1998).

Para o seu controle foram utilizados diversos antibi6ticos, porém conforme
surgiram antibioticos, o S. aureus desenvolveu mecanismos de resisténcia a todos
eles (SANTOS et al., 2007).

O S. aureus resistente a meticilina (MRSA) € o maior patégeno em infeccdes
hospitalares (CAVALCANTI et al.,, 2005) e é considerado multirresistente, pois

inativa a acao de varios antibiéticos (LOWY, 2003).

2.5 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

O termo MRSA é designado a todas as cepas que sao resistentes a meticilina
e oxacilina. O primeiro relato da resisténcia surgiu em 1961, um ano apds o
antibiotico denominado meticilina ter sido lancado para combater as cepas
multirresistentes de S. aureus (ROLINSON, 1961). As cepas de MRSA tornaram-se
um problema nos Estados Unidos a partir de 1975 (BOYCE; CAUSEY, 1982) e

atualmente € um problema global.
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Na literatura existem diversos trabalhos, com valores diferenciados da
proporcdo de cepas de MRSA em relacdo aos outros tipos de bactérias.
Especificamente no Brasil, os indices de cepas MRSA em hospitais variam entre
40% e 80%, principalmente em UTIs (MUTO et al., 2003).

Segundo Cosgrove et al. (2003) as infec¢cdes causadas por MRSA trazem
como consequéncia a morte de mais de 20% dos pacientes. Além da mortalidade,
outros problemas decorrentes dessas infeccoes sdo o aumento do tempo de
internagdo e consequente elevacdo do custo econémico (BJORHOLT; HAGLIND,
2004; NULENS et al., 2008).

Segundo Kopp, Nix e Armstrong (2004) infeccdes com MRSA aumentam
aproximadamente 40% o tempo de internacdo e em torno de 28% no custo quando
comparado com infec¢des causadas por cepas de S. aureus sensivel.

As cepas MRSA séao de dois tipos, as adquiridas na comunidade (Community-
Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus - CA-MRSA) e as adquiridas
no ambiente hospitalar (Hospital-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus — HA-MRSA) e elas séo fendtipo e genotipicamente diferentes (MILLAR et
al., 2007).

Segundo Millar et al. (2007), as infec¢cbes causadas pelas cepas de HA-
MRSA sdo mais invasivas e sitio operatérias e sdo consideradas multirresistentes,
ou sejaresistente a duas ou mais classes de antibiéticos. E as infec¢Bes causadas
por cepas de CA-MRSA sdo menos invasivas e normalmente acometem a pele e
tecidos moles, e as cepas CA-MRSA sdao resistentes apenas aos antibioticos beta-
lactéamicos.

Devido a esses relatos e a ampla disseminacao das cepas de MRSA, existe a
necessidade ja reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), da
descoberta e/ou sintese de novos medicamentos para o tratamento dos individuos
acometidos por infec¢des cujo agente etiologico € o S. aureus (TAVARES, 2002;
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2005).

2.6 Tratamentos e mecanismos de resisténcia
Micro-organismos resistentes sdo aqueles que néo séo erradicados com o0s

antibiéticos usuais, sendo um problema de dificil resolucdo. A resisténcia bacteriana
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€ um dos principais problemas dos paises desenvolvidos, subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (BURTON; ENGELKIRK; DUBEN-ENGELKIRK, 2010).

Alguns micro-organismos desenvolvem resisténcia com facilidade aos
antibidticos usuais, como as bactérias MRSA e enterococos resistente a
vancomicina (CASADEVALL, 1996).

A resisténcia a determinado tipo de antibiético é adquirida devido a mutacao
em um gene ou a aquisicdo do gene de resisténcia através de outro micro-
organismo (AMATO-NETO; NICODEMO; LOPES, 2007).

A resisténcia do S. aureus a meticilina foi identificada nos anos 60 pela
primeira vez (BARRETT; MCGEHEE; FINLAND, 1968). Os mecanismos envolvidos
na resisténcia de MRSA séo: presenca da PBP (proteina ligadora de penicilina);
hiperproducéo de beta-lactamases e modificacdo na capacidade de ligacdo das
PBPs (SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005).

De acordo com Rybak et al. (2009), o problema com as cepas MRSA é que,
em sua maioria, elas sdo multirresistentes, ou seja, sdo resistentes aos beta-
lactamicos, e a diferentes classes de antibiéticos, como os glicopeptideos,
quinolonas e aminoglicosideos.

Para o tratamento de pacientes com MRSA, uma das poucas opcles € a
vancomicina, porém existem relatos de falha terapéutica e aumento de mortalidade
(MOISE; SCHENTAG, 2000; RYBAK et al.,, 2009), além disso, a vancomicina
apresenta efeitos nefrotoxicos e ototéxicos (GIULIANO; HAASE; HALL, 2010).

Outro antibidtico que foi aprovado pelo Food and Drug Administration nos
Estados Unidos foi a linezolida. S&o raras as cepas resistentes a linezolida, mas
assim como a vancomicina, os efeitos toxicos sdo varios, além de ter alto custo
(CHAMBERS; DELEO, 2009).

A busca por novas formas de tratamento é primordial. E 0 uso de plantas da

medicina tradicional € uma alternativa ao uso dos antibi6ticos.

2.7 Plantas medicinais

As plantas com fins medicinais sdo uma das formas mais antigas utilizadas
desde o tratamento, cura e prevengao de patologias (VEIGA-JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005) e o seu uso vem sendo incentivado pela OMS desde 1978
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1979).
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Em 2002, a OMS reportou que 60 a 80% da populacdo mundial,
especialmente em paises em desenvolvimento, ainda confiavam nos produtos a
base de plantas medicinais no tratamento de suas doencas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002) e em 2013, os dados relatados pela OMS demonstraram
que mais de 75% da populacdo de paises desenvolvidos e com sistema de saude
estabilizado, como Singapura e Coréia, utilizam as plantas medicinais para o
combate de diversas patologias (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

No Brasil, o uso de plantas medicinais tem influéncia predominantemente
europeia, africana e indigena (RAVAGNANI, 1981) e em Mato Grosso do Sul a
populacdo faz uso de iniumeras espécies nativas e exaéticas (introduzidas) como
tratamento alternativo (CUNHA; BORTOLOTTO, 2011; OLIVEIRA et al.,, 2011),
principalmente no tratamento de feridas externas, inflamacdes e infecgces em geral
(NUNES et al., 2003).

Em trabalho de revisdo, Matias (2010) relatou 57 espécies de plantas,
distribuidas em 49 géneros, com uso popular com atividade cicatrizante apenas na
regido de Mato Grosso do Sul. Em Campo Grande, capital do estado, séo citadas 24
plantas para o tratamento de feridas externas, inflamacdes e infeccbes em geral
(NUNES et al.,, 2003; USTULIN et al.,, 2008). Piriz et al. (2014), em revisao,
constataram que 46 plantas, de 38 géneros distintos, utilizadas pela medicina
popular de diversos paises, apresentavam atividade cicatrizante comprovada.

A partir desses e de outros trabalhos publicados na literatura, é possivel
observar que trabalhos que comprovem a atividade das plantas medicinais utilizadas
para a cicatrizacdo de feridas séo incipientes.

J& os estudos de atividade antimicrobiana de plantas sdo realizados com
maior frequéncia, com diversos relatos na literatura que comprovem essa atividade
(DUARTE et al., 2004; MICHELIN et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007).

O uso de plantas empregadas na medicina popular nos tratamentos de
feridas contaminadas demonstra ser uma alternativa viavel, pois as plantas
medicinais sédo fonte de fito-constituintes, denominados metabolitos secundarios,
gue sdo responsaveis por diversas atividades farmacoldgicas (RIZZINI; MORS,
1995).

Os metabdlitos ndo se distribuem igualmente em todas as espécies e sao
importantes para a propagacao vegetal e protecdo contra agentes externos, dentre

eles temos os compostos fendlicos, taninos e flavonoides (RAVEN; EVERT,
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CURTIS, 2007), sendo essas mesmas classes apontadas com atividade
antimicrobiana (SILVA; FERNANDES-JUNIOR, 2010) e cicatrizante
(BAHRAMSOLTANI; FARZAEI; RAHIMI, 2014).

Os flavonoides sdo amplamente investigados devido as diversas atividades
farmacoldgicas que eles apresentam (HAVSTEEN, 2002). Relatos na literatura
comprovam que os flavonoides apresentam atividade antibacteriana diante de
bactérias sensiveis e multirresistentes (RAUHA et al., 2000; XU; LEE, 2001;
PEPELJNJAK; KOSALEC, 2004).

Cushnie e Lamb (2005) em uma revisdo de artigos publicados na literatura
encontraram mais de 25 tipos de flavonoides com acao antibacteriana comprovada
com diferentes bactérias. De acordo com Havsteen (2002) ainda ndo esta bem
elucidado como ocorre o efeito bactericida dos flavonoides, mas pode ser devido a
perturbacdes metabdlicas.

Cushnie e Lamb (2005) relataram que essas perturbacbes metabdlicas
podem ser devido a inibicdo da sintese do acido nucléico, inibicdo da funcdo da
membrana citoplasmética e a inibicdo do metabolismo energético da bactéria. Esses
dados demonstram a importancia dos estudos com flavonoides e do seu potencial
para inibir a propagacéao de infec¢des bacterianas.

Diversos autores também correlacionam a atividade cicatrizante das plantas
medicinais com a presenca dos flavonoides (LIMA et al., 2003; LODHI et al., 2006;
SIMOES et al., 2010). D’Acampora et al. (2007) observaram que o flavondide
guercetina apresentou atividade cicatrizante quando injetado em modelos animais
de feridas contaminadas.

Suntar et al. (2012) isolaram o flavonoide luteolina-7-O-glicosideo da espécie
Daphne oleoides, que € utilizada popularmente para o tratamento de feridas e
comprovaram que esse flavonoide era o responséavel pela atividade cicatrizante in
Vivo.

Ainda ndo esta clara a forma como os flavonoides auxiliam na cicatrizacdo. O
sequestro de radicais livres e supressdo da peroxidacdo lipidica sdo possiveis
mecanismos pelos quais os flavondides favorecem a cicatrizagdo (HAVSTEEN,
2002), ja que eles causam danos celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999). A
capacidade de atuar como vasodilatador e de reduzir a agregacdo plaquetaria
também poderiam contribuir significativamente com a cicatrizagdo (HAVSTEEN,
2002).
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Havsteen (2002) também destaca que as atividades antimicrobiana e anti-
inflamatoéria dos flavonoides favorecem a cicatrizacdo de feridas, pois infeccdes
bacterianas e a inflamacéo intensa séo fatores que retardam o fechamento da
ferida.

Devido a diversidade de constituintes (principalmente os flavonoides) e a
possibilidade de encontrar substancias bioativas, faz com que as plantas medicinais
sejam tao utilizadas (DUARTE et al., 2004; MICHELIN et al., 2005; PESSINI et al.,
2003) porém elas devem ser estudadas para conhecer a sua eficicia e risco do uso
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004).

2.8 Formulacgodes

Para serem utilizadas para o tratamento de lesbes cutaneas, as plantas
medicinais devem ser padronizadas e incorporadas em formulacdes (BABY et al.,
2007) para que haja uma reprodutibilidade durante a producdo. A maioria das
formulagBes utilizadas sao topicas e podem ser liquidas, solidas ou semissolidas
(DEALEY, 2008).

Diversas formula¢gBes sdo semissolidas, como os géis, pomadas, pastas e
emulsdes. E o que as diferem das formulacdes totalmente sélidas ou liquidas é a
capacidade de aderirem a superficie de aplicacdo por um periodo propicio para a
sua absorcdo e, ao serem aplicadas, elas se deformam e fluem (LACHMAN;
DELUCA; AKERS, 2001).

Atualmente, os géis sao utilizados com maior frequéncia devido a algumas
caracteristicas, como a boa espalhabilidade, ndo sdo gordurosos e veiculam
diversos tipos de principios ativos sem que esses percam as suas propriedades
(CORREA et al., 2005). E eles séo divididos em duas classes: os hidrofébicos e os
hidrofilicos.

Os géis hidrofilicos sdo os mais utilizados em formulacbes cosméticas
(CORREA et al., 2005), devido a capacidade de deformar-se no momento da
aplicacao, tornando-se mais liquidos, o que facilita a aplicacéo, e logo apos serem
aplicados, eles voltam a sua forma original, impedindo que ele escorra (AULTON,
2005).

E os géis hidrofilicos denominados Carbop6is® sdo os mais utilizados em
formulagdes topicas (BONACUCINA; MARTELLI; PALMIERI, 2004), pois possuem

boa fluidez, compatibilidade com diversos principios ativos, bioadesivos, estaveis a
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mudancas de temperatura (ISLAM et al., 2004) e possuem validade maior que a de
outros géis (MARTIN, 1993).
De acordo com Gennaro (2004) os géis, quando comparados com cremes e

pomadas, na maioria das vezes liberam a droga de forma mais rapida.

2.9 Sebastiania

O género Sebastiania pertence a familia Euphorbiaceae (LORENZI; MATOS,
2002). Na literatura sdo encontrados poucos relatos de estudos com as espécies
desse género.

A espécie com mais estudos na literatura € a S. chamaelea, em que séo
reportadas atividades antidiabética (YASODAMMA; SREE; ALEKHYA, 2013a),
antibacteriana (SREE; YASODAMMA; PARAMAGEETHAM, 2010), antidiarreica
(YASODAMMA; SREE; ALEKHYA, 2013b), antimalarica (GARCIA-ALVAREZ et al.,
2013), antioxidante (KANDEPU et al., 2012; YASODAMMA et al., 2013a) e
antifangica (YASODAMMA et al., 2013b).

A ocorréncia de compostos fendlicos (gallicina, acido galico, acido siringico,
acido caféico) e flavonoides (quercetina, canferol; campesterol; Isoramnetina;
isoquercitrina) foram relatadas para as espécies S. brasiliensis; S. argutidens e S.
commersoniana (PENNA et al., 2001; BRANCO; PIZZOLATTI, 2002; HNATYSZYN
et al., 2007). Segundo Gaertner et al. (1999) os triterpenos, moretenone eglutinol,
presentes nas raizes de S. schottiana tem atividade analgésica.

Lima et al. (1995) detectaram nas partes aéreas de S. schottiana a presenca
da xantoxilina, uma substancia com atividade antifingica. E, segundo Hnatyszyn et
al. (2007), a espécie S. commersoniana apresentou atividade antimicrobiana a
diversos fungos.

O extrato metandlico, a fragédo cloroférmica e um ativo isolado da espécie S.
corniculata foram ativos para Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, Shigella sonnei e Staphylococcus aureus (YANG; PARK; LEE, 2013).

A espécie S. brasiliensis mostrou atividade antibacteriana para as bactérias
gram negativas e positivas (KOTT et al, 1998). Sree, Yasodamma e
Paramageetham (2010) também observaram que a espécie S. chamaelea tem
atividade contra Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (gram positivas) e

Esherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (gram negativas), visto que as folhas
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sdo utilizadas popularmente como antibidticos, principalmente para curar feridas
externas. A espécie S. commersoniana também € conhecida por ser antiséptica e é
usada em feridas externas (HNATYSZYN et al., 2007).

Sebastiania hispida

A espécie Sebastiania hispida ocorre na regido do pantanal (CARDOSO et
al., 2000) e na regiao do Cerrado de Mato Grosso do Sul (POTT et al., 2000).
Conhecida como mercurio, ela apresenta caracteristicas de erva a arbusto e é
descrita como uma planta invasora e comum em épocas de secas (POTT,; POTT,
1994).

Herbivoros evitam se alimentar dessa espécie, sendo consumida apenas em
épocas de escassez de alimentos e isso pode estar relacionado com a presenca
dos metabdlitos secundarios (SAITO et al., 2004a). Honda et al. (1990) observaram
que as folhas dessa espécie sdo ricas em triterpenoides, saponinas, flavonoides e
taninos, sendo os dois ultimos detectados tantos nas folhas como nos caules.

Dados da literatura demonstram a atividade farmacoldgica da espécie em
reduzir o processo inflamatério induzido pela injecdo de veneno bruto de Bothrops
moojeni (BRITTO; MACHADO; DOURADO, 2010). E ela ndo apresentou acgao
inibidora de alimentacdo com as lagartas Spodoptera frugiperda e Anticarsia
gemmatalis (SAITO et al., 2004b).

O uso de extratos e formulagbes desta planta em feridas de segunda
intencao, isentas de contaminacdao, foi descrito pelo grupo de pesquisa constituido
por pesquisadores da UFMS, Uniderp e Fiocruz/MS (RIZZI et al., no prelo).
Considerando o potencial cicatrizante e anti-inflamatorio do extrato aquoso e
etandlico desta espécie, e que feridas abertas sdo fontes de infeccéo, justifica-se a

continuidade dos estudos de atividade cicatrizante em feridas infectadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

3.1.1 Avaliar o efeito do uso topico do gel de Sebastiania hispida em modelo

animal com ferida infectada por Staphylococcus aureus.

3.20bjetivos especificos

3.2.1 Realizar estudo quimico do extrato bruto etandlico (Exteion) e das
fracOes das partes aéreas de S. hispida;

3.2.2 Verificar in vitro a atividade antibacteriana do extrato Extewon € fragao
de S. hispida em S. aureus e amostra hospitalar resistente a meticilina;

3.2.3 Avaliar macroscopicamente as feridas contaminadas por S. aureus
resistente a meticilina em amostras de tecido tratado por via topica com o gel a base
do extrato Exteton e da fragéo de S. hispida;

3.2.4 Avaliar histologicamente o processo cicatricial das feridas cutaneas dos
diferentes tratamentos;

3.2.5 Avaliar morfometricamente a quantidade de fibras de colageno durante

0 processo de cicatrizacdo das feridas cutaneas dos diferentes tratamentos.



30

4 METODOLOGIA

4.1 Local e periodo da pesquisa

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratoério de Imunologia Basica e
Biologia Molecular de Virus da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS)
e nos Laboratérios de Toxinologia e Plantas Medicinais, Produtos Naturais e
Microbiologia Humana da Universidade Anhanguera-Uniderp campus agrarias e os

dados secundarios que embasaram este trabalho foram obtidos na UFMS.

4.2 Coleta do material botanico

As partes aéreas (folhas e caules) de Sebastiania hispida foram coletadas em
areas com vegetacao nativa de Campo Grande (20°27’S e 54°35’0), Mato Grosso
do Sul, acondicionadas em sacos de polietiieno (em forma de camara umida) e
transportadas para o Laboratério de Morfologia Vegetal, Universidade Anhanguera-
Uniderp, onde foram identificadas e um exemplar foi catalogado e incorporado ao
acervo com o0 numero 7826. A coleta e identificacdo foram realizadas pela
professora Eloty Justina Dias Schleder.

O material coletado, apés a exclusédo de folhas velhas e/ou danificados, foi
seco em estufa circuladora de ar 40 °C (MARCONI®, Modelo MA35), triturado em
moinho de facas de aco inoxidavel (MARCONI®, Modelo MA048) e armazenado em

frascos hermeticamente fechados protegido da luz e do calor e rotulado.

4.3 Preparo do extrato e fracionamento

Para obtencdo do extrato etandlico bruto (Exteton), as partes aéreas moidas
foram pesadas (890,0 g) e extraidas com etanol (99,5%). A extracdo foi feita em
duas etapas, primeiro em aparelho de ultrassom (UNIDQUE®, 1450) por 60
minutos, seguido por 24 horas de extracdo por maceragao, repetindo-se este
procedimento, a temperatura ambiente, até exaustdo (10 dias). As solucdes
resultantes apos filtragdo foram concentradas, em evaporador rotativo (Tecnal,
Modelo MA120), fornecendo o extrato bruto em etanol (31,1 g Exteton).

Parte do extrato Exteion (24,8 g) foi suspenso em 200 mL de uma mistura de
metanol/agua 1:1 (250 mL) e submetido a particdo sucessivamente em hexano

(800,0 mL) e acetato de etila (600,0 mL). Apdés remocao dos solventes obteve-se as
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fracbes hexanica (Frex= 9,4 @), acetato de etila (Facoe= 5,2 g) e a fracéo
hidrometandlica (Frzomeon= 10,2 g).
A partir do extrato Exteron e das fragbes foram realizadas as andlises

fitoquimicas e a quantificacdo de fendis totais e flavonoides.

4.3.1 Andlise fitoguimica classica

Para a analise fitoquimica utilizou-se uma solucdo a 20% do extrato Exteion €
das fracdes (Frex, Facoet € Fr2omeon), as quais foram submetidas aos ensaios
fitoquimicos de: compostos fendlicos, taninos, flavondides, cumarinas livres,
antocianinas, antraquinonas, esteroides, triterpenos, alcaloides, saponinas,
glicosideos cardiotdnicos, glicosideos cianogénicos e acucares redutores, seguindo
metodologia adaptada de MATOS (2009). Essas analises foram realizadas em
triplicatas, via Umida e seca, por meio de ensaios colorimétricos e/ou precipitacao,
0S quais tiveram carater qualitativo.

Os resultados foram comparados com o grupo controle (extrato Exteton €
fracbes) e também entre si para visualizar alteracdo de cor e/ou precipitacdo
(COSTA, 2002). As alteracbes na cor, para cada teste foram classificadas como
sendo parcial (z), baixa (+), moderada (++), alta intensidade (+++) e negativa (-). Os
testes com formacdo de precipitado (compostos fendlicos, taninos e acUcares
redutores) foram realizados em tubos graduados (Pyrex®, N°-8080) e considerados
como parcial (menos que 0,2 cm), baixo (0,2 a 0,5 cm), moderado (0,5 a 07 cm) e
alta intensidade (0,7 a 1 cm) (FONTOURA et al., 2015).

4.3.2 Determinacéo de fendis totais e flavonoides

O teor de fenois totais (FT) foi determinado pelo Método Folin-Ciocalteu’s
utiizando 100 mg do extrato Exteon e das fragdes. As absorbancias foram medidas
em espectrofotdbmetro na regido de 750 nm (SOUSA et al., 2007), em cubetas de
quartzo. A andlise foi executada por interpolacdo da absorbancia das amostras
contra uma curva de calibracdo (y = 0,0021x + 0,6691; R2 = 0,9978), construida com
padrées de acido galico (EAG 10 a 300 yg mL™).

Para quantificacdo dos flavonoides (F) utilizou-se metodologia descrita por
Peixoto Sobrinho et al. (2008) e como padrédo a quercetina para construir a curva de
calibracédo (y = 0,0209 + 0,02783x; r>= 0,9993). As andlises foram realizadas em

espectrofotbmetro no comprimento de onda de 425 nm, em cubetas de quartzo, e
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executadas em triplicata, o calculo das médias foi acompanhado do desvio padréo.
Sendo a equacéao da reta obtida pela curva de calibracdo e o teor de flavondides na

amostra calculado pela inclinagéo da reta.

4.4 1solamento dos constituintes

Para o direcionamento do isolamento quimico, as fracdes (Fhex, Facoet e
Freomeon) foram submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizandocromatoplacas de silica gel GFz2sa com suporte de aluminio (0,2 mm,
Merck®).

A visualizacdo dos compostos em CCD foi realizada por irradiacdo com
lampada ultravioleta (UV: 366 nm e 254 nm), e por aspersdo com solucédo de acido
sulfurico/metanol (1:1), seguida de aquecimento. Para a deteccdo de flavonoides
empregou-se uma solucao de &cido borico, acido oxalico e metanol (1:1:95) com
posterior aquecimento (1 minuto) e visualizacdo em lampada ultravioleta (UV:366
nm e 254 nm), adaptada de Wagner e Bladt (2009).

Das fragdes analisadas em CCD (Frex, Facoet € FHz2omeon) a fragéo Facoet (3,6
g), por apresentar teste positivo para flavonoides, foi selecionada para o
fracionamento em coluna classica (CC) de silica gel (& 0,063 - 0,2 mm - Merck®;
75,22 g; Y 4,4 cm), eluida com hexano/CH2Cl2, CH2Cl2/CHCI3, CHCIs/AcOEt,
AcOEt/MeOH e MeOH/H20 fornecendo 101 fracbes de aproximadamente 13 mL
cada. As fragbes foram reunidas em 27 novas fragdes conforme semelhanga
apresentada em CCD (Apéndice ).

ApOGs recristalizacdo com metanol e acetona e analise em CCD para
flavonoides, a fragdo Cie (2,1 g) foi selecionada para ser submetida a uma nova CC
de silica gel (& 0,04 — 0,63 mm, Merck®, 47,9 g; & 3,1 cm). Os solventes utilizados
foram hexano, CH2Cl2, CH2CIl2/CHCIs, CHCIs/AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH
fornecendo 271 fracbes de aproximadamente 13 mL cada. As fracbes foram
reunidas em 38 novas fracdes conforme semelhanca apresentada em CCD
(Apéndice ).

Apés recristalizacdo com metanol e acetona e analise em CCD para
flavonoides, uma fracdo semi-pura Fis (0,4724 g) foi selecionada para a realizacéo
dos testes in vitro e in vivo. Na figura 1 estd apresentada a cromatoplaca da analise

em CCD, do extrato Exteion € da fracdo Fis solubilizados em metanol, a fase movel



33

foi uma mistura de acetato de etila, etanol, agua e acido férmico (9:0,1:0,5:0,5) e
utilizado um revelador para flavonoides e as bandas observadas por irradiagcdo com
lampada ultravioleta (UV: 366 nm e 254 nm) (WAGNER; BLADT, 2009). O &cido
galico, quercetina, acido tanico e rutina foram utilizados como padrdes para

compostos fendlicos e flavonoides.

Figura 1. Foto das cromatoplacas A e B da fragéo Fis (I) e do extrato Extewon (I1) € dos padrdes:
quercetina (111, acido tanico (V) &cido gélico (V) rutina (VI). Cromatoplaca A visualizada no
comprimento de onda de 254 nm e cromatoplaca B no de 366 nm.

4.5. Anédlise em cromatografia liguida de alta eficiéncia e avaliacdo das
condi¢cbes cromatograficas

O extrato Exteron foi diluido com metanol para uma concentragdo final de 10
mg mL? e, em seguida, submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
em um cromatégrafo a liquido Shimadzu, equipado com desgaseificador DGU-14A,
bomba binario LC-10AD, CTO- forno 10AS, auto-injetor SIL-10AF e um detector
diodos SPD-M10A. As andlises foram realizadas em fase reversa LiChrospher-100
coluna RP-18 Merck (250 mm x 4,6 mm di; 5 um de tamanho de particula;
Darmstadt, Alemanha) equipado com uma coluna de guarda da Merck (10 mm x 4,0
mm id) empacotada com o mesmo material de embalagem e colocado antes da

entrada da coluna analitica. Um gradiente de agua ultrapura acidificada com &cido
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aceético glacial (pH = 3,0) (A) e acetonitrilo (B) foi utilizado como segue: 0 minutos =
95% (A) / 5% (B); 80 minutos = 5% (A) / 95% (B); e, em seguida, 95% (A) / 5% (B)
com 10 minutos de tempo de equilibrio. Taxa de fluxo foi fixado em 1,0 mL/min,
temperatura do forno foi fixada em 50 °C e a deteccéo foi realizada a 220 nm e 340
nm, A fase movel foi previamente filtrada através de um filtro de 0,45 mm (Millipore,
Bedford, MA) e desgaseificou-se em banho de ultra-sons durante 15 minutos. O
sistema esta acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel Shimadzu
(modelo SCL-10AVP). A analise foi realizada na Fiocruz/RJ e os cromatogramas

visualizados e manipulados em software Class-VP.

4.6 Preparo do gel

O preparo do gel foi realizado pela Farmacéutica-Bioquimica Maria Beatriz
Féres na empresa Drogaderma, localizada na Rua Maracaju, n° 1087, Centro,
Campo Grande/MS.

Foi utilizado o extrato Exteron de S. hispida e a fragdo Fis, que foram,
separadamente, incorporados no veiculo a base de Gel Carbopol (70%). A
concentracdo estabelecida foi de 0,2% de extrato Exteion (99,8% do veiculo), 2%
extrato Exteton (98,0% do veiculo) e 0,2% de fragédo Fis (99,8% do veiculo).

O veiculo gel Carbopol foi selecionado com base na literatura, pois de acordo
com Sadik, Ghamrawy e EI-Galil (2015) a eficacia da cicatrizacdo pode estar
correlacionada com o ambiente Umido na leséo, e 0s géis proporcionam esse tipo

de ambiente.

4.7 Atividade in vitro do extrato bruto etandlico e fracéo

O ensaio de avaliacao da atividade antibacteriana foi desenvolvido aplicando-
se o teste de suscetibilidade para a determinacéo da atividade antibacteriana (teste
de difusdo em disco) e da concentracdo minima inibitoria (CMI).

O micro-organismo utilizado para os ensaios foi a bactéria Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e uma cepa de amostra hospitalar resistente a meticilina
cedida pela Dra. Marilene Rodrigues Chang do Laboratério de Pesquisas
Microbiol6gicas do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade

Federal do Mato Grosso do Sul.



35

4.7.1 Padronizacdo da suspensao bacteriana
A partir da cultura de 24 horas em agar Mueller-Hinton (AMH) (DIFCO®), foi

preparada uma suspensao contendo a amostra bacteriana em salina estéril (NaCl —

0,85%). A densidade foi ajustada por comparacdo ao tubo n° 0,5 da escala
McFarlandsegundo recomendacéo do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012a).

4.7.2 Método de difusdo em disco

O teste de difusdo em discoseguiu as recomendacdes do documento MO02-
A1l do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012a). Foi realizado utilizando
discos de papel (Whatman) com 6 mm de diametro, impregnados com 10 yL das
amostras, nas concentracbes de 0,2 e 2% para o0 extrato Exteon € 0,2% para a
fracdo Fis. Os discos foram secos a temperatura ambiente em cabine de seguranca
biolégica (FANEM®, 002CB).
As suspensdes bacterianas foram inoculadas em placas contendo AMH com
o auxilio de um swab estéril. Apés este procedimento, os discos previamente
preparados foram transferidos para meios contendo a bactéria. As placas foram
incubadas a 34 °Ctl1, durante 24 horas. ApoOs este periodo, as placas foram
inspecionadas quanto a presenca de halos de inibicdo (diametro medido em mm).
Todo o procedimento foi realizado em cabine de seguranca bioldgica.
O delineamento experimental foi de trés repeticdes para cada concentracao,
para o controle positivo (cefoxitina-pg/disco) e controle negativo (etanol:agua). Neste

trabalho foram considerados ativos halos acima de 7mm.

4.7.3 Método de concentracao minima inibitéria

As amostras foram diluidas em caldo Mueller-Hinton, obtendo uma série de
concentracdes, na ordem de 20 mg a 9,7 ug mL* para o extrato Exteon a 2% e
concentracdo na ordem de 2 mg a 0,97 ug mL™* para o extrato Exteton € fragédo Fis a
0,2%.
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A suspensdo padronizada foi diluida em 1:10. Aliqguotas de 10 uL da
suspensao de bactérias foram adicionadas a cada poco da placa de microdiluicdo
contendo 100 pL das diluicbes decimais da amostra. O mesmo procedimento foi
desenvolvido com o controle negativo (etanol:dgua) e com o controle positivo
(cefoxitina). Sendo que todo o experimento foi realizado em triplicata.

As placas foram incubadas a 34°C por 24 horas e a leitura para
determinacdo do CMI foi definida como a menor concentragdo onde ocorreu inibicao
do crescimento, ou seja, auséncia de turvacdo, quando comparado com o controle,
seguindo recomendacao do documento MO7-A9 do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012b).

4.8 Estudos pré-clinicos das formula¢@es do extrato bruto etandlico e fracao

4.8.1 Animal Experimental

Nos experimentos de avaliacdo da atividade terapéutica do gel a base do
extrato Exteron € da fracdo Fis de Sebastiania hispida foram utilizados ratos Wistar
(Rattus norvegicus albinus) machos (pesando entre 200 e 300 g e com idade entre 8
e 10 semanas), os quais foram mantidos em condicdes controladas de luminosidade
(12 horas de luz/12 horas de escuro) e temperatura (média de 23 °C).

Os animais receberam agua e racdo comercial Nuvital® ad libitum. A cada trés
dias foi realizada a limpeza das gaiolas e durante o experimento, foi higienizada
diariamente.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
preconizadas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL, 2015)
e os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Anhanguera-Uniderp e foi autorizado sob o
parecer 2941 (25 de junho de 2014).

4.8.2 Procedimento pré—operatorio

Os animais foram anestesiados com cloridrato de Ketamina (75 mg kg?) e
Xilazina (10 mg kg?), sendo 0,2 mL a cada 100 g do peso do animal, via
intramuscular (FLECKNELL, 2009).
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Os animais ja anestesiados foram posicionados em decubito ventral e uma

area de 2 cm por 2 cm da regido dorsolateral foi delimitada e tricotomisada.

4.8.3 Procedimento operatorio

Para inducdo da ferida foi utilizado um punch metélico de diametro 8 mm.
Com esse instrumento, foi retirado um fragmento cutdaneo de forma circular no
centro da area delimitada. A leséo foi realizada até a exposi¢éo da fascia muscular
superficial ou externa e nenhuma medida de antissepsia foi adotada na ferida

desses animais.

4.8.4 Grupos avaliados

Os animais foram separados aleatoriamente e distribuidos em sete grupos
totalizando 84 animais (n=6) que receberam identificacdes individuais. Os ratos
foram pesados no inicio e no final do tratamento. Os diferentes tratamentos
ocorreram diariamente nos periodos de trés e 21 dias. O tempo de tratamento dos
animais foi selecionado com o objetivo saber como estara a ferida no inicio e no

final do processo de cicatrizagéo.

G1: Grupo controle negativo sem contaminacédo (GSC-SF) com Solucéo Fisiologica
0,9% (foi aplicado 0,2 mL na lesao);

G2: Grupo controle negativo com contaminacdo (GCC-SF) com Solucéo Fisiologica
0,9% (foi aplicado 0,2 mL na lesao);

G3: Grupo negativo com contaminacdo (GCC-Car) com Carbopol em gel 70% (foi
aplicado 0,2 mL na leséo);

G4: Grupo controle positivo com contaminacdo (GCC+CC) tratado com a pomada
Colagenase a 0,6 U/g + Cloranfenicol a 0,01 g (foi aplicado 0,2 g na les&o);

G5: Grupo teste positivo com contaminagao (GT+Sh 2%) com gel do extrato Exteton
de S. hispida a 2,0%, com o veiculoCarbopol em gel 70% (foi aplicado 0,2 mL na
lesédo);

G6: Grupo teste positivo com contaminacdo (GT+Sh 0,2%) com gel do extrato
Exteron de S. hispida a 0,2%, com o veiculoCarbopol em gel 70% (foi aplicado 0,2

mL na lesdo);
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G7: Grupo teste positivo com contaminacdo (GT+FSh) com gel da fracdo Fis de S.
hispida a 0,2% com o veiculo Carbopol em gel 70% (foi aplicado 0,2 mL na les&o).

A pomada comercial Kollagenase® (Colagenase 0,6 U/g + Cloranfenicol 0,01
g) foi selecionada como grupo controle positivo, pois ela é utilizada para o
tratamento de feridas cutaneas infectadas por micro-organismos. O Cloranfenicol é
um antimicrobiano de amplo espectro e a Colagenase age na cicatrizacao
contribuindo com a formacg&o do tecido de granulacdo, pois degrada o colageno
desnaturado, sem afetar o colageno recém-formado (KOLLAGENASE COM
CLORANFENICOL, 2015).

4.9 Infeccao por Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Nos grupos determinados como contaminados foi inoculada a bactéria
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. A suspensdo bacteriana foi
padronizada conforme o item 4.7.1 e inoculada na lesdo dos grupos descritos como
contaminados por meio de micropipeta na regido central da ferida, com um total de
8 uL (ALMEIDA, 2011).

4.10 Tratamento

Logo apds a inducdo da ferida e contaminacdo dos grupos determinados,
todos os animais receberam o tratamento por aplicacdo tépica, com auxilio de um
swab nos grupos gue utilizaram gel/pomada e auxilio de um conta-gotas nos grupos
tratados com solucéo fisiolégica.

As feridas foram observadas diariamente e mensuradas a cada 3 dias
através de imagem fotografica (Camera Digital Sony Cyber-shot DSC-W510, 12,1
MP), com altura padronizada (16 cm), a partir do 1° dia de experimento. As imagens
fotogréficas de cada animal foram analisadas no programa ImageJ 1.49, para o
calculo da regressao da ferida.

Durante o tratamento também foi realizada uma analise macroscopica da

ferida nos seguintes termos: ocorréncia de hemorragia, secrecéo e crosta.
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4.11 Eutanasia

De acordo com os periodos de avaliacdo, foi realizada a eutanasia dos
animais por meio da administragdo, via intramuscular, de dose letal de anestésico
cloridrato de Ketamina+Xilazina (0,4 mL a cada 100 g).

Amostras de pele contendo o centro e os bordos da lesdo (com a distancia de
1 cm de pele além da lesdo e sem atingir a musculatura), foram retiradas atraves de
secc¢ao com bisturi frio lamina n° 15.

ApoOs a eutanasia, os animais foram congelados em freezer a -30 °C e, no dia
de coleta, descartados em um contéiner para descarte de dejetos localizado na
Universidade Anhanguera-Uniderp, campus Agrérias. A empresa
Spielmann&Spielmann LTDA (Atitude), localizada na Avenida Engenheiro Annes
Salim Saad, n°® 479, Lote-17-Quadra 12, Bairro Polo Empresarial, Campo Grande—

MS, seréa responsével pelo recolhimento e incineracdo do material.

4.12 Avaliacédo histopatoldgica

As amostras de pele retiradas foram identificadas e fixadas em formol
tamponado 10%. Apdés uma semana o material foi processado em concentracées
crescentes de alcool, diafanizados em xilol e incluido em parafina histologica. Das
amostras de pele foram confeccionadas secc¢des transversais de 5 um de espessura
com o auxilio de micrétomo rotativo (Microm HM320). As seccdes obtidas foram
coradas pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) (LUNA, 1968; BEHMER;
TOLOSA; FREITAS-NETO, 1976) e Picrosirius-Hematoxilina (PH) (MICHALANY,
1980).

A captura das imagens das laminas coradas com PH foi realizada em
fotomicroscoépio Carl Zeiss acoplado a uma microcamera Samsung conectada a um
computador com placa de captura de imagens. E com as laminas coradas com HE
foi utilizado utilizando um microscopio otico Nikon Eclipse E200 conectado a um
computador com o software Motic Image Plus 2.0.

Na analise histolégica das laminas coradas com Hematoxilina-eosina (HE) foi
verificada a reparacao tecidual conforme o periodo de tratamento. Para o tratamento
de 3 dias foram considerados o0s seguintes parametros: processo inflamatorio,
neovascularizagdo, presenca de crosta, hemorragia e epitelizacdo. J& para o
tratamento de 21 dias foram considerados: cristas epidérmicas, tamanho da lesao,

anexos e epitélio.



40

Os resultados histolégicos foram agrupados qualitativamente, utilizando-se
escala de simbolos, sendo: 0 ausente; + leve; ++ moderado e +++ intenso; para
crosta foi determinado se estava ausente (0) ou presente (+); para o tamanho da
lesdo: + pequeno, ++ médio e +++ grande; para o epitélio: + fino, ++ normal e +++
espesso (SHIMIZU et al., 2009).

As laminas coradas com Picrosirius-hematoxilina (PH) foram utilizadas para
quantificar o percentual de fibras colagenas presentes na regido da cicatrizacdo. A
partir de cada lamina, foram capturadas 10 imagens da camada papilar e 10
imagens da camada reticular que foram analisadas no software IMAGELAB, que
quantifica a porcentagem da regido de cicatrizacdo ocupada por fibras colagenas,
identificadas através de sua coloracao.

As fibras de colageno espessas apresentam coloragdo que varia do vermelho
ao amarelo brilhante com intensa birrefringéncia e supdem-se que sejam fibras
coldgenas do tipo | e as finas apresentam coloracdo esverdeada e sugere-se que
sejam fibras colagenas do tipo Ill (MARTINS; TAMASO; GUERRA, 2002).

Foi construida uma planilha para o registro dos dados referentes as

caracteristicas dos animais utilizados em cada grupo (apéndices IlI-VI).

4.13 Analise estatistica

As medidas das variaveis da regresséo da ferida e andlise histologica foram
expressas em média + desvio padrao. Os resultados foram tabulados de maneira a
se observar a disposicdo dos valores referentes a avaliagdo das areas das feridas
entre 0s grupos e periodos analisados. A analise de normalidade foi feita utilizando-
se o teste de Shapiro-Wilk.

As comparages intragrupos foram realizadas através do teste t de Student
para amostras relacionadas nas distribuicbes normais e do teste de Wilcoxon nas
amostras de distribuicdo ndao normal.

A magnitude de variagdo intergrupos foi avaliada através da Analise de
Variancia (ANOVA) com post hoc test de Tukey nas amostras de distribuicdo normal
e do teste de Kruskal-Wallis com post hoc test de Dunn nas amostras de distribuicao
nao normal.

Foi realizado ANOVA do tipo fatorial para o teste de atividade antibacteriana
in vitro e ANOVA seguida pelo teste Tukey para analise dos dados de Fendis totais

e flavonoides.
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Consideraram-se como estatisticamente significativas as comparagcbes com
p<0,05. Para tabulacdo dos dados foi utilizado o software Microsoft Office Excel

2010 e a analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 4.
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Avaliacdo do potencial cicatrizante do extrato bruto de Sebastiania hispida em

modelo de ferida infectada por Staphylococcus aureus

Resumo

As plantas medicinais representam uma alternativa para melhora das infec¢bes
causadas por bactérias e auxiliam no processo de cicatrizacdo de feridas. Assim, o
objetivo foi avaliar a eficacia do uso de Sebastiania hispida foi submetido a anélise
fitoquimica e quantificacdo dos metabdlitos. A atividade antibacteriana foi realizada
com S. aureus. Para o ensaio da atividade cicatrizante foram utilizados ratos Wistar
e 0s grupos avaliados foram os géis do Exteron nas concentracdes de 0,2 e 2%
comparados grupos controle, e os animais foram inoculados com a bactéria S.
aureus resistente a meticilina. Os periodos de tratamento foram de 3 e 21 dias e
realizou-se andlises macroscopica e microscopica e os dados submetidos a Anélise
de Variancia (p<0,05). A fitoquimica e quantificacdo indicou que o0os compostos
fendlicos e flavonoides sdo os metabolitos majoritarios. O extrato Exteion 0,2% foi
mais eficaz no combate do crescimento das cepas de S. aureus. Na andlise
histopatolégica e de regressdo da ferida, os géis do Extewon (0,2 e 2%) foram
semelhantes e mais eficazes no auxilio da cicatrizacdo. Na quantificacdo de fibras
colagenas, os animais de todos os grupos apresentaram elevada quantidade de
fibras colagenas espessas. Os géis do extrato Exteion das partes aéreas de S.
hispida podem ser utilizados no tratamento de feridas contaminadas por S. aureus,
e a cicatrizacdo mais eficaz pode ser devido ao potencial antibacteriano e ao
elevado teor de compostos fendlicos e flavonoides.

Palavras-chave: Cicatrizacdo; Agente antibacteriano; Planta medicinal

Introducao

A ferida é o rompimento da continuidade da pele e é classificada como de
primeira, segunda ou terceira intengdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008). Nas
feridas de segunda intencdo ndo ocorre a aproximacdo primaria das bordas, e as
feridas sdo deixadas abertas (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Devido a ferida estar aberta, ela tem alta probabilidade de ser infectada por
bactérias, como o Staphylococcus aureus (SANTOS et al.,, 2007; GELATTI et al.,
2009), que tem a capacidade de desenvolver cepas resistentes a varias classes de
antibioticos (ALVES et al., 2008).

No Brasil, as porcentagens de cepas de S. aureus resistente a meticilina nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s) variam de 40% a 80% (MUTO et al., 2003). O
gue leva a industria farmacéutica a busca de novas moléculas para combater os
micro-organismos e auxiliar no fechamento das feridas (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).
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O uso de espécies vegetais empregadas na medicina tradicional € uma das
alternativas por apresentar um arsenal de constituintes quimicos. No entanto, o uso
popular ndo € suficiente para validar as plantas medicinais como medicamentos
eficazes e seguros (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Uma das espécies investigadas com este fim € a Sebastiania hispida, de
ocorréncia no Pantanal e Cerrado do Mato Grosso do Sul (CARDOSO et al., 2000;
POTT et al., 2000), rica em flavonoides e compostos fendlicos (RIZZI et al., no
prelo). A literatura reporta que esses metabdlitos tém potencial antimicrobiano
(SILVA; FERNANDES-JUNIOR, 2010) e cicatrizante (BAHRAMSOLTANI; FARZAEI;
RAHIMI, 2014).

Além disso, o extrato etandlico das partes aéreas desta planta apresentou
atividade cicatrizante em feridas induzidas em modelos experimentais isentos de
contaminacdo em comparacao ao laser de baixa poténcia (RIZZI et al., no prelo).

Com base nestas informacdes e considerando que feridas abertas sao fontes
de infec¢Bes de bactérias resistentes, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia
do uso tépico de uma formulacdo a base de extrato etandlico das partes aéreas de

S. hispida em modelo animal com ferida infectada por S. aureus.

Métodos
Coleta do material botanico e extracao

As partes aéreas (folhas e caules) de Sebastiania hispida foram coletadas em
areas com vegetacao nativa de Campo Grande no Mato Grosso do Sul, Brasil. Ap6s
identificagéo, um exemplar foi catalogado e incorporado ao acervo da Universidade
Anhanguera-Uniderp, sob o nimero 7826. O material coletado, foi seco e extraido

em etanol (99,5%) para obtencéo do extrato etandlico bruto (Exteton).

Analise fitoquimica e quantificagao

Para as analises fitoquimicas, executadas em triplicatas, seguiu o0s
procedimentos descrito por Matos (2009) e ocorreram via Umida, por meio de
reacoes de precipitacdo e/ou mudanca de cor. Os resultados foram comparados e
contrastados observando a alteracdo de cor e de precipitacio com 0s extratos

originais e a leitura foi com base em Fontoura et al. (2015) que classifica resultados
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em: negativo (-), parcial (x), baixo (+), moderado (++) e alta intensidade (+++),
sendo 0%, 10%, 25%, 50% e 100% de frequencia respectivamente.

O teor de fendis totais (FT) foi determinado pelo Método Folin-Ciocalteu’s
utilizando 100 mg do extrato Exteion (SOUSA et al., 2007) utilizando o acido galico
como padrdo. Para quantificacdo dos flavonoides (F) utilizou-se metodologia

descrita por Peixoto Sobrinho et al. (2008) e como padréo a quercetina.

Andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia e avaliacdo das condicdes
cromatogréficas

O extrato Exteron foi diluido com metanol para uma concentragdo final de 10
mg mL? e, em seguida, submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
em um cromatografo a liquido Shimadzu. As andlises foram realizadas em fase
reversa LiChrospher-100 coluna RP-18 Merck (250 mm x 4,6 mm di; 5 um de
tamanho de particula; Darmstadt, Alemanha) equipado com uma coluna de guarda
da Merck (10 mm x 4,0 mm id). O sistema é acoplado a um detector
espectrofotométrico  UV/visivel Shimadzu (modelo SCL-10AVP), e o0s

cromatogramas visualizados e manipulados em software Class-VP.

Atividade antibacteriana in vitro
Micro-organismos

O micro-organismo utilizado para os ensaios foi a bactéria Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e uma cepa de amostra hospitalar resistente a meticilina.
Como controle positivo foi utilizado a cefoxitina e o controle negativo o etanol:agua
(1:1) e os ensaios foram realizados de acordo com as recomendagdes do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI).

Para a realizacdo dos testes foi preparada uma suspensdo contendo a
amostra bacteriana em salina estéril (NaCl — 0,85%), a partir da cultura de 24 horas
em agar Mueller-Hinton (AMH) (DIFCO®). A densidade foi ajustada por comparacéo

ao tubo n° 0,5 da escala McFarland.
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Teste de difusé&o em disco
O teste de difusdo em disco foi realizado utilizando discos de papel
(Whatman) impregnados com o extrato Exteton diluido nas concentracdes de 0,2 e
2%.
A placas contendo as suspensdes bacterianas e os discos de papel foram
incubadas a 34 °C/24h, e ap0s este periodo foram inspecionadas quanto a presenca
de halos de inibicdo. O delineamento experimental foi de trés repeticdes e foram

considerados ativos halos acima de 7 mm.

Teste de concentracdo minima inibitéria

As amostras foram diluidas em caldo Mueller-Hinton, obtendo uma série de
concentracdes, na ordem de 20 mg a 9,7 ug mL! para o extrato Exteton a 2% e na
ordem de 2 mg a 0,97 ug mL? para o extrato Exteton a 0,2%.

As placas de microdiluicdo contendo a suspencao bacteriana e as amostras
foram incubadas a 34 °C/24h e a leitura para determinacao da concentracdo minima
inibitéria foi definida como a menor concentracdo onde ocorreu inibicdo do

crescimento, ou seja, auséncia de turvagao.

Atividade cicatrizante in vivo
Para a atividade cicatrizante in vivo foi utilizado o extrato Exteton incorporado
no veiculo a base de Gel Carbopol (70%). A concentracdo estabelecida foi de 0,2%

e 2 % de extrato Exteton de S. hispida.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, os quais foram mantidos em
condi¢bes controladas de luminosidade (12 horas de luz/12 horas de escuro) e
temperatura (média de 23 °C). Os animais receberam agua e racdo comercial
Nuvital® ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
preconizadas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL, 2015)
e os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais da Universidade Anhanguera-Uniderp e foi autorizado sob o parecer 2941.
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Procedimentos

Antes do procedimento operatorio, os animais foram anestesiados com
cloridrato de Ketamina e Xilazina, via intramuscular (FLECKNELL, 2009). A ferida foi
induzida até a exposicdo da fascia muscular utilizando-se um punch metalico de
diametro 8 mm e nenhuma medida de antissepsia foi adotada na ferida desses
animais.

Os grupos avaliados foram (n= 6): grupo controle com solucéo fisiolégica 0,9
% (grupo 01: sem bactéria e grupo 02: com bactéria); grupo controle com Carbopol
em gel 70 % (grupo 03); grupo controle com a pomada Kollagenase® (grupo 04);
grupo teste do gel do Exteion a 2,0 % (grupo 05); grupo teste do gel do Exteion a 0,2
% (grupo 06).

Os animais de todos os grupos foram inoculados com a bactéria S. aureus
resistente a oxacilina, exceto grupo 01. Os tratamentos tdpicos ocorreram
diariamente nos periodos de 3 e 21 dias, as feridas foram mensuradas a cada 3 dias
e diariamente foi realizada a analise macroscopica da ferida. A eutanasia foi

realizada nos periodos do tratamento, com dose letal do anestésico.

Avaliacédo histopatoldgica

Amostras de pele foram retiradas, processadas e coradas pela técnica de
Hematoxilina-Eosina (HE) e Picrosirius-Hematoxilina (PH). A captura das imagens
das laminas coradas com PH foi realizada em fotomicroscépio Carl Zeiss acoplado a
uma microcamera Samsung conectada a um computador com placa de captura de
imagens. A captura das imagens das laminas coradas com HE foi realizada
utilizando um microscoépio 6tico Nikon Eclipse E200 conectado a um computador
com o software Motic Image Plus 2.0.

Na analise histolégica das laminas coradas com HE foi verificada a reparacao
tecidual conforme o periodo de tratamento e o0s resultados histoldgicos foram
agrupados qualitativamente, utilizando-se escala de simbolos. As laminas coradas
com PH foram analisadas no software IMAGELAB para quantificar o percentual de

fibras colagenas presentes na regiao da cicatrizacao.

Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 4. Foi
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realizada Analise de Variancia (ANOVA) do tipo fatorial para o teste de atividade
antibacteriana in vitro e ANOVA seguida pelo teste Tukey para analise dos dados de
fendis totais e flavonoides.

As comparag0Oes intragrupos dos testes in vivo foram realizadas através do
teste t de Student para amostras relacionadas nas distribuicbes normais e do teste
de Wilcoxon nas amostras de distribuicdo ndo normal. A magnitude de variagao
intergrupos foi avaliada através da ANOVA com post hoc test de Tukey nas
amostras de distribuicdo normal e do teste de Kruskal-Wallis com post hoc test de
Dunn nas amostras de distribuicdo ndo normal.

Consideraram-se como estatisticamente significativas as comparagdes com
p<0,05.

Resultados
Andlise fitoquimica e quantificacdo de compostos fendlicos e flavondides
Os resultados da andlise fitoquimica do extrato Exteion das partes aéreas de

S. hispida estédo apresentados na figura 1.
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Figura 1. Resultados da andlise fitoquimica do extrato etandlico das partes aéreas de Sebastiania
hispida, coletada em Campo Grande — MS.

O extrato Exteton apresentou oito classes de metabolitos secundérios com
predominancia dos compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos e esteroides. O
teor de compostos fendlicos (238,8a + 0,9 mg 100g?) e flavonoides (168,6a + 1,2

mg 100g) para o Extetor de S. hispida foram considerados altos.
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A presenca de compostos fendlicos e flavonoides foram confirmadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia como constituintes majoritarios no extrato
etandlico. Os sinais entre 10 e 25 minutos indicam que este extrato € rico em
compostos de média polaridade (Figura 2A, B). Os espectros de UV dos sinais 220
nm e 270 nm sugerem compostos fendlicos organicos (Figura 2C) e 0s sinais em
246 nm e 350 nm indicam a presenca do esqueleto benzopirona, caracteristico de
flavonoides (Figura 2D) (MARSTON, 2007; ZERAI; YARIWAKE, 2010).
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Figura 2. Espectro UV-DAD (200-400 nm) usando método CLAE. A - perfil do extrato etandlico bruto
(Exteton) das partes dereas de S. hispida. B — expanséo, tr = 16.28 min. C e D - cromatograma e
espectro UV dos compostos majoritarios do extrato etandlico bruto (Exteron) das partes aéreas de

Sebastiania hipida.
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Atividade antibacteriana in vitro
A tabela 1 apresenta os resultados da atividade antibacteriana de S. hispida

com as cepas de S. aureus sensivel e resistente a meticilina.

Tabela 1. Valores dos halos de inibicao do teste de difusdo em disco e das concentracfes minimas
inibitérias do crescimento de Staphylococcus aureus sensivel e resistente a meticilina a partir do teste
com o extrato bruto etandlico (Exteion) de Sebastiania hispida.

Difus8@o em disco CMI
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Sensivel Resistente Sensivel Resistente
(mm) (mm) (hg mL™) (kg mL™)

Extrato Extewon 2% 10 + ObA 10.6 + 0.342A 2500 1250
Extrato Exteion 0,2% InativocA Inativo” 500 500
Controle positivo (cefoxitina) 32.3 £5.344 Inativoc® 62.5 1000
Controle negativo (etanol:4gua) InativoA InativocA - -

ExtEtOH: extrato bruto etandlico. ANOVA fatorial ao nivel de 1% de probabilidade. Letras mindsculas para colunas, e letras mailsculas para linhas. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica.

No teste de difusdo em disco, o extrato Exteron a 0,2% n&o inibiu o
crescimento das cepas de S. aureus, ja 0 extrato Exteton a 2% apresentou halo de
inibicdo significativo com a cepa sensivel, porém inferior ao controle positivo. Ja
para a cepa resistente, a atividade apresentada foi estatisticamente superior ao
controle.

No teste de concentracdo minima inibitoria, o extrato Exteron a 0,2% se
comportou de modo semelhante nas duas cepas de S. aureus (500 pg mL?Y) e
apresentou atividade superior ao extrato Exteton a 2% em que foram necessarios
1250 pg mL para inibir o crescimento da cepa resistente e 2500 pg mL! para a
cepa sensivel. Portanto o extrato Exteion a 0,2% foi mais eficaz que a cefoxitina

(controle positivo) no combate do crescimento do S. aureus resistente a meticilina.

Atividade cicatrizante in vivo
Andlise macroscopica

A crosta fibrinoleucocitaria esteve presente em todos os animais dos grupos
do tratamento de 3 dias. Nos grupos do tratamento de 21 dias, a presenca de crosta
nao foi observada a partir do décimo segundo dia de tratamento.

O peso dos animais também foi avaliado e a figura 3 apresenta a quantidade

de gramas que os animais ganharam/perderam durante o experimento.
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Figura 3. Comparac¢do dos pesos entre os animais. A — tratamento de 3 dias (ANOVA, p = 0,0455; “*”
p<0,05 em relagédo ao grupo 02; “+” p<0,001 em relagdo ao grupo 04). B — tratamento de 21 dias
(Kruskal-Wallis, p = 0,0013; “*” p<0,05 em relagdo ao grupo 06). Grupo 01 - controle sem
contaminacgdo; grupo 02 — controle com contaminacdo; grupo 03 — tratado com Carbool gel 70%;
grupo 04 - tratado com Kollagenase; grupo 05 - gel do extrato etandlico bruto; grupo 06 - gel do
extrato etanolico bruto (Extewon) de S. hispida a 0,2%.

E possivel observar na figura 3A, que no experimento de 3 dias, apenas o
grupo 04 ganhou peso apdés o tratamento e o grupo 05 foi 0 que mais perdeu peso.
Ja no experimento de 21 dias, todos 0s animais ganharam peso, sendo que 0 grupo
02 foi o que teve menor ganho de peso, diferindo do grupo 06, que obteve o maior
ganho de peso (Figura 3B).

Apesar da perda de peso no tratamento de 3 dias, os animais tratados com o
gel do extrato Exteron a 0,2 % obtiveram ganho de peso significativo apds 21 dias de
tratamento.

A contracdo da ferida também foi avaliada, pois ela pode indicar como esta o
processo de cicatrizacdo. Para a contracdo da ferida foram calculadas as

porcentagens de regressao nos tratamentos de 3 e 21 dias (Figura 4).
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Figura 4. Comparacao dos valores referentes as porcentagens de variagdo das areas das feridas. A —
tratamento de 3 dias (Kruskal-Wallis; p = 0,0237). B — tratamento de 21 dias (Kruskal-Wallis; p =
0,0237). Grupo 01 - controle sem contaminacgdo; grupo 02 — controle com contaminac¢do; grupo 03 —
tratado com Carbool gel 70%; grupo 04 - tratado com Kollagenase; grupo 05 - gel do extrato etandlico

bruto; grupo 06 - gel do extrato etandlico bruto (Exteton) de S. hispida a 0,2%.
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Todos os grupos apresentaram baixa porcentagem de regresséo da ferida no
tratamento de 3 dias e com 21 dias apresentaram alta porcentagem de regresséao, o
que caracteriza as duas fases da cicatrizacdo, a fase inflamatoéria inicial no
tratamento de 3 dias e com 21 dias a fase de maturacdo da ferida denominada
remodelagem (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A andlise da regressao da ferida intragrupo, foi realizada apenas para o

tratamento de 21 (Figura 5).
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Figura 5. Comparacao dos valores referentes as areas das feridas intragrupo para o tratamento de 21

dias. A - grupo 01 - controle sem contaminacdo (Kruskal-Wallis; p<0,0001; “+” p<0,01 em relagéo ao

tempo inicial, “+” p<0,001 em relagdo ao tempo inicial, “#” p<0,05 em relagao aos 03 dias, “0” p<0,01
em relacdo aos 03 dias). B - grupo 02 — controle com contaminagado (ANOVA,; p<0,0001, “*” p<0,001

em relagéo ao tempo inicial, “+” p<0,001 em relagéo aos 03 dias, “#” p<0,001 em relagdo aos 06 dias,

“y, "

“0” p<0,05 em relagcéo aos 09 dias, “x” p<0,01 em relacdo aos 09 dias). C - grupo 03 — tratado com

Carbool gel 70% (ANOVA; p<0,0001, “*” p<0,001 em relagédo ao tempo inicial, “+” p<0,001 em relagéo

[IR]

aos 03 dias, “#” p<0,05 em relagédo aos 06 dias, “0” p<0,01 em relagdo aos 06 dias, “x” p<0,001 em

relacdo aos 06 dias). D - grupo 04 - tratado com Kollagenase (ANOVA; p<0,0001, “+” p<0,001 em

“ M

relacdo ao tempo inicial, “+” p<0,001 em relacédo aos 03 dias, “0” p<0,05 em relagao aos 03 dias, “x
p<0,01 em relagdo aos 06 dias, “#” p<0,001 em relagdo aos 06 dias). E - grupo 05 - gel do extrato
etandlico bruto (Exteton) de S. hispida a 2,0% (ANOVA, p<0,0001, “*” p<0,001 em relagdo ao tempo

“

inicial, “+” p<0,001 em relacdo aos 03 dias, “#” p<0,001 em relagéo aos 06 dias, “0” p<0,05 em relagéo

aos 09 dias, “x” p<0,01 em relacao aos 09 dias). F - grupo 06 - gel do extrato etandlico bruto (Exteton)
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de S. hispida a 0,2% (ANOVA; p<0,0001, “+” p<0,001 em relagdo ao tempo inicial, “+” p<0,001 em

relagdo aos 03 dias, “#” p<0,001 em relagédo aos 06 dias, “0” p<0,05 em relacdo aos 09 dias).

O grupo 01 apresentou apenas uma regressao significativa, que ocorreu no
15° apdés a inducdo da lesdo, e os grupos 02, 03 e 04 se comportaram de forma
semelhante, com apenas duas regressoes significativas, que se iniciaram apos o 6°
da inducé&o da lesao.

Os géis dos extratos Exteion (0,2 e 2%) foram semelhantes, tendo quatro
regressbes significativas no tamanho da ferida, apresentando um processo
cicatricial constante e progressivo. Além disso, a regressao significativa nesses dois

grupos se iniciou ao 3° dia apoés a lesdo

Analise histopatolégica

No periodo de tratamento de 3 dias, todos o0s animais apresentaram
hemorragia e neovascularizagdo. J4 o processo inflamatério foi mais frequente e
intenso nos grupos tratados com os géis do extrato Extewon, diferindo do grupo
controle sem contaminacao.

A area de epitelizacdo foi maior no grupo tratado com o gel do extrato Exteton
a 2% em comparacdo com O grupo controle sem contaminacdo, € 0Ss animais
tratados com a menor concentracdo do gel do extrato Exteion, ou seja 0,2%,
apresentaram area com maior epitelizacdo que a concentracao de 2%.

Os parametros avaliados nos grupos do tratamento de 21 dias estao

apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Quantificacdo histopatoldgica aos 21 dias de tratamento.

Variavel p-valor

G2 versus G1 p = 0.0008
G2 versus G3 p =0.0123
Tamanho da leséo 0.0039 G2 versus G6 p = 0.0008

G4 versus G6 p =0.0449

G1 versus G3 p =0.0123

G1 versus G4 p = 0.0037

G1 versus G5 p =0.0037

. G1 versus G6 p =0.0123
Epitélio <0.0001 G2 versus G3 p = 0.0123
G2 versus G4 p = 0.0037

G2 versus G5 p =0.0037

G2 versus G6 p =0.0123
G1 versus G2 p =0.0123
G1 versus G3 p = 0.0008
Cristas epidérmicas <0.0001 G2 versus G5 p = 0.0375
G3 versus G5 p =0.0037
G3 versus G6 p =0.0123

Anexos 0.3684 -

Teste G de independéncia, p<0,05. G1 (grupo 01): controle sem contaminagdo; G2 (grupo 02): controle com contaminagdo; G3 (grupo 03): tratado com gel

carbopol; G4 (grupo 04): tratado com Kollagenase®; G5 (grupo 05): tratado com o gel de S. hispida & 2; G6 (grupo 06): tratado com o gel de S. hispida 0,2%.

O tamanho da leséo esta atrelado a reconstituicao original do tecido epitelial,
e € baseado no tamanho do sitio de lesdo que ainda ndo apresenta fibras colagenas
completamente reorganizadas e epitélio completamente restaurado. Os grupos 01,
03 e 06 apresentaram tamanho de lesdo menor que o grupo 02, e o grupo 06
apresentou uma lesdo menor que o grupo 04.

Todos os animais com algum tipo de tratamento (gel carbopol, pomada
Kollagenase e os tratados com o0s géis do extrato Exteion) apresentaram epitélio
mais espesso do que 0s animais dos grupos controle com e sem contaminacao.

A presenca das cristas epidérmicas foi superior nos grupos 02 e 03 em
relacdo ao grupo 01. O grupo 05 apresentou maior presenca de crista com relagéo
aos grupos 02 e 03, e o grupo 06 foi superior ao grupo 03. Os anexos estiveram
presentes em todos 0s grupos, em maior ou menor grau, ndo ocorrendo diferencas
estatisticas entre eles.

Alguns animais do grupo 04 apresentaram hemorragia, alteracdo essa néo
esperadas para 21 dias apés a leséo (Figuras 6) e os animais dos grupos 05 e 06
apresentaram processo inflamatério e hemorragico, que segundo Cotran, Kumar e

Robbins (2010) podem retardar o processo de cicatrizagao (Figura 7).
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Figura 6. Imagem representando hemorragia (seta). Animais do grupo 04 - tratado com Kollagenase®.

Hematoxilina-Eosina. Aumento de 100x. Barra de 100 um.

Figura 7.
Eosina. Barra de 100 um. A - grupo 05 - gel do extrato etandlico bruto (Exteton) a 2,0%. Aumento de
40x. Hematoxilina-Eosina. Barra de 100 um. B - grupo 06 - gel do extrato etandlico bruto (Exteon) a

0,2%. Aumento de 100x. Hematoxilina-Eosina. Barra de 100 um.

As fibras colagenas espessas e finas foram quantificadas na camada papilar
e reticular dos animais dos tratamentos de 3 e 21 dias. Os animais de todos os
grupos em relacdo a espessura das fibras coldgenas na camada papilar e reticular
foram semelhantes, com maior presenca de fibras coldgenas espessas do que finas.

Na camada papilar, ndo houve diferenca entre os grupos na quantidade de
fibras colagenas espessas e finas nos tratamentos de 3 dias e 21 dias. Da mesma
forma, ndo houve diferenca na quantidade de fibras colagenas espessas e finas no
tratamento de 3 dias na camada reticular.

Ja com 21 dias, os grupos 05 e 06 foram estatisticamente diferentes na
camada reticular. A quantidade de fibras colagenas espessas foi inferior e de fibras

colagenas finas foi superior nos grupos 05 e 06, em comparacao com o grupo 01,
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demonstrando que o0s géis do extrato Exteion interferiiam negativamente no

espessamento das fibras colagenas (Figura 8).
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Figura 8. Comparacao intergrupo na camada reticular do tratamento de 21 dias.

Legenda: A — contagem de fibras coldgenas espessas (Kruskal-Wallis; p = 0,0139; * p<0,05 em
relagédo ao grupo 01 — controle sem contaminag¢do). B - contagem de fibras colagenas finas (Kruskal-
Wallis; p = 0,0137; * p<0,05 em relagdo ao grupo 01 — controle sem contaminac¢do). Grupo 01 -
controle sem contaminagéo; grupo 02 — controle com contaminagédo; grupo 03 — tratado com Carbool
gel 70%; grupo 04 - tratado com Kollagenase; grupo 05 - gel do extrato etandlico bruto; grupo 06 - gel

do extrato etandlico bruto (Exteton) de S. hispida a 0,2%.

As camadas papilar e reticular foram semelhantes quanto a organizacédo das
fibras colagenas. Com 03 dias de tratamento, as fibras colagenas apresentavam-se
mais desorganizadas nos grupos 01, 02, 03 e 04 e mais organizadas nos grupos 05
e 06 (Figura 9). JA com 21 dias a organizacdo das fibras coldgenas estavam

semelhantes em todos os grupos (Figura 10).

100 pm 100 pm
. R ————————E

Figura 9. Imagem das laminas coradas com Picrosirius-hematoxilina (PH) na camada papilar, no
tratamento de 3 dias. A - fibras coldgenas desorganizadas no grupo 01 - controle sem contaminagéo.
B - fibras colagenas organizadas do grupo 06 - tratado com o gel de S. hispida a 0,2%. Barra de 100

pm. Aumento de 200x.
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v,

Figura 10. Imagem das laminas coradas com Picrosirius-hematoxilina (PH) representando as fibras
coldgenas organizadas na camada papilar, no tratamento de 21 dias. Barra de 100 um. Aumento de
200x.

Discussao

Os metabolitos triterpendides, flavonodides, taninos e saponinas presentes nas
partes aéreas de S. hispida também foram encontrados nos estudos de Honda et al.
(1990) com a mesma espécie. Os teores de compostos fenodlicos e flavonoides
foram superiores aos descritos por Rizzi et al. (no prelo) para a espécie em estudo,
onde os valores foram de 160,4 + 0,2 mg 100g* e 90,3 + 0,3 mg 100g¥, para
compostos fendlicos e flavonoides, respectivamente.

No teste da atividade antibacteriana foi utilizado o antibidtico cefoxitina, pois
segundo o CLSI a cefoxitina € a mais indicada para a realizacdo dos testes a fim de
comprovar a resisténcia a meticilina, e de fato foi comprovada a sensibilidade da
cepa padrdo ATCC 25923 e a resisténcia da amostra hospitalar.

O resultado com o extrato Exteton de S. hispida com o S. aureus sensivel
corrobora com os resultados encontrados na literatura com outras espécies do
género (KOTT et al.,, 1998; SREE; YASODAMMA; PARAMAGEETHAM, 2010),
sendo provavel que a elevada concentracdo de flavonoides (168,6 + 1,2 mg g?)
presente no extrato Exteion esteja diretamente relacionada com a atividade
antibacteriana (CHOI et al., 2006; CASTRO; CURY; ROSALEN, 2007).

Os resultados com o Exteion a 0,2% foram superiores aos encontrados com
as espécies Rhamnus californica e Umbellularia californica com cepas de S. aureus
sensivel e resistente a meticilina, sendo necessario, aproximadamente, um extrato
10 vezes mais concentrado para inibir o crescimento bacteriano (CARRANZA et al.,
2015).
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Pode-se sugerir que ocorreu sinergismo/antagonismo entre os metabdlitos
secundarios presentes no extrato Exteion. Possivelmente os metabolitos do Exteion a
2% apresentaram antagonismo e quando este extrato estava mais diluido, ou seja a
0,2%, ocorreu um sinergismo entre os compostos, pois segundo Pappa et al. (2007)
a concentracdo dos compostos esta correlacionada com o sinergismo/antagonismo
entre os mesmos. O que justificaria a maior atividade antibacteriana do extrato
Exteion @ 0,2% em comparagdo com a concentracao de 2%.

Na analise da atividade cicatrizante, no tratamento de 3 dias, a perda de peso
provavelmente esta interligada ao pés-operatério, em que os animais ficam mais
debilitados e se alimentam menos. Na literatura, ha relatos de perda de peso apos a
realizacdo de lesdes cutaneas, como Batista et al. (2012) que observaram a perda
de peso apenas nos primeiros dias ap0s a lesdo e Sarmento et al. (2014) que
relataram perda de peso em todos os animais até o final dos tratamentos.

A regressdo da ferida ocorre através dos miofibroblastos, que possuem
filamentos de actina no citoplasma que tem a capacidade de se expandir e contrair
(ABBAS; KUMAR; FAUSTO, 2010; MAJNO; JORIS, 2004). A elevada presenca dos
miofibroblastos poderia ter sido a causa da regresséao eficaz das feridas dos animais
tratados com os géis dos extratos Exteion a 0,2 e 2%, pois foram o0s Unicos a
apresentarem o fechamento da ferida constante e progressivo.

O inicio do processo de regressao dos animais tratados com os géis dos
extratos Exteion a 0,2 e 2% também foi considerado precoce, pois de acordo com
Mott et al. (2003), o periodo exponencial de regresséo da ferida ocorre entre o 6° e
0 15° dias ap6s a lesdo, e nesses animais o periodo de regressao se iniciou ao 3°
dia apos a inducéo da ferida.

Na andlise histopatolégica do tratamento de 3 dias, o processo inflamatério
observado nos animais tratados com os géis dos dois extratos Exteion a 0,2 e 2% €
importante para o processo cicatricial (HOSGOOD, 2006), se persistir por muitos
dias, a inflamacgao pode retardar a cicatrizagédo (PINTO et al., 1997), no entanto o
processo inflamatério ndo retardou o processo cicatricial dos animais tratados com
0s géis do extrato ExtetoH.

A epitelizacdo € o recobrimento da ferida por um epitélio novo, ocorrendo a
partir das bordas da lesdo (SANTORO; GAUDINO, 2005). Ela se inicia em torno do
3° dia apo6s a lesdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008), o que ocorreu apenas

com 0s grupos tratados com os géis dos dois extratos Extetona 0,2 e 2%.



71

J& com 21 dias a ferida esta saindo da fase proliferativa e entrando na fase
de remodelagem (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008), como essas fases podem se
sobrepor (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), ¢é provavel que processos
caracteristicos de uma fase estejam ocorrendo na fase anterior.

O que pode ter ocorrido com 0s anexos, pois de acordo com Dipietro e Burns
(2003), eles sofrem regeneracao limitada a partir da fase de remodelagem, mas em
nosso trabalho, estiveram presentes em todos 0s grupos.

O epitélio mais espesso de todos os grupos com algum tipo de tratamento
aumenta a resisténcia a novos rompimentos no local da lesédo (HEDLUND, 2007).

N&o foram encontrados relatos na literatura sobre a correlacdo entre as
cristas epidérmicas e a cicatrizacdo. Mas as cristas epidérmicas sao resultado das
projecfes da camada da derme que esta em contato com a epiderme. As projecdes
dérmicas tém a funcdo de aumentar a &rea de contato entre a derme e a epiderme
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Assim, as cristas epidérmicas estariam
relacionadas com um epitélio organizado e regenerado.

Também n&o foram encontrados na literatura trabalhos que analisam o
tamanho da lesdo microscopicamente. Porém, a diminuicdo do tamanho da lesdo
diferenciou do teste de regressado da ferida, pois macroscopicamente, ao final do
tratamento de 21 dias, as lesdes apresentavam-se semelhantes em todos os
grupos, e observando o processo microscopico é possivel detectar a diferenca entre
0S grupos.

Evidenciando, que externamente a ferida pode estar fechada, mas
internamente o processo de regeneracédo tecidual ainda estd ocorrendo e que nem
todo o tecido lesionado foi recuperado, e os grupos com tamanho de lesdo menor,
ou seja os grupos 03 e 06, apresentaram regeneracdo tecidual mais rapida e
concordante com o observado macroscopicamente.

Os animais tratados com o0s géis do extrato Exteron a 0,2 e 2% foram
semelhantes entre si e auxiliaram o processo de cicatrizacdo, sendo mais eficazes
gue os controles utilizados. O controle positivo utilizado foi a Kollagenase e essa
pomada é composta por colagenase que auxilia na cicatrizagdo e cloranfenicol que
€ um antimicrobiano de amplo espectro, apesar disso, ela apresentou atividade
inferior ao extrato Exteton.

Os altos teores de flavonoides e compostos fendlicos podem ter contribuido

com a atividade do extrato Exteion, principalmente os flavonoides pois apresentam
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elevado potencial cicatrizante (D’ACAMPORA et al., 2007; SUNTAR et al., 2012). A
correlacdo entre os metabolitos majoritarios de uma planta e o seu potencial
cicatrizante foi apontada nos estudos de Gebrehiwot et al. (2015), em que
apontaram o0s terpenoides como 0S possiveis responsaveis pela atividade
cicatrizante da espécie Commiphora guidottii.

Em alguns aspectos como a epitelizacdo ao 3° dia e o tamanho da lesdo com
21 dias, o grupo tratado com a menor concentracdo do extrato (0,2%) apresentou
melhores resultados que o grupo tratado com a concentracédo de 2%, comprovando
que a concentragdo do extrato Exteron pode estar correlacionada com o
sinergismo/antagonismo entre os metabdlitos secundarios presentes na espécie.

As fibras colagenas foram quantificadas pois tem papel importante no
processo de cicatrizacao, direcionando a migracao do epitélio (HEDLUND, 2007) e
tendo funcgéo estrutural (LINSENMAYER, 1991; GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003).

Os tipos de colagenos mais frequentes na pele sao os colagenos fibrilares | e
I (LINSENMAYER, 1991). O tipo Illl é mais fino e estd presente no inicio do
processo de cicatrizacao, e durante a cicatrizacao ele é substituido pelas fibras de
colageno tipo I, que sdo mais longas e grossas (FLEISCHMAJER et al.,, 1980;
HOSGOOD, 2006).

As fibras coldgenas coradas pela técnica de Picrosirius-hematoxilina (PH),
apresentam coloracdo que varia do vermelho ao amarelo brilhante com intensa
birrefringéncia quando sé&o espessas e apresentam coloracdo esverdeada quando
sao finas (MARTINS; TAMASO; GUERRA, 2002), sendo possivel sugerir o tipo de
colageno presente, fibras espessas sugere-se que sejam fibras colagenas do Tipo |
e fibras finas sugere-se que sejam do Tipo Ill.

A maior quantidade de fibras espessas do que finas presente em todos os
grupos caracteriza a maturacao da ferida (HEDLUND, 2007).

A proporcao entre fibras colagenas do Tipo | e Tipo Ill, no tecido cutaneo
sadio, é de 4:1, e em cicatrizes do tipo queloide ou imaturas, a propor¢cao entre as
fibras colagenas é de 2:1 (STADELMANN; DIGENIS; TOBIN, 1998). Sugerindo-se
que fibras colagenas espessas sejam o Tipo | e as finas o Tipo lll, é possivel
apontar que todos os grupos analisados apresentaram a proporcédo de 4:1 ou uma
propor¢cao ainda maior, 0 que caracteriza a cicatrizagao eficaz.

Como foi relatado, alguns animais tratados com os géis do extrato Exteion a

0,2 e 2% apresentaram processo inflamatério no periodo de 21 dias apos a lesédo, o
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que pode explicar a quantidade estatisticamente inferior de fibras colagenas
espessas e superior de fibras colagenas finas na camada reticular em relacdo ao
grupo controle sem contaminacao, pois de acordo com Cotran, Kumar e Robbins
(2010) a inflamacdo elevada e demasiadamente longa inibe a proliferacdo de
fibroblastos, interferindo na producdo de colageno, principalmente de fibras

colagenas espessas, que esta presente em uma cicatriz madura.

Concluséo

O extrato Exteron das partes aéreas de S. hispida apresentaram atividade
antibacteriana com a bactéria S. aureus sensivel e resistente a meticilina. Os geéis
do extrato Exteron de S. hispida a 0,2% e 2% proporcionaram uma cicatrizacdo e
regressdo da ferida mais eficaz que a pomada comercial Kollagenase, o que pode
ser devido ao elevado teor de compostos fendlicos e flavonoides presentes nas
partes aéreas da espécie e a sua atividade antibacteriana. Assim, os géis do extrato
Exteton das partes aéreas de S. hispida podem ser utilizados no tratamento de

feridas contaminadas por S. aureus resistente a meticilina.
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Atividade cicatrizante da frag&o Fis isolada de Sebastiania hispida (Mart.) Pax.
em modelo de ferida infectada por Staphylococcus aureus resistente a

meticilina

Resumo

As infecgOes interferem no processo de cicatrizagdo de feridas e o Staphylococcus
aureus é frequentemente associado as essas infec¢des. As plantas medicinais sao
uma alternativa no auxilio da cicatrizacdo de feridas contaminadas, e a espécie
Sebastiania hispida demonstrou ter atividade cicatrizante em feridas isentas de
contaminacdo. Desta forma o propoésito deste estudo foi avaliar a eficacia do uso
topico da formulacdo de uma fracéo isolada do extrato de S. hispida em modelo
animal com ferida infectada por S. aureus resistente a meticilina. O extrato bruto
etandlico de S. hispida e trés fracBes obtidas a partir dele foram submetidas a
andlise fitoquimica e quantificacdo de flavonoides e fendis totais. Uma das fractes
foi submetida a fracionamentos quimicos e obtida uma fracdo semi-pura (Fis). A
fragcdo Fis na concentragdo de 0,2% foi utilizada no teste in vitro de atividade
antibacteriana e para o ensaio da atividade cicatrizante foi utilizada a fracdo Fis a
0,2% incorporada no veiculo gel Carbopol em ratos Wistar. Os periodos de
tratamento foram de 3 e 21 dias e realizou-se andlises macroscépica e
histopatolégica. Os dados foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA), com
p<0,05. A fracdo Fis apresentou atividade antibacteriana significativa com as duas
cepas de S. aureus, sendo necessarios 250 ug mL* para inibir o crescimento da
cepa sensivel e com a cepa resistente a atividade foi superior ao controle positivo,
sendo necessarios 125 pg mL?. Na andlise histopatolégica dos periodos de
tratamento de 3 e 21 dias, 0os animais tratados com a formulacdo da fracao Fis de S.
hispida a 0,2% apresentaram resultados superiores ao controle positivo
(Kollagenase) nos parametros de tamanho da leséo, epitélio e cristas epidérmicas, o
gue contribuiu com a melhora do processo de cicatrizagdo. Assim, a formulacdo da
fracdo Fis a 0,2% tem atividade cicatrizante sobre feridas contaminadas por S.
aureus resistente a meticilina e essa atividade € devido a composi¢ao da fracédo, que
€ uma mistura de flavonoides.

Palavras-chave
Flavonoides; Antibacteriano; Cicatrizacao.

Introducéo

O processo de cicatrizacdo tem o objetivo de recuperar a estrutura original de
um tecido lesionado (Abbas et al., 2010). Um dos fatores que interferem no
processo de cicatrizacdo sdo as infecgbes, e o Staphylococcus aureus é
frequentemente associado as infec¢des cutaneas (SANTOS et al., 2007).

Uma das caracteristicas do S. aureus é a capacidade de desenvolver cepas
resistentes a varias classes de antibioticos (Alves et al.,, 2008). As infeccbes

causadas pelas cepas resistentes de S. aureus aumentam o tempo e o custo das
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internacdes quando comparadas com as infec¢cdes causadas por cepas sensiveis
de S. aureus (Kopp et al., 2004).

As plantas medicinais sdo uma alternativa no auxilio do processo de
cicatrizacéo de feridas contaminadas, por apresentarem um arsenal de constituintes
quimicos com atividade farmacoldgica. A espécie Sebastiania hispida, conhecida
como mercurio e de ocorréncia no Pantanal e Cerrado do Mato Grosso do Sul
(Cardoso et al., 2000; Pott et al., 2000), apresentou atividade cicatrizante em feridas
de segunda intengéo, isentas de contaminacao (Rizzi et al., no prelo).

O gel do extrato bruto etandlico das partes aéreas de S. hispida apresentou
atividade antimicrobiana e cicatrizante em feridas de segunda intencao
contaminadas (dados ndo publicados), porém ndo foram encontrados relatos do
isolamento dos compostos desta espécie aos quais pudessem ser atribuidas as
suas atividades farmacoldégicas.

Fazendo-se necesséria a continuidade dos estudos com a espécie S. hispida,
0 presente estudo teve por objetivo avaliar a eficacia do uso topico da formulacao de
uma fracdo isolada de S. hispida em modelo animal com ferida infectada por S.

aureus resistente a meticilina.

Métodos
Material botanico

As partes aéreas (folhas e caules) de Sebastiania hispida (Mart.) Pax. foram
coletadas em areas com vegetacdo nativa de Campo Grande, Mato Grosso do Sul e
transportadas para a Universidade Anhanguera - Uniderp, identificadas e um
exemplar foi catalogado e incorporado ao acervo com o numero 7826. O material
coletado foi seco em estufa circuladora de ar 40 °C (MARCONI®, Modelo MA35),

triturado e armazenado.

Preparo do extrato e fracionamento

Para obtencdo do extrato etanolico bruto (Exteon), as partes aéreas moidas
foram pesadas (890,0 g) e extraidas com etanol (99,5%). A extracdo foi feita em
duas etapas, primeiro em aparelho de ultrassom (UNIDQUE®, 1450) por 60
minutos, seguido por 24 horas de extragdo por maceragao, repetindo-se este

procedimento, a temperatura ambiente, até exaustdo (10 dias). As solucdes
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resultantes apos filtragdo foram concentradas, em evaporador rotativo (Tecnal,
Modelo MA120), fornecendo o extrato bruto em etanol (31,1 g Exteton).

Parte do extrato Exteion (24,8 g) foi suspenso em 200 mL de uma mistura de
metanol/adgua 1:1 (250 mL) e submetido a particdo sucessivamente em hexano
(800,0 mL) e acetato de etila (600,0 mL). Apdés remocao dos solventes obteve-se as
fragcbes hexanica (Frex= 9,4 @), acetato de etila (Facoer= 5,2 g) e a fracdo
hidrometandlica (Frzomeon = 10,2 g).

A partir das fracdes realizou-se as analises fitoquimicas seguindo
metodologia adaptada de Matos (2009) e quantificacdo de fendis totais (Sousa et
al., 2007) e flavonoides (Peixoto Sobrinho et al., 2008).

Isolamento dos constituintes

Para o direcionamento do isolamento quimico, as fracdes (FHex, Facoet €
Freomeon) foram submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD) e a
visualizagdo dos compostos foi realizada por irradiagdo com lampada ultravioleta
(UV: 366 nm e 254 nm), e por aspersdo com solucdo de &cido sulfarico/metanol
(1:1), seguida de aquecimento e para a deteccdo de flavonoides seguiu-se
metodologia adaptada de Wagner e Bladt (2009).

Das fragOes analisadas em CCD, a fragdo Facoet (3,6 g), por apresentar teste
positivo para flavonoides, foi selecionada para o fracionamento em coluna classica
(CC) de silica gel (@ 0,063 - 0,2 mm - Merck®; 75,22 g; & 4,4 cm), eluida com
hexano/CH2Cl2, CH2CI2/CHCIs3, CHCIs/AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH/H20
fornecendo 101 fracbes de aproximadamente 13 mL cada. As fracbes foram
reunidas em 27 novas fracdes conforme semelhanca apresentada em CCD.

ApOGs recristalizacdo com metanol e acetona e analise em CCD para
flavonoides, a fracdo Cis (2,1 g) foi selecionada para ser submetida a uma nova CC
de silica gel (& 0,04 — 0,63 mm, Merck®, 47,9 g; @ 3,1 cm). Os solventes utilizados
foram hexano, CH2Cl2, CH2CIl2/CHCIs, CHCIs/AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH
fornecendo 271 fracbes de aproximadamente 13 mL cada. As fracdes foram
reunidas em 38 novas fracdes conforme semelhanca apresentada em CCD.

ApoGs recristalizacdo com metanol e acetona e analise em CCD para
flavonoides, a fracdo Fis (0,4724 g), por apresentar uma mistura de flavonoides

(Figura 1), foi selecionada para a realizagao dos testes in vitro e in vivo. De acordo
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com os resultados dos testes com o extrato bruto etandlico das partes aéreas de S.
hispida (dados nao publicados), foi selecionada a menor concentracdo que
apresentou atividade cicatrizante de feridas contaminadas, ou seja, a concentragao
de 0,2%.

Figura 1. Foto da cromatoplaca da fracdo Fis (I) e dos padrdes: quercetina (Il), &cido tanico (lll) &cido
galico (V) rutina (V). Cromatoplaca visualizada no comprimento de onda de 366 nm.

Atividade antibacteriana in vitro
Micro-organismos

O micro-organismo utilizado para os ensaios foi a bactéria Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e uma cepa de amostra hospitalar resistente a meticilina.
Como controle positivo foi utilizado a cefoxitina e o controle negativo o etanol:agua
(1:1) e os ensaios foram realizados de acordo com as recomendacgdes do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). Para a realizacdo dos testes foi preparada
uma suspensao bacteriana com densidade ajustada por comparac¢ao ao tubo n° 0,5

da escala McFarland.

Teste de difusédo em disco
O teste de difusdo em disco foi realizado em placas contendo as suspensdes
bacterianas e discos de papel (Whatman) impregnados com a fragdo Fis. Apos 24h
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as placas foram inspecionadas quanto a presenca de halos de inibicdo. O
delineamento experimental foi de trés repeticdes e foram considerados ativos halos

acima de 7 mm.

Teste de concentracdo minima inibitoria

A fracdo Fis foi diluida obtendo uma série de concentracdes na ordem de 2
mg a 0,97 ng mL*. As placas de microdiluicdo contendo a suspenc¢édo bacteriana e a
fracdo foi incubada por 24h e a leitura para determinacdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI) foi definida como a menor concentracdo onde ocorreu inibicdo do

crescimento, ou seja, auséncia de turvacao.

Atividade cicatrizante in vivo
Para a atividade cicatrizante in vivo foi utilizada uma formulagéo da fracao Fis

incorporada no veiculo a base de Gel Carbopol (70%), na concentracdo de 0,2%.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, os quais foram mantidos em
condicbes controladas de luminosidade (12 horas de luz/12 horas de escuro) e
temperatura (média de 23 °C). Os animais receberam agua e racdo comercial
Nuvital® ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
preconizadas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério e os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

da Universidade Anhanguera-Uniderp e foi autorizado sob o parecer 2941.

Procedimentos
Antes do procedimento operatorio, os animais foram anestesiados com
cloridrato de Ketamina e Xilazina, via intramuscular (Flecknell, 2009). A ferida foi
induzida até a exposicdo da fascia muscular utilizando-se um punch metalico de
diametro 8 mm e nenhuma medida de antissepsia foi adotada na ferida desses
animais.
Os grupos avaliados foram (n= 6): grupo controle com solugéo fisiolégica

0,9% (grupo 01: sem bactéria e grupo 02: com bactéria); grupo controle com



84

Carbopol em gel 70% (grupo 03); grupo controle com a pomada Kollagenase®
(grupo 04); grupo teste da formulacéo da fracdo Fis a 0,2% (grupo 07).

Os animais de todos os grupos foram inoculados com a bactéria S. aureus
resistente a oxacilina, exceto grupo 01l. Os tratamentos tOpicos ocorreram
diariamente nos periodos de 3 e 21 dias, as feridas foram mensuradas a cada 3 dias
e diariamente foi realizada a analise macroscopica da ferida. A eutanasia foi

realizada nos periodos do tratamento, com dose letal do anestésico.

Avaliacao histopatolégica

Amostras de pele foram retiradas, processadas e coradas pela técnica de
Hematoxilina-Eosina (HE) e Picrosirius-Hematoxilina (PH). A captura das imagens
das laminas coradas com PH foi realizada em fotomicroscépio Carl Zeiss acoplado a
uma microcamera Samsung. E a captura das coradas com HE foi realizada
utilizando um microscopio 6tico Nikon Eclipse E200.

Na analise histolégica das laminas coradas com HE foi verificada a reparacao
tecidual conforme o periodo de tratamento e o0s resultados histolégicos foram
agrupados qualitativamente, utilizando-se escala de simbolos. As laminas coradas
com PH foram analisadas para quantificar o percentual de fibras colagenas

presentes na regido da cicatrizacao.

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 4. Foi
realizada Analise de Variancia (ANOVA) do tipo fatorial para o teste de atividade
antibacteriana in vitro e ANOVA seguida pelo teste Tukey para andlise dos dados de
fendis totais e flavonoides.

As comparacdes intragrupos dos testes in vivo foram realizadas através do
teste t de Student para amostras relacionadas nas distribuicbes normais e do teste
de Wilcoxon nas amostras de distribuicdo ndo normal. A magnitude de variagao
intergrupos foi avaliada através da ANOVA com post hoc test de Tukey nas
amostras de distribuicdo normal e do teste de Kruskal-Wallis com post hoc test de
Dunn nas amostras de distribuicdo n&o normal.

Consideraram-se como estatisticamente significativas as comparagbes com
p<0,05.
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Resultados e Discusséao
Andlise fitoquimica e quantificagdo de compostos fendlicos e flavonoides

Nos resultados da analise fitoquimica das frac6es (FHex, Facoet € FrmeoH) €
possivel observar que a fracdo Faccet €m comparacdo com as demais fragdes
apresentou a maior diversidade de compostos quimicos (7 classes) com destaque
aos compostos fendlicos, flavonodides e triterpenos, seguida da Fumeon (6 classes),
sendo os compostos fendlicos e taninos com maior intensidade. Na Fuex foram
detectadas 4 classes de metabdlitos secundarios com predominancia dos

triterpenos e esteroides (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado das andlises fitoquimicas das fracdes (Frex, Facoet € Frmmeon) de Sebastiania
hispida, coletada em Campo Grande — MS

Metabélitos Secundarios riex FEQI’Q?:;OES FR/MEoR
Compostos Fendlicos + +++ +++
Taninos - + +++
Flavonoides + +++ ++
Flavonois ++ +
Antraquinonas - + -
Triterpenos ++ +++ -
Esteroides +++ ++ -
Glicosideos Cardiotbnicos - - +
Saponinas - - ++
F. T. (mg de equivalentes de acido galico/g) 55,4b £ 0,4 226,2c+1,1 112,8d £ 0,1
F. (mg de equivalentes de quercetina/qg) 36,6b +0,8 148,3c £ 0,7 99,4d £ 0,5

Fracdo Hexanica= FHex; Fracdo acetato de etila= FAcoet; Fragdo hidrometandlica= FH/MeOH. + (menor intensidade), ++ (média intensidade), +++ (maior
intensidade), ( - ) Negativo. F. T. = fendis totais em mg de equivalentes de acido galico/g). F.= flavonoides totais em mg de equivalentes de quercetina/g.

O teor de fendis totais e flavonoides foi estatisticamente superior na fracao
Facoet (F.T. = 226,2 + 1,1 mg 100g?, F. = 148,3 + 0,7 mg 100g?), em relacdo as
demais fracbes. Com esses dados é possivel observar que os flavonoides
representam mais de 60% dos compostos fendélicos presentes na Facoet.

Um estudo fitoquimico realizado com o extrato bruto etandlico de S. hispida
mostrou que essa espécie é rica em compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos e
esteroides (dados nao publicados). Branco e Pizzolatti (2002) identificaram a
presenca de esteroides e triterpenos no extrato hexanico de S. argutidens, assim

como observado na fragéo Frex de S. hispida.

Atividade antibacteriana in vitro

A tabela 2 apresenta os resultados da atividade antibacteriana de Sebastiania
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hispida.

Tabela 2. Valores dos halos de inibi¢cdo do teste de difusdo em disco e das concentragfes minimas
inibitérias do crescimento de Staphylococcus aureus sensivel e resistente a meticilina a partir do teste
com a fracdo Fis de Sebastiania hispida.

Difusé@o em disco CMI
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Sensivel Resistente Sensivel Resistente
(mm) (mm) (gmLY)  (ugmL™)
Fracdo Fi5 0,2% 9,3+ 0,34 bA 8,3+ 0,34 bA 250 125
Controle positivo (cefoxitina) 32,3+5,34 aA Inativo cB 62,5 1000
Controle negativo (etanol:agua) Inativo cA Inativo cA - -

CMI — concentragdo minima inibitéria. ANOVA fatorial ao nivel de 1% de probabilidade. Letras minUsculas para colunas, e letras mailsculas para linhas.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

No teste da atividade antibacteriana foi utilizada a cefoxitina, pois segundo o
CLSI a cefoxitina é o antibiético mais indicado para a realizacao de testes a fim de
comprovar a resisténcia a meticilina. E de fato, nos dois testes foi comprovada a
sensibilidade da cepa padrédo ATCC 25923 e a resisténcia da amostra hospitalar.

Nos dois testes a fracdo Fis apresentou atividade inibitoria do crescimento
das duas cepas. No teste de difusdo em disco essa atividade foi semelhante, ja no
teste de CMI a fracdo Fis foi estatisticamente superior ao controle positivo, sendo
necessario apenas 125 pg mL para o inibir o crescimento da cepa de S. aureus
resistente a meticilina.

A atividade antibacteriana da fragédo Fis foi superior a agdo apresentada pelo
extrato bruto etandlico da mesma espécie, pois foram necessarios 500 pg mL* do
extrato bruto etandlico a 0,2% para inibir o crescimento das cepas de S. aureus
sensivel e resistente a meticilina (dados ndo publicados).

Esses dados demonstram que apesar da pequena quantidade de extrato
bruto etandlico necessaria para inibir o crescimento do S. aureus, com a fracdo Fis a
concentracdo necessaria foi menor ainda. Comprovando que 0S compostos
presentes no extrato bruto etandlico apresentavam antagonismo, diminuindo a sua
atividade antibacteriana (dados nao publicados), e o isolamento de uma mistura de
flavonoides proporcionou a mesma atividade com uma concentragdo menor.

Eom et al. (2016) observaram que uma sub-fragcéo isolada da fracdo acetato
de etila da espécie Ponciruss trifoliata apresentou elevada atividade antibacteriana
com cepas de S. aureus resistente a meticilina com valores de CMI semelhantes
aos encontrados em nosso estudo, sendo que a fragdo Fis também foi isolada de

uma fracédo acetato de etila.
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Os flavonoides que compdem a fracdo Fis sdo os responséveis pela atividade
antibacteriana, pois varios autores relatam que diversos tipos de flavonoides tém
acao antibacteriana, inclusive com cepas resistentes (Rauha et al., 2000; Xu e Lee,
2001). Cushnie e Lamb (2005) relataram que a atividade antibacteriana dos
flavonoides ocorre através da inibicdo da sintese do acido nucléico, inibicdo da
funcdo da membrana citoplasmatica e/ou a inibicdo do metabolismo energético das
bactérias.

De acordo com Arima et al. (2002), em um trabalho realizado com Bacillus
cereus e Salmonella enteritidis, foi comprovado que flavonoides distintos, ao serem
unidos, apresentaram maior atividade antibacteriana do que quando estes
flavonoides estavam isolados. O que pode ter contribuido para a acao da fracao Fais,

pois ela é composta por uma mistura de flavonoides.

Atividade cicatrizante in vivo
Analise macroscépica

A hemorragia esteve presente apenas no dia da realizacdo da lesdo e os
animais do grupo tratado com a formulacdo da fracdo Fis de S. hispida a 0,2%
apresentaram crosta até o 12° dia apos a lesdo. Os animais também foram
avaliados quanto ao peso no inicio e final dos tratamentos de 3 e 21 dias e a figura
2 apresenta a quantidade de gramas que 0s animais ganharam/perderam durante

0S experimentos.
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Figura 2. Comparagéo dos pesos entre 0s animais por grupo de estudo. A — tratamento de trés dias
(ANOVA, p = 0,0455; “+” p<0,05 em relagdo ao grupo 02; “#” p<0,05 em relagédo ao grupo 04). B —
tratamento de 21 dias. Grupo 01 - controle sem contaminacdo; grupo 02 — controle com
contaminacgédo; grupo 03 — tratado com Carbool gel 70%; grupo 04 - tratado com Kollagenase; grupo
07 - formulacéo da fracdo Fis de S. hispida a 0,2%.

No experimento de 3 dias, apenas o grupo 04 ganhou peso apds o
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tratamento e o grupo 07 foi o que mais perdeu peso. Ja no experimento de 21 dias,
todos os animais ganharam peso.

No tratamento de 3 dias, a perda de peso pode estar relacionada o pos-
operatorio, pois os animais ficam mais debilitados e se alimentam menos apés a
cirurgia e anestesia. Na literatura, ha relatos de perda de peso ap0s a realizacédo de
lesbes cutaneas, e Batista et al. (2012), observaram a perda de peso apenas nos
primeiros dias apos a lesdo, semelhante ao observado em nossos estudos.

Os resultados da analise de peso foram semelhantes aos encontrados com o
gel do extrato bruto etandlico de S. hispida, em que 0s animais apresentaram perda
de peso apenas no tratamento de 3 dias (dados nao publicados).

A avaliacdo da contracdo da ferida pode indicar como estd o processo de
cicatrizacdo e ndo houve diferenca significativa nas porcentagens de regressao nos
tratamentos de 3 e 21 dias e apenas para o tratamento de 21 dias foi realizada a

analise da regresséo da ferida intragrupo, medida a cada trés dias (Figura 3).
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Figura 3. Comparacao dos valores referentes as areas das feridas no tratamento de 21 dias.

A - o grupo 01 — controle sem contaminacdo (Kruskal-Wallis; p<0,0001; “*” p<0,01 em relacdo ao

tempo inicial, “+” p<0,001 em relagédo ao tempo inicial, “#” p<0,05 em relagdo aos 03 dias, “0” p<0,01
em relacéo aos 03 dias). B - grupo 02 — controle com contaminacdo (ANOVA,; p<0,0001, “+” p<0,001
em relagdo ao tempo inicial, “+” p<0,001 em relagéo aos 03 dias, “#” p<0,001 em relagdo aos 06 dias,
“0” p<0,05 em relacdo aos 09 dias, “x” p<0,01 em relagdo aos 09 dias). C -grupo 03 — tratado com
Carbopol gel 70% (ANOVA; p<0,0001, “*” p<0,001 em relacdo ao tempo inicial, “+” p<0,001 em
relagcdo aos 03 dias, “#” p<0,05 em relagdo aos 06 dias, “0” p<0,01 em relagdo aos 06 dias, “x”
p<0,001 em relacdo aos 06 dias). D - grupo 04 - tratado com Kollagenase (ANOVA,; p<0,0001, “*”

p<0,001 em relagcédo ao tempo inicial, “+” p<0,001 em relagdo aos 03 dias, “0” p<0,05 em relagao aos
03 dias, “x” p<0,01 em relagdo aos 06 dias, “#” p<0,001 em relagdo aos 06 dias). E - grupo 07 -
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formulagéo da fracdo Fis de S. hispida a 0,2% (Kruskal-Wallis; p<0,0001, “+” p<0,01 em relagdo ao

tempo inicial, “+” p<0,001 em relagdo ao tempo inicial, “#” p<0,05 em relagdo aos 03 dias, “0” p<0,01
em relacao aos 03 dias, “x” p<0,05 em relagéo aos 06 dias).

Os grupos 02, 03 e 04 se comportaram de forma semelhante, com apenas
duas regressdes significativas.

O grupo 07, apesar de ter apresentado duas regressdes, se mostrou similar
ao grupo 01 (com apenas uma regressao), pois a diferenga entre o tamanho da
lesé@o, nesses dois grupos, so foi significativa a partir do 15° dia.

De acordo com Ferguson et al. (2004) os flavonoides tém atividade anti-
proliferativa em células tumorais e, devido a essa atividade, eles poderiam retardar a
proliferacdo de células no local da lesdo. Esse fator pode ter contribuido para a
contracdo da ferida mais lenta nos animais tratados com a formulacéo da fragéo Fis.

A formulacdo da fracdo Fis apresentou atividade inferior ao gel do extrato
bruto etandlico de S. hispida, sendo que o extrato bruto auxiliou a regressdo da
ferida com o inicio da regressao significativa a partir do 3° dia apés a lesdo (dados
nao publicados), demonstrando que a fracdo obtida ndo possui 0s metabolitos

secundarios do extrato bruto resposaveis pelo fechamento da ferida.

Andlise histopatoldgica

Na analise histopatolégica dos animais do tratamento de 3 dias, foi possivel
observar que os animais de todos o0s grupos apresentaram hemorragia e
neovascularizacao.

O processo inflamatério foi mais frequente e intenso no grupo tratado com a
formulacéo da fracdo de S. hispida, diferindo do grupo controle sem contaminacao e
do grupo tratado com o gel Carbopol. Como o processo inflamatério ocorre
normalmente durante um periodo de trés dias (Tazima et al., 2008), a inflamacéao
presente no nos animais tratados com a formulacdo da fracdo, nesse periodo de
tratamento, ndo interferiu negativamente no processo cicatricial.

Os animais tratados com a formulacdo da fracdo Fis de S. hispida a 0,2% se
destacaram quanto a epitelizacdo, apresentando maior area com epitélio em
formacdo do que todos os grupos, 0 que cooperou com a rapidez do processo de
fechamento da ferida.

Os parametros avaliados nos grupos do tratamento de 21 dias estao

apresentados na tabela 3.
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Tabela 3. Quantificacdo histopatolégica aos 21 dias de tratamento.

Variavel p-valor

G2 versus G1, p = 0,0008
x G2 versus G3, p=0,0123
Tamanho da leséo 0,0039 G2 versus G7. p = 0,0008
G1 versus G3, p =0,0123
G1 versus G4, p = 0,0037
G1 versus G7, p = 0,0008
G2 versus G3, p=0,0123
Epitélio <0,0001 G2 versus G4, p = 0,0037

G2 versus G7, p = 0,0008

G3 versus G7, p = 0,0008

G4 versus G7, p = 0,0037

G1 versus G2, p=0,0123
G1 versus G3, p = 0,0008
G1 versus G7, p = 0,0008

Cristas epidérmicas <0,0001 G2 versus G7. p = 0,0008
G3 versus G7, p = 0,0008
G4 versus G7, p = 0,0037
Anexos 0,3684 -

Teste G de independéncia, p<0,05. G1 (grupo 01): controle sem contaminac&o; G2 (grupo 02): controle com contaminacdo; G3 (grupo 03): tratado com gel carbopol; G4

(grupo 04): tratado com Kollagenase®; G7 (grupo 07): tratado com a formulagéo da fragéo F15 de S. hispida a 0,2%.

O tamanho da lesdo esta atrelado a reconstituicdo original do tecido epitelial,
e € baseado no tamanho do sitio de lesdo que ainda ndo apresenta fibras coladgenas
completamente reorganizadas e epitélio completamente restaurado. Os grupos 01,
03 e 07 apresentaram tamanho de lesdo menor que o grupo 02.

Apesar da diminuicdo no tamanho da leséo ter diferido da regresséo da ferida
observada macroscopicamente, em que ao final do tratamento de 21 dias, as lesdes
apresentavam-se semelhantes em todos os grupos, nao foi possivel atribuir a algum
tratamento em especifico a capacidade de interferir no tamanho da lesdo. Porém, a
contaminacdo e a falta de tratamento dos animais do grupo 02, pode ter
influenciado negativamente na reconstituicao do epitélio.

Todos os animais com algum tipo de tratamento (sejam o gel Carbopol, a
pomada Kollagenase, ou o grupo tradado com a formulacdo da fracdo Fis de S.
hispida) apresentaram um epitélio mais espesso do que 0s animais dos grupos
controle com e sem contaminagao.

Assim como observado no tratamento de 3 dias, em que a epitelizagcéo
estava maior nos animais do grupo tratado com a formulacdo da fracdo Fis de S.
hispida a 0,2%, esse grupo também se destacou no 21° dia de tratamento, pois 0
epitélio apresentou-se mais espesso que dos animais dos outros grupos. Portanto, o

uso da formulagéo da fragdo Fis de S. hispida a 0,2%, favoreceu o espessamento
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do epitélio, tornando a ferida mais resistente a novos rompimentos.

Quanto as cristas epidérmicas, o grupo tratado com a formulacdo da fracéo
Fis de S. hispida a 0,2% apresentou maior presenca de cristas que todos 0s outros
grupos. Nao foram encontrados relatos na literatura sobre a correlagdo entre as
cristas epidérmicas e a cicatrizacdo. Mas as cristas epidérmicas sao projecdes da
camada da epiderme que tem a funcdo de aumentar a area de contato entre a
derme e a epiderme (Junqueira e Carneiro, 2013). Assim, as cristas epidérmicas
estariam relacionadas com um epitélio organizado e regenerado.

De acordo com Dipietro e Burns (2003) os anexos sofrem regeneracao
limitada a partir da fase cicatricial denominada remodelagem, que se inicia em torno
de 21 dias apos a lesdo, entretanto os animais de todos 0S grupos possuiam
anexos.

Em diversos parametros a formulacédo da fracdo Fis de S. hispida a 0,2% foi
superior a pomada comercial Kollagenase. Essa pomada, além de ser cicatrizante,
possui em sua composi¢do um anitmicrobiano de amplo espectro, entretanto ela foi
inferior aos flavonoides que compem a fracdo Fis. A formulacdo da fragdo Fis
também foi mais eficaz que o extrato bruto etandlico de S. hispida nos parametros
epitélio e cristas epidérmicas (dados nao publicados).

A formulacédo da fracdo Fis de S. hispida a 0,2% foi superior a todos os
grupos nos parametros de tamanho da lesao, epitélio e cristas epidérmicas, o que
contribuiu com a melhora do processo de cicatrizagdo. A composi¢cado da fracao,
uma mistura de flavonoides, poderia ter contribuido pois diversos trabalhos
evidenciam que os flavonoides apresentam elevado potencial cicatrizante
(D’Acampora et al., 2007; Suntar et al., 2012).

Hayouni et al. (2011) observaram que 0 sequestro de radicais livres e a
supressdo da peroxidacao lipidica do extrato de Punica granatum tem correlacéo
com a acao cicatrizante dessa espécie e de acordo com Havsteen (2002), os
flavonoides tem a capacidade de sequestrar radicais livres e de suprimir a
peroxidacao lipidica, o que poderia auxiliar na cicatrizacao.

A capacidade de atuar como vasodilatador e de reduzir a agregacao
plaguetaria também poderiam contribuir significativamente com o auxilio da
cicatrizagdo, além das atividades antimicrobiana e anti-inflamatoria de diversos
flavonoides, ja que a inflamacéo e as infec¢cbes retardam o processo de cicatrizacao
(Havsteen, 2002).



92

Figura 4. Imagens representado o processo cicatricial para o tratamento de 21 dias do grupo 07 -
formulacéo da fracdo Fis de S. hispida a 0,2%. A — setas indicando o epitélio espesso e a presenca de
cristas epidérmicas. Hematoxilina-Eosina (HE). Aumento de 100x. Barra de 100 pm. B — seta
indicando a presenca de anexos. HE. Aumento de 100x. Barra de 100 um. C — imagem evidenciando
a formacdao de glandula sebacea. HE. Aumento de 400x. Barra de 100 pm.

A quantificacdo de fibras colagenas pode indicar como esta o processo de
cicatrizacdo, devido a sua capacidade de direcionar a migracdo do epitélio (Hedlund,
2007), além de ter funcédo estrutural (Gelse et al., 2003). Os tipos de coladgenos mais
frequentes na pele sdo o colageno fibrilar tipo Ill que possui fibras finas e esta
presente no inicio do processo cicatrizacao, e é substituido, durante esse processo,
pelas fibras de colageno do tipo I, que sdo mais longas e grossas (Hosgood, 2006).

Os animais de todos os grupos se comportaram de modo semelhante na
camada papilar e reticular quanto a espessura e quantidade de fibras colagenas nos
tratamentos de 3 e 21 dias, apresentando maior quantidade de fibras colagenas
espessas do que finas, o que caracteriza a maturacéo da ferida (Hedlund, 2007).

Com 03 dias de tratamento, as fibras colagenas apresentavam-se mais
desorganizadas nos grupos 01, 02, 03 e 04 e mais e organizadas no grupo 07, ja
com 21 dias a organizacao das fibras colagenas estavam semelhantes em todos os

grupos (Figura 5).
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Figura 5. Imagem das laminas coradas com Picrosirius-hematoxilina (PH). A - fibras colagenas
desorganizadas nos grupos 01 - controle sem contaminacéo, 02 - controle com contaminacéo, 03 - gel
carbopol e 04 - pomada Kollagenase, no tratamento de 3 dias. B - fibras coldgenas organizadas do
grupo 07 - formulacdo da fracdo Fis de S. hispida a 0,2%, no tratamento de 3 dias. C - fibras
colagenas organizadas no tratamento de 21 dias de todos os grupos. Aumento de 200x. Barra de 100
pm.

Os animais tratados com a formulagéo da fracéo Fis de S. hispida a 0,2% nao
apresentaram diferenca significativa na quantidade de fibras de colageno. Pode ser
devido aos flavonoides apresentarem atividade anti-proliferativa de células
(Ferguson et al., 2004), o que influenciaria na proliferacao de fibroblastos, que séo
0s responsaveis pela renovacao de colageno no local da leséo.

Apesar dessa atividade anti-proliferativa, os flavonoides tém outras atividades
gue contribuem para a melhora do processo cicatricial, como o sequestro de radicais
livres e a supressao da peroxidagéo lipidica (Havsteen, 2002).

A atividade antibacteriana observada com a fracdo Fis também contribui com

a melhora da cicatrizacéo das feridas, pois reduz o risco de infecgéo.

Concluséo
A fracao Fis inibiu o crescimento da bactéria S. aureus sensivel e resistente a

meticilina e com a cepa resistente essa atividade foi significativamente superior ao
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controle positivo utilizado. A formulacéo da fragéo Fis de S. hispida a 0,2% tem acao
cicatrizante sobre feridas contaminadas por S. aureus resistente a meticilina, sendo
mais eficaz que a pomada comercial Kollagenase. Essas atividades s&o atribuidas a

composicao da fracdo, que é uma mistura de flavonoides.
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6 CONCLUSAO

Os géis do extrato etandlico das partes aéreas de S. hispida e da fragdo Fis
podem ser utilizados no tratamento de feridas contaminadas por S. aureus
resistente a meticilina, pois foram mais eficazes que a pomada comercial
Kollagenase. A fracdo Fis foi a que apresentou melhores resultados no combate a
infecc@o e no auxilio do processo de cicatrizagdo. E, para futuros trabalhos, sugere-
se uma formulacdo empregando os extratos e a fracdo na area de nanotecnologia
utilizando o enriquecimento, por exemplo, com o acido ferdlico, um composto

fendlico que ativa a producédo de colageno.



APENDICE |
Dados obtidos da coluna cromatogréfica classica da fracdo acetato de etila
Cédigo Fracdes reunidas Eluente Massa (mg)

Ci1 Fi2 Hexano/CH2Cl> 50% 32,2

Ci2 F3-17 Hexano/CH2Cl> 80% 538,4
Cis Fis CH2CI2/CHCI3 30% 19,6

Cia Fi9-27 CH2CI2/CHCI3 70% 1105,4
Cis F2s-33 CHCIs/AcOEt 30% 435,7
Cis F34-36 CHCI3/AcOEt 30% 259,3
Cu7 F37.41 CHCI3/AcOEt 50% 443,1
Cis Fa2-50 CHCIs/AcOEt 60% 766,4
Cio Fs1-54 CHCIs/AcOEt 80% 257,3
Ci10 Fss-60 CHCIs/AcOEt 90% 463,8
Cin Fe1 CHCI3/AcOEt 95% 244

Cr12 Fe2 CHCI3/AcOEt 95% 188,7
Cui13 Fe3-65 CHCI3/AcOEt 95% 405,4
Cr1a Fe6-68 AcOEt 138,1
Ciis Feo AcOEt/MeOH 20% 9,4

Cui16 F7o0-71 AcOEt/MeOH 20% 2069,7
Cua7 F72-73 AcOEt/MeOH 20% 2417
Ci1s F74 AcOEt/MeOH 40% 112,6
C110 F7s-77 AcOEt/MeOH 50% 436,9
Ci20 Fzs AcOEt/MeOH 60% 175,5
Ci21 F79-80 AcOEt/MeOH 70% 211,7
Ci2 Fsi-s2 AcOEt/MeOH 80% 210,8
Ci23 Fss3 AcOEt/MeOH 90% 102,2
Ci24 Fsa-ss AcOEt/MeOH 90% 320,7
Ci2s Fs9-04 MeOH 223,7
C1.26 Fos-99 MeOH/H20 20% 114.,6
Ci.27 F100-101 MeOH/H20 20% 56,8
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APENDICE I
Dados obtidos da coluna cromatogréfica da fragdo Fro-71 (C1.16)

Cédigo Fracdes reunidas Eluente Massa (mg)
Ca1 F1-70 Hexano, CH2Cl>, CHCI3 24,1
Ca2 F71-03 CHCIs/AcOEt 40% 20,9
Cas Fos-104 CHCI3/AcOEt 45% 24,6
Caas F1o0s-119 CHCIs/AcOEt 50% 25,4
Cas F120-133 CHCIs:/AcOEt 60% 15,9
C2s F134-138 CHCIs/AcOEt 65% 16,2
Ca7 F139-150 CHCIs/AcOEt 70% 31,6
Cas Fis1-154 CHCIs/AcOEt 75% 31,7
Cao F155-156 CHCIs/AcOEt 75% 8,1
C2.10 F1s7-160 CHCIs/AcOEt 80% 37,5
Caou1 Fi61-164 CHCI3/AcOEt 90% 18
Caa12 Fies5-173 AcOEt 125,2
Cois F174-176 AcOEt/MeOH 2,5% 52,9
Ca14 F177-178 AcOEt/MeOH 5% 40,7
C2ais F179-188 AcOEt/MeOH 12,5% 472.,4
C216 Faiso AcOEt/MeOH 10% 43,7
Coa7 F190-101 AcOEt/MeOH 12,5% 59,8
C.1s F192-104 AcOEt/MeOH 15% 54,8
C2.10 F195-196 AcOEt/MeOH 17,5% 17,9
C220 Fio7 AcOEt/MeOH 20% 29,7
Coo1 F198-199 AcOEt/MeOH 22,5% 50,7
Ca22 F200-202 AcOEt/MeOH 25% 47,2
Co.23 F203-205 AcOEt/MeOH 27,5% 60,8
Ca24 F206-215 AcOEt/MeOH 30% 245,8
Ca2s F216-226 AcOEt/MeOH 35% 159,5
C2.26 F227-233 AcOEt/MeOH 40% 63,9
C227 F234-235 AcOEt/MeOH 45% 41,6
Ca.28 F236-241 AcOEt/MeOH 50% 130,3
C2.29 F242.244 AcOEt/MeOH 55% 32,5
C230 F245.248 AcOEt/MeOH 60% 10,6
Caa1 F249-250 AcOEt/MeOH 65% 20,1
Caa F251-253 AcOEt/MeOH 70% 17,1
C233 F254-256 AcOEt/MeOH 75% 26,4
Ca34 F257-258 AcOEt/MeOH 80% 19,4
C2ss F259-261 AcOEt/MeOH 85% 11,9
C236 F262-264 AcOEt/MeOH 90% 7,8
Caa7 F265-266 AcOEt/MeOH 95% 16,6
Ca.3s Fas7-271 MeOH 16,5
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APENDICE Il

Peso inicial e final dos animais do tratamento de 3 dias.

Tratamento de 3 dias
Grupo Individuo Peso inicial (gramas) Peso final (gramas)
Gl 1 240 235
Gl 2 230 225
Gl 3 245 250
Gl 4 260 255
Gl 5 230 225
Gl 6 245 240
G2 1 250 240
G2 2 200 200
G2 3 250 245
G2 4 225 220
G2 5 240 225
G2 6 235 230
G3 1 225 215
G3 2 235 235
G3 3 210 215
G3 4 215 215
G3 5 280 285
G3 6 240 230
G4 1 190 200
G4 2 190 205
G4 3 185 195
G4 4 195 210
G4 5 180 185
G4 6 180 190
G5 1 340 310
G5 2 335 330
G5 — morte 3 315
G5 — morte 4 275
G5 5 295 280
G5 6 360 320
G6 1 250 250
G6 2 205 185
G6 3 230 225
G6 4 230 230
G6 5 225 220
G6 6 235 225
G7 1 230 220
G7 2 220 215
G7 3 230 220
G7 4 255 250
G7 5 225 220
G7 6 245 240
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APENDICE IV

Peso inicial e final dos animais do tratamento de 21 dias.

Tratamento de 21 dias
Grupo Individuo Peso inicial (gramas) Peso final (gramas)
Gl 1 210 265
Gl 2 215 265
Gl 3 215 270
Gl 4 260 310
Gl 5 210 250
Gl 6 205 240
G2 1 225 265
G2 2 205 230
G2 3 210 245
G2 4 205 245
G2 5 205 265
G2 6 205 245
G3 1 205 275
G3 2 225 280
G3 3 185 225
G3 4 190 240
G3 5 220 300
G3 6 210 255
G4 1 180 215
G4 2 245 280
G4 3 190 255
G4 4 170 230
G4 5 210 265
G4 6 185 245
G5 1 180 240
G5 2 210 280
G5 3 155 220
G5 4 170 215
G5 5 200 240
G5 6 205 265
G6 1 190 255
G6 2 240 300
G6 3 185 245
G6 4 225 285
G6 5 215 270
G6 6 215 285
G7 1 230 290
G7 2 235 300
G7 3 205 260
G7 4 225 290
G7 5 225 280
G7 6 215 250
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APENDICE V
Andlise histopatoldgica dos animais dos grupos do tratamento de 3 dias
3 dias HE — todos com crosta

Ratos/ Hemorragia Processo Neovascularizacdo | Epitelizacéo Outros
grupo inflamatério
G1 A1 +++ 0 +++ +
Gl A2 +++ 0 +++ +
G1 A3 0 0 + +
Gl A4 +++ + +++ +
Gl A5 + 0 +++ +
G1l A6 + + +++ 0
G2 A1 + 0 ++ + granuloma
G2 A2 + 0 + +
G2 A3 ++ + +++ +
G2 A4 +++ + +++ +
G2 A5 +++ 0 ++ +
G2 A6 + ++ + +
G3 A1 ++ ++ +++ +
G3 A2 ++ +++ ++ +
G3 A3 ++ ++ ++ +
G3 A4 +++ +++ +++ +
G3 A5 +++ +++ ++ + granuloma
G3 A6 ++ +++ +++ +
G4 A1 ++ ++ +++ +
G4 A2 ++ ++ ++ +
G4 A3 + ++ ++ +
G4 A4 + + ++ +
G4 A5 + +++ +++ +
G4 A6 ++ ++ ++ +
G5 A1 + +++ ++ ++
G5 A2 ++ ++ ++ ++

G5 A3 - - - - -
morte

G5 A4 — - - - -
morte
G5 A5 + + ++ ++
G5 A6 ++ +++ +++ +
G6 A1 + ++ + +
G6 A2 ++ + + +
G6 A3 ++ ++ +++ ++
G6 A4 ++ +++ ++ ++
G6 A5 + + ++ +
G6 A6 + +++ + ++
G7 A ++ ++ + +++
G7 A2 ++ ++ ++ +++
G7 A3 + ++ ++ +++
G7 A4 ++ + ++ +++
G7 A5 ++ ++ ++ +++
G7 A6 + ++ ++ +++




APENDICE VI
Andlise histopatoldgica dos animais dos grupos do tratamento de 21 dias
21 dias HE
Ratos/ | Epitélio | Anexos Cristas Tamanho Outros
grupo epidérmicas | daleséo
Gl A ++ + + +
Gl A2 ++ ++ + +
G1l A3 ++ + + +
Gl A4 ++ + + +
Gl A5 ++ + + +
G1l A6 ++ + + +
G2 A1 + 0 0 +++ Leito capilar intenso
G2 A2 + 0 0 +++ Leito capilar leve e crosta, devido
a machucado causado pelo
préprio animal e com processo
inflamatorio
G2 A3 + 0 0 +++ Leito capilar leve
G2 A4 + + + +++ Leito capilar leve
G2 A5 + ++ 0 +++ Leito capilar leve
G2 A6 + ++ 0 +++ Leito capilar leve e processo
inflamatdrio focal
G3 A1 ++ + 0 +++ Leito capilar leve
G3 A2 ++ + 0 ++ Leito capilar leve e processo
inflamatério focal
G3 A3 ++ 0 0 ++ Leito capilar moderado
G3 /M4 + 0 0 + Leito capilar intenso
G3 A5 ++ 0 0 + Leito capilar leve
G3 A6 ++ 0 0 + Leito capilar leve
G4 A1 ++ 0 0 +++ Leito capilar leve e hemorragia
moderada, em dois pontos
G4 A2 ++ + 0 +++
G4 A3 ++ + 0 + hemorragia moderada
G4 M4 ++ 0 + +++ hemorragia moderada
G4 A5 ++ 0 0 +
G4 A6 ++ ++ 0 +
G5 A1 ++ + + +++ Focos hemorragicos moderados
G5 A2 + ++ + + Processo inflamatério e
hemorrégico
G5 A3 ++ 0 + +++ Hemorragia intensa
G5 M4 ++ + + + Processo inflamatério focal
G5 A5 ++ 0 + + Processo inflamatério focal
G5 A6 ++ 0 + ++ Processo inflamatério focal
G6 A1 ++ 0 + +
G6 A2 ++ + + +
G6 A3 ++ + + ++ Processo inflamat6rio focal
G6 M4 + 0 0 + Processo inflamatério focal
G6 A5 ++ 0 + + Hemorragia e processo
inflamatério focal
G6 A6 ++ + + +
G7 M1 +++ 0 ++ +
G7 A2 +++ 0 ++ +
G7 A3 +++ 0 ++ +
G7 A4 +++ + ++ +
G7 A5 +++ ++ ++ +
G7 A6 +++ ++ ++ +
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