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RESUMO

A pesquisa objetivou avaliar o potencial antimicrobiano e cicatrizante de feridas do
extrato etandlico de folhas de Tabebuia aurea. O estimulo governamental as
pesquisas cientificas que busquem novas opc¢des de tratamento a base de plantas
medicinais, a necessidade de comprovacao de eficacia e seguranca terapéutica para
a utilizacdo do material vegetal pela populacdo e que plantas do género Tabebuia,
gue possuem atividades biolégicas cientificamente comprovadas e ademais, estédo
presentes em grande numero em solo brasileiro justificam este estudo. Para a
concretizacao dos objetivos propostos, foi realizado o preparo do extrato etandlico de
folhas de Tabebuia aurea (EETA), em seguida, realizou-se seu fracionamento obtendo
as fragBes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metandlica. Foram realizados
testes de prospeccéo fitoquimica, avaliacdo da viabilidade celular in vitro pelo método
de Metiltetrazélio, determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) para
bactérias e fungos e avaliacdo da atividade cicatrizante de feridas cutaneas em ratos
a partir da aplicacédo topica do EETA a 5%. A prospeccao fitoquimica foi positiva para
alguns metabdlitos secundarios da classe dos compostos fendlicos e esteroides. O
teste de citotoxidade em células da linhagem J774.A1 demonstrou citotoxidade nas
concentracfes de 500, 100 e 10 pug/mL e viabilidade celular na concentracao de 1
png/mL. Na avaliagdo da CIM, o EETA n&o inibiu o crescimento dos microrganismos
testados, muito embora as fracdes hexanica e cloroformica do EETA demonstraram
atividade na concentracédo de 1000 pug/mL para a bactéria Escherichia coli. Nenhuma
das fragGes inibiu o fungo Candida albicans. No estudo da atividade cicatrizante de
feridas na avaliacdo macroscopica das feridas, o grupo EETA apresentou menor rubor
perilesional e inflamagcdo no processo inicial da cicatrizacdo e formacdo de crosta
espessa aderida a ferida, o que interferiu na retracdo das bordas apresentando
percentual de contracdo negativo até o 11° dia de tratamento (-35,40%, -8,85% e -
1,18%) e positivo no 14° (22,71%). Os grupos controles positivo e negativo
demonstraram semelhanca na evolucao da cicatrizacdo, apresentando percentual de
contracao de 85,54% e 80,23%, respectivamente, no 14° dia. A analise histopatolgica
das feridas ndo demonstrou significancia estatistica na cicatrizacdo entre os grupos
no 3° e 7° dias, e significancia para o grupo EETA no 14° dia, mostrando reepitelizacao
inferior aos grupos positivo e negativo relacionado a formacgéo de crosta. A avaliacao
macroscopica e histopatologica do figado e dos rins ndo apresentou sinais de
toxicidade assim como nédo houve alteragédo na avaliacdo bioquimica, indicando que o
EETA utilizado topicamente por 14 dias ndo promove danos no modelo animal
utilizado. Conclui-se que o EETA néo possui atividade antimicrobiana e as fracoes
hexanica e cloroférmica possuem fraca atividade para a bactéria E. coli; demonstrou
citotoxicidade in vitro em concentracao a partir de 10 pg/mL e auséncia de toxicidade
in vivo; sua atividade cicatrizante ndo foi superior aos controles avaliados neste
estudo. Sugere-se investir em estudos que avaliem a atividade anti-inflamatéria do
EETA.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Tabebuia aurea; Antimicrobianos; Cicatrizacao
de feridas; Enfermagem



ABSTRACT

The research aimed to evaluate the antimicrobial potential and healing of wounds of
the ethanol extract of leaves of Tabebuia aurea. The government stimulus to scientific
research to seek new treatment options based on medicinal plants; the need for proof
of efficacy and safety for the use of plant material by the population; and Tabebuia
genus plants have scientifically proven biological activities and in addition, are present
in large numbers on Brazilian soil justify this study. To achieve the proposed objectives
was carried out the preparation of the ethanol extract of leaves of Tabebuia aurea
(EETA), and then held its fractionation, obtaining the fractions hexane, chloroform,
ethyl acetate and methanol. Phytochemical tests were conducted assessing cell
viability in vitro by Methyl tetrazolium method of determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) for bacteria and fungi and evaluation of the healing activity of skin
wounds in rats from topical application of EETA 5%. The phytochemical screening was
positive for some secondary metabolites of the class of phenolic compounds and
steroids. The cytotoxicity test J774.A1 lineage cells showed cytotoxicity at
concentrations of 500, 100 and 10 pg/mL and cell viability at the concentration of 1
png/mL. In assessing the MIC, the EETA did not inhibit the growth of microorganisms
tested, although the hexane fractions and chloroform the EETA showed activity at 1000
pg/mL for Escherichia coli bacteria. None of the fractions inhibited the fungus Candida
albicans. In the study of healing activity healing, the macroscopic assessment of
wounds, the EETA group had lower redness close to the lesion and inflammation in
the initial process of wound healing and formation of a thick crust adhering to the
wound, which interfere with the retraction of the edges, with the percentage of negative
contraction until the 11th day of treatment (-35.40%, -8.85% and -1.18%) and positive
in 14th (22.71%). The positive and negative control groups showed similarity in the
evolution of healing, with the percentage of contraction of 85.54% and 80.23%,
respectively, on the 14th day. The histopathology of the wounds showed no statistical
significance in healing between groups at 3 and 7 days, and significance to the EETA
group on the 14th day, showing reepitelization below the positive and negative groups,
related to the formation of crust. Macroscopic and histopathological evaluation of liver
and kidney, showed no signs of toxicity and no change in biochemical evaluation,
indicating that the EETA used topically for 14 days does not promote damage to the
animal model used. Concludes that the EETA not have antimicrobial activity and
hexane fractions and chloroform have weak activity to the bacterium E. coli;
demonstrated cytotoxicity in vitro at concentrations from 10 pg/mL and no in vivo
toxicity; his healing activity was not superior to controls in this study. It is suggested
invest in studies evaluating the anti-inflammatory activity EETA.

Keywords: Medicinal plants; Tabebuia aurea; Antimicrobials; Wound healing;
Nursing
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1 INTRODUCAO

Imperativos de alimentacdo, moradia ou abrigo, constru¢do, assim como
garantia da manutencé@o ou melhoria da satde permitiram vincular o homem ao seu
unico recurso disponivel nos primoérdios da humanidade: as plantas (ZUCCHI et al.,
2013). Destarte, o emprego de extratos vegetais com objetivos medicinais € uma das
mais antigas formas de cuidado em saude utilizado pela humanidade (GONCALVES;
ALVES-FILHO; MENEZES, 2005).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude — OMS, em paises em
desenvolvimento, para o combate primério as doencas, cerca de 80% da populacao
utilizam praticas tradicionais e 85% utilizam as plantas medicinais (BRASIL, 2006b),
estando ambas inseridas no contexto da Medicina Tradicional (MT). Denomina-se MT
a realizacao de préticas de salde que consideram um conjunto de crencas e valores
culturais utilizados nos cuidados em saude, sejam cuidados com a saude fisica ou
mental, que variam de acordo com a regido ou pais e também recebem o nome de
Medicina Alternativa e Complementar — MAC (OMS, 2013).

Essa ampla utilizacdo de plantas medicinais pela populagdo no tratamento de
saude sugere que deve haver uma preocupacdo da seguranca terapéutica destas,
ndo sendo possivel confiar integralmente nas tradicdes populares. Sdo necessarias,
portanto, pesquisas cientificas que comprovem a eficacia e a seguranca terapéutica
para beneficio dos consumidores.

Nessa perspectiva, a OMS, ao final da década de 70, expressou seu
compromisso com a formulacéo e implementacgéo de politicas publicas para consumo
racional e integrado da MT/MAC nos sistemas nacionais de atencdo a saude, criando
o Programa de Medicina Tradicional, que também recomenda aos Estados-membros
o desenvolvimento de estudos cientificos para melhor conhecimento da seguranca,
eficicia e qualidade das praticas da MT/MAC. (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b)

No Brasil, a partir das recomendacgdes da OMS e apoio do Ministério da Saude
(MS), foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS) no ano de 2006. Entre as Praticas
Integrativas inclusas nesta politica estdo: acupuntura, homeopatia, crenoterapia e
medicina antroposofica e plantas medicinais e fitoterapia, tendo a insercdo deste

altimo item alavancado as pesquisas nessa area, sendo essencial dentro das politicas
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publicas de saude, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social (BRASIL,
2006a).

Em seguida da criacdo da PNPIC, foi criada a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) ainda no ano de 2006 com o objetivo de “garantir
a populacdo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterdpicos [...]” (BRASIL, 2006b). Essa politica teve um propésito de
sustentabilidade, geracéo de emprego e renda através da agricultura familiar, inclusao
social e desenvolvimento industrial e tecnolégico (BRASIL, 2006b).

Apesar da implementacao das politicas publicas no contexto da MT e no uso
de plantas medicinais, ha a predominédncia do tratamento de saulde alopatico,
principalmente relacionado ao tratamento de infeccdes e de cicatrizacdo de feridas. O
consumo indiscriminado de antimicrobianos favoreceu o desenvolvimento da
multirresisténcia microbiana, sendo atualmente um grave problema de saude publica,
necessitando que pesquisas sejam desenvolvidas no intuito de descobrir
medicamentos adequados a esse contexto, sendo o estudo de plantas evidencia
dessa possibilidade. No que concerne ao tratamento de feridas, as plantas medicinais
se apresentam como um recurso terapéutico alternativo ao alopatico, buscando,
também, ser menos oneroso para a populagéo.

O Brasil € um pais de grande potencialidade para as pesquisas com plantas
medicinais, possui um bioma vasto (o maior do planeta) e sua flora detém uma rica
constituicdo, entre 15 a 20% da biodiversidade mundial (BRASIL, 2006b), sendo
conhecidas, até o momento, um total de 44.097 espécies (REFLORA, 2014).

Considerando a imensa vegetacdo e biodiversidade ofertadas pelo solo
brasileiro, tem-se a Tabebuia aurea, arvore comum na Caatinga, um bioma
exclusivamente brasileiro. Sua flor € simbolo do Brasil e a arvore, simbolo do Estado
de Alagoas. Pesquisas experimentais basicas evidenciaram atividades biologicas
para o género como anti-inflamatéria (LEE et al., 2012), antimicrobiana (OLIVEIRA et
al., 2007; HOFLING et al., 2010), antioxidante (HEMAMALINI; BHARGAVA, 2013;
OSPINA et al., 2013) e cicatrizante de feridas (COELHO et al., 2010; LIPINSKI et al.,
2012), contudo essa espécie tem sido pouco estudada.

Portanto, o estimulo governamental a pesquisas cientificas que buscam novas
opcbes de tratamento a base de plantas medicinais associado a necessidade de
comprovacao de eficacia e seguranca terapéutica para a utilizacdo pela populacéo do

material vegetal, livre de danos a saude, oriundo do género Tabebuia, que possuem
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algumas atividades bioldgicas ja descritas na literatura (apesar do fato de que alguns
ainda carecem de comprovocdo cientifica), foram fatores determinantes que
justificaram a realizacao deste estudo, buscando assim avaliar o potencial terapéutico
da Tabebuia aurea como antimicrobiana e cicatrizante de feridas a partir do extrato

etanodlico de suas folhas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tabebuia aurea

Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth & Hook. F. ex S. Moore (Figura 1) é uma
arvore pertencente a familia Bignoniaceae. A familia Bignoniaceae apresenta 120
géneros e cerca de 800 espécies sendo que, no Brasil, ocorrem 32 géneros e cerca
de 350 espécies, considerado, por este motivo, o centro de diversificacdo da familia
(CHAGAS JUNIOR; CARVALHO; MANSANARES, 2010).

Figura 1 - Arvores, folhas e flores da espécie Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. &
Hook. F. ex. S. Moore

Fonte: FLORA italiana. Disponivel em:
<http://luirig.altervista.org/schedenam/fnam.php?taxon=Tabebuia+aurea>

Terpenoides, quinonas, derivados nitrogenados de cadeia longa da via do acido
acético, alcaloides, derivados nitrogenados especiais e flavonoides sédo os principais
metabdlitos encontrados nessa familia, sendo a naftoquinona lapachol, atualmente, a
mais importante estrutura quimica delas provenientes, visto seu potencial
anticancerigeno comprovado (CIPRIANI et al., 2012).

A Tabebuia aurea é conhecida popularmente por ‘ipé-amarelo’, outros nomes

populares a ela atribuidos séo caraiba, cinco folhas do campo, pau d’arco e paratudo
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(LOHMANN, 2014). Possui alguns sinénimos cientificos, sendo relevantes Bignonia
aurea, Handroanthus caraiba, Tabebuia caraiba, Tecoma aurea e Tecoma caraiba
(REFLORA, 2014).

A T. aurea esta presente em todas as regides do Brasil, contudo, sua maior
prevaléncia se encontra na regido Nordeste nos estados de Alagoas, Bahia, Cear4,
Maranhéo, Paraiba, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe (REFLORA,
2014). Tem por dominio de distribuicao fitogeografica a Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica e Pantanal (REFLORA, 2014). No estado de Alagoas foi considerada
arvore simbolo (Decreto n° 6.239/85) e um de seus municipios recebeu seu nome —
Craibas — em homenagem (ALAGOAS, 1985).

Em uso como planta medicinal, pesquisas etnobotanicas verificaram que o
género Tabebuia é empregado principalmente para o tratamento de dores e
inflamacdes, contudo, é também utilizado para tratamento de diversas outras afec¢des
como cancer, tuberculose, maléria, problemas de estdmago, influenza, congestao
nasal, antimicrobiano, antisséptico, tratamento de feridas e picada de cobra (AGRA et
al., 2007, ALBUQUERQUE et al., 2007a; ALBUQUERQUE et al., 2007b; CARTAXO;
SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010; FERREIRA JUNIOR, LADIO, ALBUQUERQUE,
2011; HAJDU; HOHMANN, 2012; RIBEIRO et al., 2014; SARAIVA et al., 2015).

Pesquisas experimentais basicas comprovam algumas atividades biolégicas do
género demonstrando potenciais bioativos para o desenvolvimento de mais pesquisas
gue envolvam isolamento de metabdlitos e estudos clinicos. Os dados da bibliometria
(Tabela 1) demonstraram que sdo escassas as publicacdes que avaliaram o0s
potenciais antimicrobiano, anti-inflamatério, cicatrizante e antioxidante de plantas do
género Tabebuia, contemplando 17 artigos, enquanto que a T. avellanedae (ipé-roxo)
€ a mais estudada dentre todas as espécies pertencentes ao género e as demais
espécies possuem estudos incipientes para todas as bioatividades avaliadas na
busca.

O potencial cicatrizante de feridas foi abordado em apenas duas pesquisas e a
espécie T. avellanedae, a Unica avaliada nesse contexto (COELHO et al., 2010;
LIPINSKI et al., 2012). A ag&o antimicrobiana foi a atividade mais avaliada, contudo,
para a espécie T. aurea, apenas um estudo da atividade antifingica e uma anti-
inflamatoria foi encontrada, mostrando a necessidade de mais estudos relacionados

a espécie.



Tabela 1 - Levantamento bibliografico de pesquisas experimentais sobre atividades bioldgicas comprovadas do género Tabebuia

Espécie Atividade biolégica comprovada

Parte da planta

Tabebuia aurea -Atividade antifingica (SILVA; PAULA; ESPINDOLA, 2009).
-Atividades anti-inflamatérias, anti-miotdxicas e anti-hemorragicas (REIS et al., 2014).

Tabebuia -Acao bacteriostéatica e bactericida (OLIVEIRA et al., 2007).
avellanedae -Ac¢do anti-inflamatoria in vitro e in vivo (BYEON et al, 2008).
-Cicatrizante de feridas (COELHO et al., 2010).
-Atividade antifungica (HOFLING et al., 2010).
-Efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos (in vivo) (LEE et al., 2012).
-Cicatrizante de feridas (LIPINSKI et al., 2012).

Tabebuia -Atividade antioxidante (in vitro) e anti-inflamatoéria (in vivo) (OSPINA et al., 2011).
chrysanta

Tabebuia -Atividade antioxidante (in vitro) (BUDNI et al., 2007).

heptaphylla

Tabebuia -Atividade antioxidante e antibacteriana (VASCONCELOS et al., 2014).
impetiginosa

Tabebuia -Atividade antioxidante (OSPINA et al., 2013).

ochracea

Tabebuia - Atividade antibacteriana (ROCHA et al., 2013).

phentaphylla
Tabebuia rosea -Atividade anti-inflamatoria (in vivo) (HEMAMALINI; BHARGAVA, 2013; OSPINA et al., 2013).
-Atividade antioxidante (BHUVANESWARI et al., 2014).

Tabebuia -Atividade antiprotozoaria (GONZALEZ-COLOMA et al., 2012).
serratifolia

Entrecasca e caule
Casca do caule

Casca do caule
Entrecasca

Casca do caule

Casca do caule
Entrecasca

Caule (serragem)
Folhas

Folhas

Folhas, ramos e casca do caule
Entrecasca

Casca do caule e folhas

Folhas / entrecasca

Flores
Casca do caule

Fonte: Base de dados Pubmed, ScienceDirect, Scopus, SciElo e Lilacs, 2015.

(44
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2.2 Metabdlitos secundérios em plantas

Os metabdlitos secundarios, inicialmente, foram considerados como produtos
de excrecdo das plantas, contudo, estudos posteriores permitiram gradualmente
abarcar suas atividades biolégicas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Tais atividades
compreendem ndo apenas a adaptacdo ou protecdo da planta aos estimulos de seu
ambiente, aumentando sua probabilidade de sobrevivéncia, mas também
demostraram importancia comercial na area farmacéutica (devido a imensa atividade
farmacoldgica), alimentar, perfumaria, entre outras (FUMAGALI, 2008; PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Para a investigacao de suas atividades medicinais correlacionam-se os estudos
guimicos e farmacoldgicos a etnobotanica (ROSSATO et al., 2012). Com o intuito de
investigar a presenca de constituintes quimicos presente em material vegetal, realiza-
se o preparo de extrato vegetal para posterior investigacao através de prospeccao
fitoquimica.

Recomenda-se que o extrato vegetal seja submetido a um processo chamado
particdo ou fracionamento utilizando solventes de polaridades crescentes com o
objetivo de semi-purificacdo das substancias para, posteriormente, testar o0s
potenciais bioativos das fracdes (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Cada solvente
organico utilizado transporta consigo metabalitos relacionados a sua polaridade. Caso
apresente resultado para algum potencial biolégico testado, a fracdo é candidata ao
isolamento e purificacdo de seus compostos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
Finalizado o processo de fracionamento obtém-se, em cada fracdo, possiveis

substancias carreadas como mostra o quadro 1.

Quadro 1 - Separacgédo provavel dos principais metabdlitos secundarios presentes em
plantas obtida em cada fragéo

Fracéo Frac&o cloroférmica Fracdo de acetato de Fracdo metandlica
hexanica etila
Esteroides Flavondides Flavonoides Flavonoides glicosilados
Terpenos Metoxilados Taninos Taninos
Acetofenonas Terpenos Xantonas Saponinas
Cumarinas Saponinas Carboidratos
Compostos fendlicos

Fonte: Adaptado de Cechinel Filho e Yunes, 1998.
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Compostos fendlicos, alcaloide, terpenos e esteroides sdo considerados a
principal familia de metabdlitos secundarios (FUMAGALI et al., 2008). Os taninos sao
responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais e atuam como
antioxidante, antisséptico, cicatrizante e vasoconstritor (PEREIRA; CARDOSO, 2012).
Como cicatrizante de feridas e queimaduras, os taninos produzem uma camada
protetora devido sua capacidade de precipitar proteinas (complexo tanino-proteina)
sobre tecidos epiteliais lesionados sem impedir que abaixo dessa camada o0 processo
de cicatrizag&o evolua normalmente (SIMOES et al., 2000).

Ja os flavondides possuem multiplos efeitos bioldgicos como atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral, poder de reducdo da fragilidade e
permeabilidade capilares, inibicdo da destruicdo do colageno a agregacao plaquetaria
(PEREIRA; CARDOSO, 2012). Outra caracteristica é sua atividade antibidtica
provavelmente relacionada a capacidade de formar complexos com proteinas sollveis
e extracelulares e com a parede de células bacterianas (DESOTI et al., 2011).

Araujo et al. (2008) refere que os compostos fendlicos (incluindo taninos e
flavonoides) estdo presentes em praticamente 100% das plantas medicinais utilizadas
na Caatinga como anti-inflamatoria, cicatrizante e antioxidante. De acordo com
Talhouk et al. (2007), é possivel presumir que a presenca de compostos flavonéides
e taninos esta correlacionada positivamente com propriedade cicatrizante e anti-
inflamatdria, no entanto, compostos como saponinas, alcaloides, sesquiterpenos
glucosideos e sesquiterpenos lactonas podem demonstrar propriedades semelhantes.

As antraquinonas, que pertencem a classe das quinonas, sao substancias
cristalinas de cor amarela a vermelha e constituem o maior grupo de quinonas naturais
bastante utilizadas como corantes (SANTOS; SILVA; BRAZ FILHO, 2008) e, também,
o0 de maior Iinteresse terapéutico (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).
Farmacologicamente, estimula a musculatura lisa possuindo propriedade laxante. A
familia Bignoniaceae, principalmente a espécie T. avellanedae, tem sido estudada
quanto a uma quinona isolada de sua casca: o B-Lapachol. Essa substancia esta
sendo avaliada quanto ao seu mecanismo de acdo indicando forte propriedade
farmacolégica antitumoral (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).

Os esteroides destacam-se pela capacidade em reduzir a absor¢édo do
colesterol da dieta reduzindo os niveis sanguineos de colesterol circulante e o risco
de doencas cardiovasculares como também inibe o crescimento de certos tipos de
tumores malignos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).



25

Com grande diversidade estrutural, aos alcaloides é atribuida uma variedade
de atividades bioldgicas dentre elas cita-se principalmente: acao anticolinérgica, anti-
hipertensiva, antimalarica, antitumoral, antitussigena, antiviral (DUARTE; MOTA,
ALMEIDA, 2014).

Como mostrado, cada classe de metabdlitos estd relacionada a algumas
propriedades bioldgicas, contudo, isso ndo permite inferir qual bioatividade surgira da
interacdo entre essas diversas classes presentes em um extrato vegetal. Nesse
contexto, tudo dependera da concentracdo da classe de metabdlito, da interacéo e do

possivel sinergismo ou antagonismo existente entre eles.

2.3 Uso de plantas medicinais na obtenc&o de antimicrobianos

Apesar de todos os recursos farmacoldgicos existentes, doencgas infecciosas
ocasionam mais de 10 milh6es de mortes por ano nos paises em desenvolvimento
(MITCHELL et al., 2012). Os agentes infecciosos sao classificados em prions, virus,
bactérias, fungos, protozoarios, helmintos e ectoparasitas (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2012). O organismo humano possui mecanismos de defesa natos, que estédo
prontos para combater infe¢des, sendo a primeira linha de defesa contra patégenos,
denominada imunidade inata (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). Muito embora haja
a resposta imune inata, esta ndo € eficaz em todos os momentos, visto ndo conseguir
distinguir diferencgas discretas entre os microrganismos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2012).

Ha também a resposta adaptativa do organismo (imunidade adaptativa,
especifica ou adquirida), que ocasiona a producao de anticorpos, sendo eficiente por
sua especificidade na neutralizagdo de antigenos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2012). Contudo, essa sensibilizacdo, ou producao de anticorpos, s6 é possivel apos
infeccdo primaria, tornando-se mais eficiente apenas apos um segundo contato.

A industria farmacéutica investe em pesquisas objetivando descobrir métodos
para o combate desses agentes infecciosos, seja auxiliando o individuo na producao
de anticorpos através das vacinas, seja produzindo medicamentos antimicrobianos
capazes de elimina-los do organismo.

Sdo consideradas antimicrobianas “substancias naturais (antibidticos) ou
sintéticas (quimioterapicos) que agem sobre microrganismos inibindo o seu

crescimento ou causando a sua destruicdo” (MOTA et al.,, 2010). A producédo de
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medicamentos antimicrobianos permitiu que a morbimortalidade por infecgbes
diminuisse gradativamente no decorrer dos anos muito embora as infeccdes ainda
sejam grave problema de saude publica.

Em 2014, a OMS lanca o primeiro relatério sobre resisténcia antimicrobiana
considerando o caso como ameaga global (OMS, 2014). Ainda em 2014, pesquisa
realizada pelo Instituto Latino Americano de Sepse em 229 Unidades de Terapia
Intensiva brasileiras concluiu que a sepse provocou uma mortalidade de 55% dos
pacientes internados, sendo que, no pais, a mortalidade por sepse é de 65% dos
casos enquanto a média mundial estd em torno de 30 a 40% (ILAS, 2015).

As infeccbes fungicas aumentam progressivamente, sendo as dermatomicoses
as principais infec¢des relacionadas a esse crescimento e o fungo Candida albicans,
o principal relacionado a essas infeccdes (RAMOS et al.,, 2012). A capacidade
adaptativa destes faz com que os farmacos antifungicos disponiveis ndo consigam a
eficacia esperada desencadeando a recorréncia e também ocasionando resisténcia
(RAMOS et al., 2012).

A industria farmacéutica investiu na producdo de novos farmacos e na
modificacdo daqueles existentes (SANTOS et al., 2007; DUARTE, 2006), contudo,
ndo foi possivel coibir a resisténcia microbiana. Apesar do arsenal cientifico,
tecnoldgico e farmacologico disponivel, a multirresisténcia microbiana é fato hodierno
e leva a busca de novas terapias medicamentosas capazes de contornar essa
habilidade adaptativa natural, especialmente, de bactérias e fungos.

Por esse motivo, extratos vegetais e outros produtos naturais tém sido objeto
de estudo para producédo de medicamentos que sejam utilizados como tratamentos
alternativos eficazes de baixa toxicidade que ndo permitam a adaptabilidade desses
patdégenos, além de menor impacto ambiental (BONA et al., 2014).

Michelin et al. (2005) afirmam que os antibidticos vegetais possuem diferencas
guimicas que — pela agéo sinérgica de seus compostos (MACIEL et al., 2002) —
“‘podem regular o metabolismo intermediario de patdgenos ativando ou blogueando
reacoes e sintese enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de membranas”.
Taninos, flavondéides e terpenos séo referidos como metabdlitos secundarios capazes
de alterar a permeabilidade da membrana celular, faciltando a penetragcdo de
antibioticos (MATIAS et al., 2013).

O uso de extratos apresenta um baixo risco para desenvolver resisténcia devido

a sua combinagédo complexa de metabalitos, induzindo dificuldades adaptativas para
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esses patdgenos (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2003). E importante que a
exploracdo da bioatividade de materiais vegetais ocorra a partir de suas fontes
renovaveis, como folhas e frutos (MELO et al., 2008), com o objetivo de
sustentabilidade e preservagéo ambiental.

A avaliacdo do potencial antimicrobiano para bactérias e fungos a partir das
folhas de T. aurea se enquadra nesta necessidade urgente em buscar novos
medicamentos a base de plantas que fornecam perspectivas para tratamento
alternativo adequado a necessidade de resolucdo do problema da resisténcia

microbiana.

2.4 Pele: da anatomia a cicatrizacao de feridas

2.4.1 Anatomia e fisiologia da pele

A pele € um manto, um revestimento corporal, que tem por funcéo encarcerar
orgaos, promovendo a protecao destes do meio externo (MENDONCA; RODRIGUES,
2011). Representa 12% do peso seco total do corpo, pesa 4,5 quilos e € o maior 6rgao
do corpo humano (MENDONCA; RODRIGUES, 2011). Possui uma complexidade
estrutural que permite ao tegumento exercer diferentes fungcdes como de protecao,
além dessa desempenha papel termorregulador, perceptor de estimulos, de excrecéo,
absorcao, imunidade e metabolismo do calcio que se da através da ativacao da
vitamina D pela absorcéo de raios ultravioleta B (IRION, 2012).

E composta por duas camadas primarias separadas por uma membrana basal:
epiderme e derme (COLWELL, 2009; IRION, 2012). A primeira € a mais externa e
possui varias camadas ou estratos, a segunda, mais interna, é formada por tecido
conjuntivo e poucas células (COLWELL, 2009; MENDONCA; RODRIGUES, 2011).

Cada uma delas possui suas peculiaridades histologicas e fisioldgicas.

Epiderme

O tecido epitelial caracteriza-se por véarias camadas celulares, unidas
firmemente umas as outras por junc¢des intercelulares entre as quais ha pouca matriz
extracelular (DEALEY, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A aderéncia que
existe entre as células epidérmicas permite a principal funcéo correspondente a esse

tecido: de revestimento de superficies, seja esse revestimento externo ou interno
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(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Distinguem-se por serem avasculares, estando
separadas e aderidas ao mesmo tempo ao seu tecido subjacente, o conjuntivo, pela
lamina basal, que é formada basicamente por colageno tipo IV, laminina e
proteoglicanas produzidos em parte pelas proprias células epiteliais e em parte pelas
células do tecido conjuntivo, especificamente as fibras reticulares (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013).

A epiderme é um epitélio estratificado pavimentoso, sendo assim denominada
visto a diferenciacdo celular dos queratinécitos, as principais células epidérmicas,
formando cinco camadas celulares distintas: a camada germinativa ou basal — mais
profunda composta por células basais e melandcitos; a camada espinhosa ou
malpighiana — constituida por células de formato poliédrico, que se achatam
progressivamente ao se direcionar a superficie; a camada granulosa —formada por
células que possuem grande quantidade de granulos de queratoialina, responsaveis
pelo espessamento da epiderme por queratinizagdo; o estrato lacido — encontrado em
tecidos onde a pele é mais grossa; e, por fim, a camada cérnea — formada por células
anucleadas constituidas de queratina, que objetivam prevenir a desidratacdo e a
entrada de certos agentes quimicos (MEIRELES; SILVA, 2008; COLWELL, 2009).

A partir da camada germinativa, as células se proliferam e migram para a
camada externa, a camada cérnea, na qual se achatam e morrem, sendo eliminadas
no processo de descamacao (COLWELL, 2009). Esse movimento continuo promove
a substituicdo das células superficiais normalmente eliminadas (COLWELL, 2009).

Os queratinécitos, assim chamados por produzir filamentos de queratina,
conforme migram da camada basal a superficie (camada coérnea), formam a barreira
fisica da pele (IRION, 2012).

Outras células constituintes da pele, contudo menos numerosas, Sdo 0S
melandcitos, as células de Langerhans e os receptores de Merkel. Os melanécitos
sdo células que possuem prolongamentos citoplasmaticos e se ligam aos
gueratindcitos circunvizinhos, aproximadamente 30, liberando melanossomos os
guais possuem melanina (pigmento responsavel por dar cor a pele) e séo captados
pelos queratindcitos (IRION, 2012). As ceélulas de Langerhan, também denominadas
células dendriticas, sé@o responsaveis pela imunovigilancia da pele, atuando tanto na
resposta imunitaria inata quanto adaptativa. Quando imaturas fagocitam antigenos e

guando maduras apresentam o antigeno aos linfécitos T (CURVINEL et al., 2010).
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As células de Merkel sdo encontradas na camada basal da epiderme presas ao
gueratinécitos pelos desmossomos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), sua
terminacdo nervosa possui forma discoide achatada, o disco de Merkel, responsavel
por captar estimulos de pressao, estando presentes nas maos e pés, muito embora,
em maior abundéancia nos dedos das méaos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Derme

A derme é formada por tecido conjuntivo e é nele que a epiderme se apoia. E
responsavel pela nutricdo do tecido epitelial e possui alta capacidade regenerativa
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Possui funcéo estrutural, de manutencéo da forma
corporal além de papéis biolégicos como: reserva de fatores de crescimento que
controlam a proliferacéo e a diferenciag&o celular, meio de trocas de nutrientes entre
células e suprimento sanguineo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Nela, encontramos o0s anexos da pele (glandulas sebaceas, pelos, glandulas
sudoriparas e unhas), as terminacGes nervosas livres, vasos linfaticos e capilares
sanguineos (MENDONCA; RODRIGUES, 2011).

A derme possui duas camadas: a papilar e a reticular. A camada papilar
consiste em fibras de colageno dos tipos Ill e IV e possui uma rede de vasos
sanguineos e linfaticos (IRION, 2012). A camada reticular € mais profunda e de
espessura maior que a papilar sendo composta de fibras colagenas do tipo | e fibras
reticulares (IRION, 2012). As fibras reticulares configuram as linhas de Langer,
importantes para delinear a contracdo da pele que advém da leséo da qual devem ser
seguidas em incisfes cirurgicas visando minimizar a espessura da cicatriz (IRION,
2012).

Na derme, além de fibras colagenas e reticulares, tém-se as fibras elasticas. As
fibras colagenas tém a funcéo de conferir resisténcia; as fibras elasticas, compostas
por proteinas de elastina, conferem elasticidade a pele e as fibras reticulares ligam o
tecido conjuntivo ao tecido circunvizinho (MENDONCA; RODRIGUES, 2011).

Os fibroblastos séo as células fundamentais da derme, sendo os responsaveis
pela sintese de proteinas, colageno e elastina e estdo também envolvidos na
producdo de fatores de crescimento, que tém a funcédo de regular proliferacdo e
diferenciacéo celular (COLWELL, 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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2.4.2 Fisiologia do processo cicatricial

Apos a lesao tecidual, como implicagéo natural, 0 organismo tende a promover
0 processo de reparo tecidual, o reparo pode ocorrer por dois mecanismos:
regeneragao ou cicatrizacao.

A regeneracdo ocorre dependente do tipo celular comprometido e da extensao
da lesédo tecidual. Ha tecidos que detém a capacidade de se regenerar, S0 0S
chamados tecidos labeis e tecidos estaveis. Os tecidos estaveis ndo se replicam
continuamente como o tecido labil, mas podem proliferar-se caso ocorra dano ou leséo
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Sdo exemplos de tecidos labeis o hematopoiético
e os epitélios (pele, cavidade oral, colo uterino, entre outros) e de tecidos estaveis o
figado, rim e pancreas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Apesar da capacidade de regeneracdo de alguns tecidos, esse fato ocorre
dependente de alguns fatores como: extenséao inicial da leséo e a continuidade do
processo inflamatorio (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Caso a lesao inicial seja
extensa ou o processo inflamatério se cronifique, o reparo dar-se-a pelo processo de
cicatrizagéo.

Ferida é a perda da continuidade da pele e, por consequéncia, de sua fungéo.
Compreender as fases de cicatrizacdo ou o estagio relacionado a esse reparo
tecidual, a classificacdo, as feridas e como avalia-las faz-se importantissimo para
tratamento apropriado e para que se tenha, por consequéncia, cuidados que
promovam uma evolucdo adequada do processo cicatricial da ferida.

Nas feridas em que a perda tecidual é pequena, em que ocorre unido das
bordas, a regeneracdo € o principal mecanismo de reparo, sendo denominado
fechamento por primeira intencdo. Quando a perda tecidual é significativa, o
fechamento da-se pelo processo de cicatrizagdo, ou seja, ao final forma-se tecido
cicatricial fibroso e denomina-se fechamento por segunda intengéo.

No fechamento por segunda intencdo, o reparo desencadeia eventos
inflamatérios de maior intensidade, visto que ha maior perda tecidual e o imperativo
de ser removido maior volume de restos necroéticos, exsudato e fibrina; ha a
necessidade de maior volume de tecido de granulacdo para preencher o leito da ferida
de modo a fornecer suporte para a reepitelizagdo como também h& a contragdo das
bordas da ferida pelos miofibroblastos, promovendo o fechamento da lesdo (KUMAR;
ABBAS; ASTER, 2013).
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O processo de cicatrizagcdo ocorre em trés fases concatenadas e sucessivas
para seu fechamento e formacdo de tecido cicatricial, sdo elas: inflamatoria,
proliferativa e de remodelamento. Consistem em um encadeamento de eventos
complexos com o objetivo final de reconstituir o tecido comprometido (MEIRELES,;
SILVA, 2008), envolvendo fenébmenos bioquimicos e fisiol6gicos que se comportam
harmoniosamente para alcancar o objetivo de restauracao tissular (MANDELBAUM,;
DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

2.4.2.1 Fase inflamatoria

A fase inflamatoria é a fase que sucede o trauma ou lesdo e esté relacionada
a dois eventos principais: vasculares e celulares (Figura 2). O objetivo da inflamacéo
consiste em proteger o local lesado controlando ou eliminando o agente agressor para

a subsequente reparacao (SMELTZER et al., 2009).

Figura 2 - Esquema dos eventos envolvidos na resposta inflamatéria

Ruptura da integridade tecidual
Leséo | | Comprometimento isquémico | | Respostaimune |
e W | Respostainflamatoéria | -
AlteracBes vasculares Alteragdes celulares
Vasodilatacdo Fagocitose
4 Permeabilidade celular Leucocitos
4 Fluxo sanguineo Liberac&o de mediadores quimicos
Congestéo tecidual local (mastécitos e macréfagos)
I | Resposta orgéanica | -
Efeitos locais: Efeitos sistémicos:
Eritema Febre
Calor Leucocitose
Edema Mal-estar
Dor Anorexia
Funcionamento prejudicado Sepse

Fonte: Adaptado de Smeltzer et al., 2009.
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E a primeira fase do processo de cicatrizacdo, induzida por mediadores
guimicos em resposta a um estimulo nocivo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013), sendo
primordial para ativar as fases seguintes: de proliferacéo e remodelagem.

Esta fase dura entre 4 a 5 dias, muito embora possa se prolongar a depender
de processos irritativos locais: infec¢céo, corpos estranhos e, no caso do tratamento
de feridas, o tipo de cobertura ou curativo utilizados (DEALEY, 2008). Nela, encontra-
se eventos fisiologicos que se iniciam por reacdes vasculares, com vasoconstriccao
transitéria - entre 5 a 10 minutos - (HOSGOOD, 2006) mediada pela serotonina
liberada por plaquetas durante a agregacdo plaquetéaria (KUMAR; ABBAS; ASTER,
2013), formacéao de trombo — visando inibir a perda sanguinea —, ativacdo da resposta
imune local e migracédo celular. Seguido desses eventos, tém-se a vasodilatacédo
mediada pela histamina liberada por mastdcitos, basdfilos e plaquetas (KUMAR;
ABBAS; ASTER, 2013). A vasodilatagdo permite o extravasamento de fluidos para o
intersticio (formacédo de edema), consequente aumento da pressado hidrostética e
lentiddo do fluxo vascular (congestdo vascular) permitindo que haja a marginacéo,
guimiotaxia e transmigracdo leucocitaria, que promove defesa contra infeccbes
através da fagocitose pelas células de defesa (MEIRELES; SILVA, 2008; CURVINEL
et al, 2010). Os neutrofilos predominam no infiltrado inflamatério entre 6 e 24 horas da
lesdo, sendo substituidos por macrofagos em 24 a 48 horas (KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2013).

Ainda no processo de vasodilatacdo, tem-se a acédo das bradicininas e das
prostaglandinas, que sdo mediadores quimicos com potente a¢do vasodilatadora e
gue também sao responsaveis pelo processo de estimulacao algica dos nociceptores
(MITCHELL et al., 2012). Percebe-se que 0s eventos referidos sdo 0s responsaveis
pelos sinais flogisticos da inflamacao: rubor, calor, edema, dor e perda da funcéo.

As plaquetas tém papel basilar na cicatrizagdo, uma vez que liberam granulos
de fatores de crescimento que sinalizam varios eventos da cicatrizacdo. Nesta fase o
destaque € para o fator de crescimento de transformacéo beta — TGF- (quimiotatico
para leucocitos e fibroblastos) — e fator de crescimento derivado das plaquetas —
PDGF (quimiotético para neutréfilos, macréfagos e fibroblastos) (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
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2.4.2.2 Fase proliferativa

E a segunda fase da cicatrizac&o e estende-se até a epitelizag&o total da ferida,
gue se desenvolve em uma continua migracao de células endoteliais da borda para o
leito. Nesse processo, da-se origem o tecido de granulacdo (MEIRELES; SILVA,
2008), que € formado por uma matriz de fibrina, fibronectina, colageno, acido
hialurénico, possuindo macrofagos e fibroblastos imersos nessa matriz, além de novos
vasos sanguineos (DEALEY, 2008). Esse processo evolui, em média, entre 4 e 24
dias (MAIA; MONTEIRO, 2008) e se considera finalizado apo6s a formacao do tecido
cicatricial (MEIRELES; SILVA, 2008).

Os macréfagos sédo células fundamentais na transicao da fase inflamatoria para
a proliferativa, migram entre 48 e 96 horas do inicio da lesédo e antes dos fibroblastos
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Eles produzem o PDGF e o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), que sdo sinalizadores quimiotaticos e mitogénicos
para fibroblastos. Estes ultimos séo células essenciais nesta fase, responsaveis pela
producdo do colageno e da matriz extracelular, estimulagcdo da angiogénese como
também da contracéo da ferida que ocorre entre o quinto e sexto dia de reparo cutaneo
(DEALEY, 2008). A sinalizacdo pelo FGF desencadeia a diferenciagdo dos
fibroblastos em miofibroblastos, que sdo os responsaveis pela contracdo, na qual,
estes, por sua vez, aderem a margem da ferida retraindo suas bordas em direcdo ao
centro (MEIRELES; SILVA, 2008).

Os macrofagos, além de sua atividade fagocitaria e producdo de PDGF e FGF,
produzem outros mediadores quimicos capazes de modular os eventos da
cicatrizacdo: o fator de crescimento epidérmico — EGF (mitogénico para queratindcitos
e fibroblastos; migracdo de queratinécitos e formacao do tecido de granulacdo), o
TGF-B (estimula a sintese de proteinas da matriz extra celular — MEC; suprime a
inflamacdo aguda nesta fase), o fator de necrose tumoral — TNF (aumento do
recrutamento, aderéncia dos leucdcitos e aumenta a producdo de citocinas
adicionais), interleucinas (estimulam a expressao de moléculas de adesé&o nas células
endoteliais), metaloproteinases de matriz — MMPs (degradam a matriz para permitir o
remodelamento e a extensdo dos tubos vasculares) e seus inibidores teciduais —
TIMPs (HOSGOOD, 2006; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
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2.4.2.3 Fase de remodelamento

Essa fase perdura entre 21 dias e 2 anos (MAIA; MONTEIRO, 2008), sendo
também denominada fase de maturacdo (MEIRELES; SILVA, 2008). O resultado do
processo de reparo € o equilibrio entre sintese e degradacao das proteinas da MEC
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

E chamada de fase de remodelamento visto ser nesta fase que ocorre a
organizacdo das fibras de colagenos e a substituicdo destas fibras do tipo Il (mais
finas) para fibras do tipo | (mais espessa), melhorando a qualidade do tecido cicatricial
e sua forca ténsil (MEIRELES; SILVA, 2008; DAELEY, 2009). Essa melhora se deve
a orientacdo das fibras colagenas, pois o colageno tipo Il tem orientacdo paralela a
pele e o colageno tipo | é produzido e organizado ao longo das linhas de tenséo,
refletindo o aumento da forga ténsil da ferida ao final desta fase (CAMPOS; BORGES-
BRANCO, GROTH, 2007).

Independentemente do tempo que advenha a fase remodelatéria, a ferida
apresentara uma forca ténsil inferior a pele intacta, atingindo em torno de 80% de sua
forca em relacédo a forga original em trés meses, ndo evoluindo além desse percentual
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
Sua coloracdo € modificada de rosada para uma coloracdo esbranquicada
(MEIRELES; SILVA, 2008; DAELEY, 2009), devido ao aumento da deposicdo de
colageno na cicatriz e regressao vascular (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

2.4.3 Classificacao e avaliacao das feridas

E possivel classificar as feridas de acordo com as diversas condi¢ées que a ela
se relacionam, desde sua causa até o tipo de cicatrizacdo envolvido para o completo
fechamento ou epitelizagdo. Assim, classificam-nas quanto a causa como: cirurgica
ou nao-cirdrgica (trauma mecanico, térmico ou quimico) (BRASIL, 2002); quanto ao
rompimento da integridade da pele como: aberta ou fechada (LIMA et al., 2008);
guanto ao comprometimento tecidual em: espessura parcial ou espessura total;
(DEALEY, 2008; MEIRELES; SILVA, 2008); quanto ao tempo de reparacdo como:
aguda ou crénica (BRASIL, 2002; DEALEY, 2008); quanto ao conteado microbiano

como: limpa, limpa-contaminada, contaminada e suja (LIMA et al., 2008, DEALEY,
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2008) e quanto ao tipo de cicatrizagdo: por primeira, segunda e terceira intencao
(DEALEY, 2008).

Ao mencionar sobre tipos de cicatrizacdo € importante distingui-los. Na
cicatrizagdo por primeira intengéo, infere-se que h& pouca perda tecidual, baixo risco
para infeccdo, bordas aproximadas e suturadas, rapida cicatrizacdo e formacgéo
minima de tecido cicatricial (COLWELL, 2009; MEIRELES; SILVA, 2008). E também
chamada de cicatrizac&o por fechamento priméario (MEIRELES; SILVA, 2008).

A cicatrizac@o por segunda intencéo se relaciona a maior perda tecidual, sdo
mais extensas e demoram para cicatrizar, o0 que aumenta a probabilidade para
infeccbes (COLWELL, 2009; MEIRELES; SILVA, 2008). Espera-se que o leito da
ferida seja preenchido por tecido de granulacao e que haja contracdo de suas bordas
(MEIRELES; SILVA, 2008). Na cicatrizacdo por terceira intencdo ha um
comprometimento decorrente de um processo infeccioso. Em geral, a cicatrizacao
iniciou-se por primeira intencao e houve rompimento da sutura (deiscéncia).

Quanto a avaliacdo das feridas, um julgamento criterioso dos fatores a serem
avaliados permite entender riscos e implicacdes para o processo dos cuidados para a
adequada evolucdo da cicatrizacdo. Importante lembrar que a avaliacdo leva em
consideragdo as fases de evolugdo da cicatrizagdo, visto que 0S mecanismos
fisiologicos decorrentes deste processo tém periodo delimitado e cada fase possui
suas caracteristicas singulares como anteriormente relatados.

De acordo com Colwell (2009), a avaliacdo da ferida deve pautar integridade
da pele, etiologia, extenséo da leséo, limpeza da ferida e qualidade tecidual da ferida.
Silva et al. (2008) apontam que devem ser consideradas: a localizacédo, o tempo de
evolucéo, o tamanho (diametro e profundidade), vitalidade dos tecidos circunvizinhos,
sensibilidade e comprometimento, presenca de exsudato, o tipo e a quantidade. Keast
et al. (2004) proporam um sistema avaliativo de feridas denominado MEASURE

(Tabela 2) com o intuito de que a avaliagdo seja consistente e meticulosa.
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Tabela 2 - Sistema de avaliacdo de feridas proposta por Keast et al. (2004)

Parametro Conteudo
M  Measure (medida) Comprimento, largura, profundidade e area
E Exudate (exsudato) Quantidade e qualidade
A Appereance (aparéncia) Leito da ferida, tipo e quantidade de tecido
S  Suffering (dor) Tipo e intensidade de dor
U Undermining (descolamento) Presenca ou auséncia
R Re-evaluation (reavaliacéo) Monitoracéo periédica de todos os parametros
E Edge (borda) Condicédo das bordas da ferida e da pele adjacente

Fonte: DEALEY, 2008

Deve-se ponderar, todavia, que a evolugcéo adequada do tratamento de feridas
néo estara subordinada apenas a devida avaliacdo local e tratamento adequados, mas
também inter-relacionado aos fatores sistémicos (idade, imobilidade, estado
nutricional, doencas associadas e uso de medicamentos, principalmente

imunossupressores), que influenciaréo na evolugéo do processo cicatricial.

2.4.4 Enfermagem, cicatrizacao de feridas e plantas medicinais

Faz parte das atribuicdes da enfermagem o cuidar de feridas. Visto a relagéo
da enfermagem com o tratamento de feridas e que estas constituem grave problema
de saude publica, é necessario a busca continua de conhecimentos que permitam
mudancas dessa realidade (SANTOS et al., 2014a).

No final da década de 50, surgiram os primeiros estudos sobre cicatrizacao de
feridas em ambiente Umido e estudos com animais foram realizados de modo a
comparar a diferenca entre manter a ferida umida ou permitir deixa-la exposta para
formacdo de crosta, concluindo que feridas com cobertura que favorecam um leito
umido epitelizam duas vezes mais rapido (LIEDKE; JOHANN; DANSKI, 2014).

A dificuldade de acesso da populacédo brasileira a medicamentos de altos
custos (66%) aliada ao habito de utilizar praticas integrativas e complementares nos
cuidados em saude (62,9%) (BRASIL, 2006a), utilizando plantas como uma dessas
alternativas de tratamento, denota a importancia de pesquisas que avaliem eficacia e
seguranca no uso de material vegetal e permitam que seja uma alternativa ao uso de
medicamentos alopéticos. Estudos experimentais pré-clinicos estdo sendo
desenvolvidos envolvendo plantas medicinais, o que evidencia a importancia do

enfermeiro estar inserido no desenvolvimento de novas tecnologias que contribuam
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no tratamento de feridas (OLIVEIRA, SOARES, ROCHA, 2010), trazendo novas
perspectivas terapéuticas.

Como estudos recentes envolvendo enfermeiros na investigacao de plantas
com potencial para tratamentos de feridas e cicatrizagao utilizando ratos como modelo
animal, temos: a Punica granatum em associacdo com a Eugenia uniflora obtendo
bons resultados quanto ao seu potencial anti-séptico contra bactérias Gram-positivas
em microbiota da pele, representando alternativa na prevencao de infec¢des de sitio
cirirgico (BERNARDO et al, 2015); estudo de cicatrizagdo empregando a planta
Zeyheria tuberculosa, a qual apresentou potencial antimicrobiano e cicatrizante
satisfatorios (SARMENTO et al., 2014) e a Piper hayneanum, resultando em melhor
cicatrizacdo das feridas infectadas em comparacdo com os controles (BASTOS et al.,
2011) e a avaliacdo comparativa de extratos de prépolis verde e vermelha, na qual os
resultados ndo mostraram diferencas significativas sobre o processo cicatricial, muito
embora o grupo tratado com pomada de propolis verde mostrou evolucéo ligeiramente
melhor (BATISTA et al., 2012).

De tal modo, o profissional enfermeiro tem muito a contribuir no
desenvolvimento de pesquisas experimentais que permitam novas perspectivas
terapéuticas e insumos no cuidado de feridas, contribuindo para alavancar pesquisas

nessa area e firmando ainda mais sua atuacédo como profissional habilitado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar potenciais biolégicos do extrato etandlico de folhas de Tabebuia aurea

(EETA) in vitro e in vivo

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar qualitativamente os componentes fitoquimicos do EETA,;

e Verificar toxicidade do EETA in vitro pelo método de MTT e in vivo por meio da
avalicédo clinica, bioquimica e histopatoldgica de érgaos alvo;

e |dentificar a atividade antimicrobiana in vitro do EETA e suas fracbes contra as
bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis;
Gram-Negativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa; e o fungo Candida
albicans;

e Avaliar o potencial cicatrizante in vivo do EETA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo e local de experimento

Estudos experimentais pré-clinicos foram delineados nos moldes de pesquisa
guantitativa, realizados no Laboratério de Farmacologia e Imunidade/LaFI do Instituto
de Ciéncias Biologicas e da Saude/ICBS/UFAL sob orientacédo da Prof.2 Dr.2 Eliane
Aparecida Campesatto; no Laboratério de Pesquisa em Tratamento de
Feridas/LpTF/UFAL sob orientacdo da Prof.2 Dr.2 Maria Lysete de Assis Bastos; no
Laboratério de Quimica Medicinal sob orientacdo do Prof. Dr. Jodo Xavier de Araujo
Junior e no Laboratério de Biociéncias Farmacéuticas sob supervisdo do Prof. Dr.
Luciano Aparecido Meireles Grillo pertencentes a Escola de Enfermagem e Farmacia
— ESENFAR/UFAL.

4.2 Aspectos éticos

Para realizacdo da experimentacao in vivo, um projeto foi encaminhado para
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas
(CEUA/UFAL) e aprovado sob o n°® do processo 011/2014 (Anexo A). Os protocolos
foram conduzidos respeitando os Principios Eticos na Experimentacdo Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA.

4.3 Coleta e identificacdo da amostra vegetal

A amostra vegetal de folhas de T. aurea foi coletada na regido de Zona da Mata
na cidade de Maceio-AL, a qual apresenta vegetacdo de Floresta Atlantica. A coleta
foi realizada no més de janeiro de 2015 ao final da tarde na Universidade Federal de
Alagoas (Coordenadas geogréficas: S9° 33' 23,6" W35° 46' 39,6").

A identificacdo da amostra vegetal foi realizada pela Bidloga do Herbario MAC
— Herbario do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas — Rosangela Pereira
de Lyra Lemos, sob Registro MAC n° 21433 (Anexo B).
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4.4  Preparo do extrato vegetal

O extrato etandlico foi obtido através do processo de maceracéao a frio a partir
de 180 g de folhas secas de T. aurea (Figura 3). Foram retirados os peciolos das
folhas, pesadas, lavadas e congeladas, as quais permaneceram até o preparo do
extrato. Cechinel Filho e Yunes (1998) recomendam que o material vegetal seja
levado ao freezer caso o preparo do extrato ndo ocorra imediatamente, evitando a
proliferagéo de fungos. A secagem do material botanico foi realizada em estufa a 38
°C por 3 dias.

Figura 3 - Processo de preparo do EETA pelo método de maceracéo a frio com alcool
etilico até a obtencédo do extrato

Folhas secas | Macerac&o a frio | | Filtragem |

Extrato vegetal

Fonte: Autora, 2015.

Apoés dessecada, a amostra vegetal foi triturada e submetida ao processo de
maceracdo a frio com o solvente organico alcool etilico a 97%, mantendo-o em
recipiente fechado e deixando-o em contato com o liquido extrator por um periodo de
dias ou horas para a liberacdo de metabdlitos vegetais na solucéo (SIMOES et al.,
2000). Apo6s o periodo de contato solvente—material vegetal, ocorreu a filtracdo do
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liquido e readicdo do solvente extrator, dando continuidade a este processo (adicédo
de solvente e filtracdo) até que a coloracao do liquido passasse a estar mais clara que
a da partida do processo (SIMOES et al., 2000).

O tempo de contato em que permaneceu a amostra vegetal com o solvente foi
de 72 horas, realizando a filtracdo neste periodo em papel celulose, obtendo um
liguido de colorac&o mais clara que a da partida na terceira filtragdo. A cada filtracédo
a solucéo obtida foi concentrada em rotoevaporador a 45 °C.

Apos finalizado o processo de evaporagédo rotativa, o extrato foi mantido em
dessecador com silica, pesado diariamente e retirado do dessecador apés a obtencao
de trés pesagens idénticas consecutivas, o que ocorreu em 9 dias, confirmando a
retirada do excesso de agua ou alcool residual, resultando em 13 g de extrato com
rendimento de 7,22%.

A escolha do alcool etilico como liquido extrator do material vegetal deu-se
devido ao seu baixo impacto ambiental, menor custo em relagdo a outros solventes
(PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012) e baixa toxicidade.

45 Fracionamento do EETA

A partir da obtencdo do extrato etandlico de folhas de T. aurea, realizou-se o
fracionamento deste pelo método de filtracdo em silica, objetivando uma semi-
purificacdo dos metabdlitos vegetais por meio da adicdo de solventes em polaridade
crescente (CECHINEL FILHO; YUNES, 1988), para que, deste modo, direcionem-se
as analises que poderdo ser empregadas para avaliar as atividades biol6gicas das
fracOes obtidas.

Uma aliquota de 4 g do EETA foi particionada em coluna filtrante sob vacuo,
utilizando como fase estacionaria 12 g de silica gel e como fase mével 200 mL de
solventes organicos puros: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol.

As solucdes obtidas em cada filtracdo para cada solvente foram concentradas
em evaporador rotativo em aproximadamente 50 °C, resultando em 4 fracbes do
extrato: fracao hexanica (0,6 g), fracdo cloroférmica (0,6 g), fracdo acetato de etila (0,3

0), e fracdo metandlica (2,4 g).
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4.6 Prospeccao fitoquimica

A prospeccao fitoquimica € um método qualitativo utilizado para identificar os
compostos bioativos nas espécies vegetais. A identificacao de classes de constituintes
guimicos presentes no EETA foi realizada segundo a metodologia descrita por Matos
(2997).

Buscou-se avaliar a presenca de antocianinas, antocianidinas e flavonoides;
leucocianidinas, catequinas, flavononas; flavonéis, flavonondis e xantonas; esteroides
e triterpenos; saponinas; fendis e taninos; alcaloides; antronas e cumarinas; chalconas
e auronas. Para a realizacdo dos testes, foi pesado em balanca analitica 40 mg do
EETA e solubilizado em 40 mL de etanol, sendo parte da solucéo distribuida em tubos

de ensaio enumerados de 1 a?.

Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonodides

Para avaliar a presenca de antocianinas, antocianidinas e flavondides,
preparou-se trés tubos de ensaio para cada amostra. O tubo 1 foi ajustado de modo a
acidificd-lo para pH=3 com &cido cloridrico (HCI) 3 M. Os tubos 2 e 3 foram
alcalinizados a pH=8,5 e 11, respectivamente, com hidréxido de sodio (NaOH) 1 M.
As mudancas na coloracdo (Quadro 1) indicam a presenca ou auséncia dos
compostos (MATOS, 1997).

Quadro 2 - Colorag@es indicativas das reacfes para a presenca dos metabdlitos:
antocianinas e antocianidinas; flavonas, flavonoéis e xantonas; chalconas e auronas; e
flavanonois

Constituintes Coloracéo Observada

pH=3 pH=8,5 pH=11
Antocianinas e Vermelho Lilas Azul-parpura
antocianidinas
Flavonas, flavonéis e Amarela
xantonas | e e
Chalconas e auronas Vermelho | - Vermelho parpura
Flavanonés | = —— | e Vermelho laranja

Fonte: Matos, 1997.

Teste para Leucocianidinas, catequinas, flavononas
Dois tubos foram numerados como 4 e 5, o pH do primeiro foi ajustado para 2

pela adicdo de HCI 1 M e o segundo tubo alcalinizado com a adicdo de NaOH 1 M até
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pH=11, os tubos foram aquecidos por 3 minutos e as mudancgas de coloragao

observadas foram interpretadas segundo o quadro 2.

Quadro 3 - Colorag@es indicativas das reacdes para a presenca dos metabdlitos:
leucoantocianidinas, catequinas, e flavanonas

Constituintes Coloracéo observada
pH 2 pH 11
Leucoantocianidinas Vermelha | -
Catequinas Pardo-amarelada | = -----
Flavanonas | = - Vermelho alaranjado

Fonte: Matos, 1997.

Teste para flavonais, flavanonas, flavonondis e xantonas

Adicionou-se magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado a um tubo
contendo a amostra, aguardou-se o fim da reacdo que é indicada pelo fim da
efervescéncia e observou-se a mudanca de coloracdo da mistura reacional. O
aparecimento ou a intensificacdo de cor vermelha indica a presenca de flavonais,
flavanonas, flavonondis e/ou xantonas, livres ou na forma de heterosideos (MATOS,
1997).

Teste para esteroides e triterpenos (Lieberman-Burchard)

Uma aliquota do extrato foi diluida em 2 mL de cloroférmio e filtrada em funil
coberto com sulfato de sddio anidro para a retirada da agua residual. Ao tubo de
ensaio contendo esta solucéo foi adicionado 1 mL de anidrido acético e, depois de
agitacdo branda, adicionou-se acido sulftrico concentrado, depois de uma nova
agitacao notou-se a mudanca de coloracéo. Caso a coloracao apresentada fosse azul
evanescente seguida de verde permanente indicaria a presenca de esteroides livres,
caso a coloragdo se apresentasse entre parda até vermelha indicaria triterpenos
pentaciclicos livres (MATOS, 1997).

Teste para saponinas

O residuo insoltvel em cloroférmio do teste anterior foi separado, dissolvido em
10 mL de &gua destilada e filtrado para um tubo de ensaio. O tubo foi vigorosamente
agitado e foi observado se ocorreu a formacao de espuma. Aparecimento de espuma

persistente e abundante é indicativo da presenca de saponinas (MATOS, 1997).



44

Teste para fendis e taninos

Em um tubo de ensaio contendo 3 mL da solucéo extrativa adicionou-se trés
gotas de solucéo alcodlica de cloreto de ferro, apés agitacdo, foi observado se houve
variacao de cor ou formacéao de precipitado. Coloracao variavel entre azul e vermelho
indica a presenca de fendis, a formacgéo de precipitado azul escuro indica a presenca
de taninos hidrolisaveis e de precipitado verde, a presenca de taninos condensados
(MATOS, 1997).

Teste para alcaloides

Para avaliacdo da presenca de alcaloides, o extrato foi submetido a dois testes.
O primeiro, em placas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), usando 2 mL
de Cloroférmio como eluente, e, apds eluicdo, o cromatograma foi revelado com
reagente de Dragendorff. O surgimento de manchas de cor alaranjada sugere a
presenca de alcaloides. O segundo teste, para confirmacdo, consistiu em uma
pequena aliquota da amostra solubilizada em 3 gotas de uma solucdo de Acido
Cloridrico 0,1 M e, ap6s a solubilizacéo, foram adicionadas 3 gotas do reagente de
Dragendorff. A formac&o de precipitado na cor alaranjada é indicativo de alcaloides
(MATOS, 1997).

Teste para antraquinona, antrona e cumarina

Os testes para antraquinonas e cumarinas foram realizados em placas de CCD.
Os extratos foram solubilizados em metanol, aplicados na placa e eluidos com mistura
de cloroférmio:metanol (9:1). Apds eluicdo, borrifou-se hidréxido de potassio 10%,
esperou-se secar e observou-se a presenca das cores indicativas em luz ultravioleta
no comprimento de onda de 365 nm. O surgimento de coloracdo azul é indicativo de

cumarina, vermelho de antraquinona e amarelo de antrona (MATOS, 1997).
4.7 Ensaios bioldgicos in vitro
4.7.1 Ensaio de viabilidade celular
O método colorimétrico, para avaliar a citotoxidade do extrato em células

utilizando o metiltetrazolio (MTT), seguiu a metodologia descrita por Mosmann (1983)

com adaptag0Oes. O teste avaliou a viabilidade celular a partir de células de macrofagos
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peritoneais da linhagem J774.A1 na densidade de 2 x 10° células por poco cultivadas
em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de soro fetal
bovino, no qual ficaram “overnight” para melhor aderéncia das células a placa
(MOSMANN,1983).

Essas células foram expostas a diferentes concentra¢des do EETA (1, 10, 100
e 500 pg/mL) por um periodo de 48 h. Os pocos controles continham células cultivadas
somente com meio de cultura e células cultivadas na presenca do solvente DMSO a
0,1%, 0,5% e 1% e para o controle de lise celular, foi utilizado o Triton™ X-100,
potente agente citotéxico (MOSMANN,1983).

Apos o periodo de incubacédo, o sobrenadante foi descartado e, em seguida, foi
adicionado 100 pL da solugdo de MTT (10% em RPMI) em cada poco, sendo entéo
reincubadas durante 2 horas em estufa a 37 °C e a 5% de CO2 (MOSMANN,1983). A
guantificacdo do sal de formazan reduzido (coloracdo azul escuro/purpura) foi obtida
a partir da leitura das placas com o auxilio de um espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 550 nm, sendo este comprimento de onda capaz de absorver a coloracéo
purpura da solucdo (MOSMANN,1983).

O metiltetrazolio — MTT ou sal de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5- difenil
brometo de tetrazdlio], composto hidrossolivel de tonalidade amarelo-pélido em
solucéo, é facilmente incorporado por células viaveis as quais reduzem o MTT a partir
das desidrogenases em suas mitocondrias, sendo convertido em um composto
insolivel em agua e que passa de sua coloracdo amarelo-palido inicial para a
coloracdo azul-escuro/purpura, os cristais de formazan, sendo este armazenado no
citoplasma celular (DENIZOT; LANG, 1986). A habilidade das células em reduzirem o
MTT indica a atividade e a integridade mitocondrial, que sao interpretadas como
medidas da viabilidade celular (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986).

4.7.2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A atividade antimicrobiana do EETA e fra¢des foi determinada por meio da CIM,
esta foi realizada conforme método descrito por Karaman et al. (2003), Dall’Agnol et
al. (2003), Ayres et al. (2008) e Silva Junior et al. (2009) com adaptacdes.

As cepas avaliadas foram: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 31488), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e o fungo Candida albicans (ATCC 24433).
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A CIM foi realizada em microplacas de poliestireno estéreis de 96 pogcos com
12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Todos os orificios a partir da linha A foram
preenchidos com 100 pL de caldo de cultivo Mueller-Hinton (MH). Uma aliquota do
EETA foi dissolvida em DMSO a 2% obtendo uma concentracdo estoque de 2000
pug/mL (10 mg do extrato / 4,9 mL de Soro Fisiolégico a 0,9% + 100 uL de DMSO).
Um volume de 100 uL da solugdo estoque na concentracdo de 2000 pg/mL foi
adicionado em triplicata nas colunas de 1 a 9 da linha A alcancando uma concentracéo
final nesse poco de 1000 pg/mL (CLSI, 2012).

Em seguida, uma aliquota de 100 pL do conteudo de cada orificio da linha A foi
transferida para os orificios da linha B e, ap6s homogeneizacdo, o mesmo volume foi
transferido para a linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H, desprezando-
se, apés homogeneizacdo, 0 excesso da diluicdo obtendo-se concentracdes
decrescentes do extrato (metade da concentragao para cada linha a partir da linha B)
em pg/mL (1000 pg/mL - linha A; 500 pg/mL - linha B; 250 pg/mL - linha D e assim
sucessivamente até a concentracao final de 7,81 ug/mL na linha H) (CLSI, 2012).

Posteriormente, em cada orificio foram adicionados 5 pL de inéculo microbiano,
os indculos foram preparados em solucéo salina estéril e a suspensao bacteriana foi
determinada pela turvacédo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland (1,5 x 108 UFC/mL),
diluida numa proporcéo de 1:10 para se conseguir uma diluicdo 10’ UFC/mL, sendo
a concentracgao final de bactérias entre 5 x 10° UFC/mL e 5 x 10* UFC/pogo ao inocular
5 L dessa suspensao no caldo (CLSI, 2012).

A suspensdo fungica, também determinada pela turvacao do tubo 0,5 da escala
de Mc Farland (1,5 x 108 UFC/mL), foi diluida 1:50 para se conseguir uma diluicdo 2 x
10* UFC/mL, sendo a concentracéo final desejada de 0,5 a 2,5 x 10% UFC/mL ao
inocular 50 uL dessa suspensao em cada pogo (NCCLS, 2002).

Os orificios das colunas 10, 11 e 12 foram destinados para os testes de controle
do experimento. O orificio 10 foi utilizado para controle negativo, avaliado por meio da
atividade inibitoria do diluente DMSO a 2%. O orificio 11, utilizado para avaliar a
viabilidade microbiana, foi plagueado com caldo de cultivo MH e o in6culo microbiano
(5 uL). Para o controle de esterilidade, orificio 12, utilizou-se apenas o caldo de cultivo
MH.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por 18 h para as
bactérias e por 28 °C por 48 h para o fungo. Apos este periodo, foram adicionados 20

ML de Cloreto de Trifenil Tetrazdlio (TTC) a 5% em cada pogo, corante que promove
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a coloracdo das colbnias sem comprometer sua viabilidade, e as placas foram
reincubadas por mais 3h. A mudanca de incolor para coloracdo vermelha significa a
presenca de microrganismos e a auséncia da coloracdo vermelha significa prova
positiva da acao inibitéria do extrato sobre os microrganismos testados (DALL’AGNOL
et al., 2003; AYRES et al., 2008; CLSI, 2012).

O grau de atividade antimicrobiana é determinado conforme os seguintes
critérios: CIM de até 100 ug/mL é considerada ativa, CIM entre 100-500 pg/mL
apresenta atividade moderada, CIM ente 500-1000 ug/mL apresenta fraca atividade e
CIM maiores que 1000 ug/mL sé&o inativas (DALL’AGNOL et al., 2003; AYRES et al.,
2008). A validade deste teste é verificada na constatacao do crescimento microbiano
no controle positivo e a CIM foi considerada como a menor concentracdo do extrato

em pg/mL capaz de inibir completamente o crescimento microbiano (CLSI, 2012).

4.8 Ensaios bioldgicos in vivo

Foram utilizados 27 Ratus novergicus albinus da linhagem Wistar, fémeas, com
aproximadamente 4 meses de idade, pesando entre 170 g a 220 g, fornecidos pelo
Biotério da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude (UNCISAL) e transferidos
para o Laboratorio para Tratamento de Feridas - LpTF respeitando os Principios Eticos
em Experimentacdo Animal. Foram mantidos em gaiolas de polietileno com
identificacdo numérica do animal e grupo a que pertencia forradas com maravalha
estéril, ruidos minimos, ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura de 21 + 2 °C,
sistemas de ventilacdo adequados, racdo propria para a espécie (Nuvilab®) e livre
acesso a agua.

Os modelos murinos foram separados de seu grupo de convivéncia, sendo
acondicionado um animal por gaiola e mantidos em observagéo por 21 dias antes do
bioensaio. O isolamento dos animais é necessario para que no decorrer da
experimentacdo ndo haja a retirada dos curativos pelos outros animais do grupo. O
periodo pré-experimentacdo de 21 dias tem intuito de permitir a ambientacdo
(adaptacdo) dos animais a separacdo do grupo de convivéncia além de verificar
condi¢cdes clinicas, realizar a avaliagdo do peso e temperatura e identificacdo de
variaveis que possam influenciar no experimento.

Os ratos foram pesados e separados pelo método probabilistico de escolhas

aleatdérias em 3 grupos com 9 animais cada (Apéndice A), identificados a partir da
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terapéutica: grupo controle positivo (CP) — dexpantenol, grupo controle negativo (CN)
— creme base e grupo Extrato Etandlico de folhas de T. aurea (EETA) — EETA

incorporado ao creme-base.

4.8.1 Cremes para uso tépico

Os cremes utilizados neste experimento foram manipulados pela farmacéutica
Ciria Vieira Barbosa. Um creme de base inerte, ndo ibnico, foi incorporado ao
dexpantenol utilizado no grupo CP e ao EETA do grupo EETA. Apenas o creme-base
foi utilizado para tratamento do grupo CN. O dexpantenol e o EETA foram manipulados

na concentracao de 5%.

4.8.2 Confecgéo da ferida e tratamento

Para a realizacdo do procedimento cirirgico, os animais foram previamente
pesados e 0 peso, utilizado para o calculo da anestesia. A anestesia foi realizada por
via intraperitoneal (i.p) em concentracdo 50 mg/kg de ketamina a 10% e 10 mg/kg de
xilazina a 2%, administrando-se 0,1 mL para cada 100 g do peso corporeo (DAMY et
al., 2010). Alcancada a profundidade anestésica necessaria, realizou-se epilacéo do
dorso seguida de antissepsia da pele com clorexidina degermante a 2%. Com um
punch metéalico de 12 mm foi confeccionada uma lesdo excisiva dorsal Unica até o
nivel do tecido aponeuroético (Figura 4) e, em seguida, as les6es foram limpas com
soro fisiolégico (SF) a 0,9% e cobertas com gaze e ataduras, com técnica asséptica,
e esperado 24 horas para o inicio da terapéutica (Figura 5) (SARMENTO et al., 2014).

Durante o tratamento foi dispensado, em cada ferida, 0,3 mL de cada creme
nos diferentes grupos, garantindo que a quantidade de creme utilizada fosse igual
para todos os animais. Uma seringa estéril de 1 mL — sendo utilizada uma para cada
animal garantindo a esterilidade do processo. Entres os dias D1 e D14 de po0s-

operatorio (DPO), seqguiu-se verificacdo de temperatura corporal por via retal.
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Figura 4 - Procedimento cirargico para a confecgcdo de ferida. Rato epilado (A);
antissepsia de sitio cirargico (B); confeccdo de ferida com punch (C); resultado da
excisdo sem retirada da pele (D); resultado final da exciséo cirdrgica e retirada da pele
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Fonte: Autora, 2015

Os curativos foram feitos com cobertura de acordo com a divisdo dos grupos
de tratamento e realizada fotografia de todas as lesdes para acompanhamento da
evolucao. Nos dias D3, D7, D11 e D14, as avaliacdes macroscopicas da ferida foram
inseridas em protocolo pré-estabelecido (Apéndice B) para a andlise clinica das lesdes
guanto: ao tamanho, ao rubor perilesional, & presenca de tecido de granulagéo, a
extensao da crosta, presenca de sinais flogisticos, exsudato e fibrina (SARMENTO et
al., 2014).

Figura 5 - Realizacdo do curativo pés-cirdrgico. Irrigacéo da ferida com SF a 0,9% (A);
Cobertura da ferida com gaze estéril (B); Curativo finalizado, coberto com atadura e
fixado com esparadrapo (C)

- W

Fonte: Autora, 2015.
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4.8.3 Anéalise morfométrica da ferida

Todas as mensuracdes de morfometria foram realizadas nos dias 0, 3, 7, 11 e
14 de pos-operatorio (DO, D3, D7, D11, D14). Realizou-se a medi¢c&o do maior e menor
diametro das feridas com paquimetro manual, os resultados foram calculados
utilizando a seguinte equacdo matematica: A=R x r x 1T, com A representando a
area da ferida, R representando o raio maior, r representando o raio menor e T uma
constante equivalente a 3,14.

Apés a obtencao dos resultados da &rea para todos os animais, o Percentual
de Contracao (%C) das feridas foi calculado através da formula: %C = [(Ai — Af ) +
Ai]x 100, onde Ai é a area inicial (pés-operatério imediato) e Af é a area final no DPO
correspondente (COELHO; REZENDE; TENORIO, 1999).

4.8.4 Analise bioquimica e histopatologica das feridas e dos 6rgaos

Nos dias D3, D7 e D14, ocorreu a eutanasia dos animais. A cada eutanasia,
foram sacrificados 3 animais por grupo (Apéndice A) para retirada da ferida, de 6rgaos
(rins e figado) e coleta de sangue.

Os animais foram anestesiados com 3 vezes a dose utilizada para o
procedimento cirargico de confecgdo das feridas. Foi realizada a medigcdo da
temperatura corporal e medicao da area da lesdo com paquimetro manual. Alcancada
a profundidade anestésica, retirou-se entre 2 e 5 mL de sangue por puncao cardiaca.
Sendo confirmada a parada cardiorrespiratéria dos animais, a ferida foi retirada
(obtendo-se um fragmento de formato elipsoide abrangendo também a area
perilesional), seguida dos 6rgaos, que foram pesados para avaliar alteracao de peso
entre os grupos e acondicionados em recipiente contendo formol a 10%.

O sangue foi acondicionado em tubos de Falcons devidamente identificados,
posteriormente, centrifugados para a separacao do plasma dos elementos figurados
do sangue. O objetivo foi realizar avaliacéo bioquimica para avaliar os seguintes testes
séricos: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e
creatinina.

O fragmento de tecido obtido (ferida) foi enviado a um laboratério de patologia
no dia imediato a eutanasia para preparo das laminas histolégicas, sendo todo o

processo do preparo das laminas realizado neste laboratério. Seguidamente a



51

obtencdo das laminas, estas foram encaminhadas ao patologista Dr. Ricardo Luiz
Simbes Houly para realizacdo da leitura. As laminas foram numeradas (conforme
Apéndice A) sem indicacdo de grupo ou da terapéutica aplicada para avaliacdo na
forma de analise cega.

A andlise histopatolégica para a avaliagéo das feridas adotou como referéncia
as fases da cicatrizacdo: inflamatoria, proliferativa e de remodelacédo (Apéndice C e
D). Para andlise dos resultados, foram eleitos escores (Apéndice E), nos quais, a
intensidade das varidveis, com pontuacao determinada entre +1 e +5, foi multiplicada
por fatores — positivos ou negativos — baseados na sua importancia para a cicatrizagao
(MEDEIROS et al., 1999; SARMENTO et al., 2014). Efetuado o célculo, o produto
corresponde ao escore total para cada animal, o qual, posteriormente, foi somado aos
escores dos demais animais do grupo e obtida a média (MEDEIROS et al., 1999;
SARMENTO et al., 2014).

Os rins e figados retirados dos animais durante a eutanasia foram
encaminhados ao patologista Dr. Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquerque Junior do
Laboratério de Morfologia e Patologia Experimental — LMPE pertencente ao Instituto
de Tecnologia e Pesquisa da Universidade Tiradentes (Aracaju — SE) para preparo
das laminas histolégicas e posterior leitura. Os 6rgdos foram numerados (conforme
Apéndice A) sem indicacdo de grupo ou da terapéutica aplicada para avaliacdo na
forma de analise cega.

Os tecidos hepaticos, renais e feridas foram fixados em formalina a 10%,
embebidas em cera de parafina e em seguida seccionadas em 5 y de espessura,
todas coradas com hematoxilina-eosina. Dos cortes histolégicos, cinco laminas foram
obtidas para cada tecido renal (direito e esquerdo) e hepatico e trés laminas para cada
ferida, ou seja, dispondo-se de quintuplicatas e triplicatas, respectivamente, para a

avaliacdo histoldgica e utilizando microscopio optico (CX31, Olympus).

4.8.5 Testes estatisticos

Os resultados estatisticos foram obtidos pelo programa GraphPad Prism 5®. O
teste t-Student foi utilizado para o ensaio de viabilidade celular e para os demais
ensaios utilizou-se One-way ANOVA (andlise de variancia). Para o peso dos 6rgaos e
testes bioquimicos, o pos-teste realizado foi o de teste de Dunnett, que compara todas

as colunas a um controle. Para os resultados do teste de cicatrizacdo, o0 pos-teste
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utilizado foi o de comparagdo mdultipla de Tukey. Os valores foram considerados
significativos quando p <0,05. Os resultados foram expressos como média £ erro
padrédo da média (M = E.P).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prospeccéao fitoquimica

Os testes de prospeccao fitoquimica evidenciaram a presenca de compostos
fendlicos, antraquinonas, esteroides e alcaloides como mostra a tabela 3. A literatura
correlaciona compostos fendlicos, como taninos e flavondides, a bioatividade
antimicrobiana e atividade cicatrizante (CASTRO et al., 2012; TALHOUK et al., 2007),
corroborando para prosseguimento do estudo de avaliagdo destas atividades.

Tabela 3 - Avaliacao fitoquimica para a presenca de metabdlitos secundarios presentes
no EETA

Metabdlitos secundarios avaliados Resultados do EETA
Taninos +
Fenois -
Flavononois

Antocianinas -
Chalconas e Aurona
Flavononas
Flavonais, Flavonas e Xantonas
Antraquinonas
Cumarinas -
Antrona -
Terpenos
Esteroides
Saponinas -
Alcaloides

Fonte: Dados da pesquisa, 2015. Legenda: (-) ausente; (+) presente

+ + +

+

+

Segundo Castro et al. (2012), os metabdlitos secundarios da classe de
polifendis, ou também denominados de compostos fendlicos, tém relacdo com
atividade antimicrobiana, tendo a prospeccdo fitoquimica do EETA revelado
compostos fendlicos como flavonois e taninos. Talhouk et al. (2007) também
correlacionam a presenca de flavondides e taninos com propriedade cicatrizante e
anti-inflamatoria, no entanto, compostos como saponinas, alcaloides, sesquiterpenos
glucosideos e sesquiterpenos lactonas podem demonstrar propriedades semelhantes.

O estudo fitoquimico de Araujo, Costa e Chaves (2013) obteve resultado
semelhante para o extrato etandlico de folhas de T. aurea, estando presentes 0s
metabolitos esteroides, flavononas, flavondis, flavonas, flavononois e taninos,

mostrado similaridade aos resultados aqui apresentados.
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Santos (2014), também avaliando o extrato etandlico de folhas de T. aurea,
identificou a presenca de antraquinonas, contudo, avaliou naftoquinonas e acidos
organicos, revelando também a presenca destes metabdlitos. Violante et al. (2008)
avaliaram o extrato etandlico da entrecasca do caule da T. aurea e o resultado foi
positivo para alcaloides e taninos.

Outras prospeccdes fitoquimicas envolvendo o género Tabebuia apresentaram
reacdes semelhantes como a presenca de flavondides e antraquinonas no extrato
hidroetandlico de folhas de T. heptaphylla (BUDNI et al., 2007), e alcaloides, fendis e
taninos no extrato etandlico de folhas de T. serratifolia além de acidos organicos,
saponinas e acucares redutores (DUARTE; MOTA; ALMEIDA, 2014).

Apesar da familia Bignoniaceae se destacar pela presenca de antraquinonas e
naftoquinonas (GARCEZ et al., 2007), os escassos estudos encontrados realizando
prospeccao fitoquimica do género Tabebuia revelaram a presenca, principalmente,

dos compostos fendlicos como os flavonais e taninos.

5.2 Ensaios biolégicos in vitro

5.2.1 Teste de avaliacdo da viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celular do EETA em células de macrofagos da
linhagem J774.A1 resultou em viabilidade na concentragao de 1 pg/mL, citotoxidade
com pouca significancia estatistica nas concentragdes de 100 e 10 pg/mL e forte
citotoxidade em concentrag&o de 500 pg/mL (Grafico 1).

Metabdlitos secundarios presentes no EETA, como antraquinonas e alcaloides,
podem estar relacionados com a citotoxidade encontrada no teste de viabilidade
celular. As antraquinonas estdo relacionadas, principalmente, a sua propriedade
laxante. O B-Lapachol, uma quinona isolada, esta sendo avaliado quanto sua forte
propriedade farmacologica antitumoral (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). A
citotoxidade das antraguinonas € proporcional a sua afinidade de ligacédo as proteinas
plasmaticas (PANIGRAHI et al., 2015), ja os alcaloides tém grande diversidade
estrutural que permite lhes atribuir diversas atividades biolégicas, inclusive
citotoxidade (NOGUEIRA et al., 2014).
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Grafico 1 - Resultados do EETA sobre a viabilidade celular de macrofagos da linhagem

J774.A1 nas concentragoes de 500,100, 10 e 1 ug/mL obtidos pelo método colorimétrico
de MTT em 48 horas
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Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

No estudo de Sarmento et al. (2014), avaliando a citotoxidade do extrato
etandlico do caule de Zeyheria tuberculosa (familia Bignoniaceae) em
microcrustaceos pelo método de Artemia salina nas concentracdes entre 10 a 100
Hg/mL obteve-se resultado de ndo toxidade em nenhuma das concentracdes testadas.

Relacionado ao género Tabebuia, fracbes hexanica e cloroférmica do extrato
de T. serratifolia apresentaram citotoxidade quando avaliadas nas concentracdes de
800 pug/mL e apenas 1,8% de viabilidade para a fracdo hexanica na concentracdo de
400 pg/mL em células ovarianas de hamster chinés pelo método MTT (GONZALES-
COLOMA et al., 2012). A analise do extrato aquoso da entrecasca de T. avellanedae
(BYEON et al., 2008) nas concentra¢cfes de 50, 100, 200 e 400 pug/mL pelo método

de MTT sobre macro6fagos (linhagem RAW264.7) ndo demonstrou toxidade.
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Na avaliagdo dos extratos etanodlicos de folhas e do caule da casca de T.
impetiginosa pelo método de MTT em células de macrofagos da linhagem J774 nas
concentracdes de 0,1 a 1000 pug/mL, os resultados ndo mostraram citotoxidade, porém
0s extratos hexanico de folhas e etandlico de galhos foram citotdxicos
(VASCONCELOS et al., 2014),

A analise do extrato alcaloide de T. rosea em mondcitos séricos de humanos
também pelo método de MTT em concentracdo logaritimica crescente do extrato de
até 1000 pg/mL resultou na viabilidade celular decrescente nas maiores
concentragdes, muito embora ndo tenho sido citotoxico para estas células (SATHIYA,
MUTHUCHELIAN, 2010).

Quanto a espécie T. aurea, Santos (2014), ao avaliar o extrato etandlico de
folhas utilizando o método de MTT em células de macrofagos da linhagem J774, ndo
obteve resultados de citotoxidade em nenhuma concentracdo (100, 200, 500 e 1000
pug/mL), muito embora, ao avaliar o extrato etandlico de flores da mesma espécie,
obteve resultado de citotoxidade na concentracédo de 1000 pug/mL.

O resultado dispar do teste de citotoxidade com os demais aqui apresentados
€ compreensivel, visto que o tipo de solo em que o vegetal foi cultivado, a mudanca
de clima, o periodo em que foi realizada a coleta do material entre outros
condicionantes permitem essa diferenca, pois os metabdlitos secundarios presentes
no vegetal sofrerdo variacdes dependentes das circunstancias mencionadas.

Ainda que citotoxicidade tenha sido encontrada em algumas concentracdes in
vitro aqui testadas isto ndo implica que a aplicacéo topica do extrato, quando utilizada
in vivo, tenha absorcéo sistémica por essa via, sendo necessério outros estudos que

busquem avaliar esta possibilidade.

5.2.2 Avaliagdo da concentracao inibitéria minima

Na avaliagdo da CIM, o EETA mostrou-se incapaz de inibir as bactérias
testadas em todas as concentracfes. Na analise das fracdes do extrato, as fracdes
hexanica e cloroférmica apresentaram fraca inibicdo para a bactéria E. coli, para as
demais bactérias, nenhuma das fracdes apresentaram atividade inibitéria. Quanto a
avaliacao do fungo Candida albicans, extrato e fracdes n&o foram capazes de inibi-lo.

Os resultados estdo expressos na tabela 4.
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Tabela 4 - Concentracéo inibitéria minima obtida do extrato e suas fracbes

Micro-organismos avaliados CIM
S.aureus S. epidermidis E.coli P.aeruginosa C. albicans

EETA - - - - - -
Fracéo hexanica - - + - - 1000
pg/mL
Fracéo - - + - - 1000
cloroférmica pug/mL
Fracdo acetato - - - - - -
de etila
Fracéo - - - - - -
metandlica

Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

Alguns extratos ndo demonstram atividade antimicrobiana, entretanto fracdes
e compostos isolados podem apresentar tais propriedades (BENFATTI et al., 2010).
Isto pode ser justificado devido a interacdo entre os diversos fitocomponentes
presentes no extrato interferindo ou mascarando alguma classe de metabdlitos que é,
provavelmente, ativo como antimicrobiano.

Compostos fendlicos, como os encontrados no EETA, “podem combinar-se
com as adesinas bacterianas de forma a comprometer a adesdo do microrganismo
sobre a superficie celular” (CASTRO et al., 2012), assim, taninos podem afetar a
sintese da parede celular formando complexos irreversiveis com proteinas (CHUSRI,
VORAVUTHIKUNCHAI, 2009) e os flavonoides podem atuar como inibidores da
topoisomerase tipo-Il bacteriana, sendo, também, substancias potencialmente ativas
(CUSHNIE; LAMB, 2011).

Dois estudos que avaliaram o potencial antimicrobiano da T. aurea foram
encontrados. Um estudo foi o de Albenaz (2006), que avaliou o extrato hexanico da
madeira do caule de T. caraiba (T. aurea) contra doze cepas bacterianas encontrando
atividade apenas para duas cepas: atividade forte para E. faecalis (CIM - 31,25 pug/mL)
e atividade moderada para S. aureus (CIM - 500 pg/mL). O outro estudo foi o de
Santos (2014), que encontrou atividade moderada para o extrato etandlico de folhas
de T. aurea — provenientes da vegetacdo da Caatinga alagoana — para S. epidermidis
(CIM - 250 pg/mL) e S. aureus (CIM - 500 pg/mL). O extrato etanodlico das flores
também foi avaliado e mostrou-se ativo frente a linhagem S. epidermidis apresentando
CIM de 62,5 pg/mL (SANTOS, 2014).
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Avaliando o género, o estudo de Vasconcelos et al. (2014) que, ao avaliar a
CIM a partir do extrato hexanico de folhas de T. impetiginosa contra nove cepas
bacterianas, obteve atividade moderada apenas para a bactéria Acinetobacter
baumannii (CIM - 500 pg/mL), mas quando avaliado o extrato etanélico de folhas, duas
linhagens bacterianas foram inativadas apresentando forte atividade: CIM de 62,5
ug/mL para S. epidermidis e CIM de 31,25 pg/mL para S. aureus. Rocha et al. (2013)
avaliaram seis plantas do Cerrado e obtiveram melhores resultados frente ao extrato
etandlico de folhas T. pentaphylla com CIM de 7,81 pg/mL para S. aureus e CIM de
15,62 pg/mL para E. faecalis e E. coli.

Em relacdo a familia (Bignoniaceae), no estudo de Ramos et al. (2012),
avaliando os extratos etandlico e hexanico de folhas de Zeyheria tuberculosa, obteve-
se inibicdo da bactéria S. aureus em 1000 e 500 pug/mL para o extrato etandlico e
inibicdo em 1000 pg/mL para o extrato hexanico para a mesma bactéria. No estudo
de Sarmento et al. (2014), o extrato etandlico de folhas de Z. tuberculosa foi capaz de
inibir S. aureus na concentracdo de 62,5 ug/mL. Avaliando bactérias Gram-negativas
utilizando extrato metanolico de folhas e casca do caule Newbouldia laevis, o estudo
de Tankeo, Tane e Kuete (2015) foi considerado promissor com resultados entre 128
e 256 pg/mL para cada extrato contra a bactéria E. coli.

Em relacdo ao fungo Candida albicans, Hofling et al. (2010), analisando os
extratos diclorometano e metanodlico da casca de T. avellanedae, encontraram
resisténcia e inibicdo (3 pg/mL) respectivamente, Mardegan (2007) ndo obteve
resultado de inibicdo na CIM ao analisar o extrato diclorometano-metandlico da
entrecasca de T. avellanedae e o extrato etandlico da casca de T. caraiba resultou em
fraca atividade (8 mm), comparada ao controle Itraconazol (17 mm), pelo método de
microdiluicdo em caldo (SILVA; PAULA; ESPINDOLA, 2009).

O tipo de solo e seu pH, estacdo do ano, clima e diferentes tipos de estressores
ambientais interferem na quantidade de fitocomponentes que estardo presentes em
uma planta, apesar de, geralmente, estarem presentes metabdlitos idénticos para uma
mesma espécie diferindo, apenas, a porcentagem desses (SILVA et al., 2005; SILVA
et al., 2006). Assim, a genética e fatores ambientais influenciariam a sintese dos
metabdlitos desencadeando variacbes qualitativas e quantitativas de complexos
guimicos (SILVA et al., 2005; SILVA et al., 2006), o que pode ser percebido pelos

diferentes resultados encontrados, seja avaliando espécie, género ou familia.
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5.3 Bioensaio de cicatrizagao in vivo

5.3.1 Observacéo clinica

Peso

Os animais durante o poés-operatério ndo apresentaram complicacbes e
permaneceram vivos até o final do experimento. No que concerne a avaliacao
ponderal, os animais apresentaram perda de peso no periodo pés-operatorio, muito
embora esta perda ndo tenha sido significativa estatisticamente como pode ser visto
no gréafico 2. Quando comparado os pesos do periodo de adaptacdo até o dia do ato
operatorio, em (DO) os animais apresentam média de 196,8 + 3,44 g, e ao final do

tratamento (D14), apresentaram peso médio de 179,4 + 2,58 g.

Grafico 2 - Média da avaliacdo do peso dos animais por grupo experimental desde a
fase de adaptacéo ao término do experimento
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Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

A perda de peso pode ocorrer como resposta do organismo a mediadores
guimicos liberados durante o processo inflamatério. As citocinas pro-inflamatoria
produzidas pelos leucocitos e outros tipos celulares, principalmente o TNF, séo
responsaveis por inadmeros eventos sistémicos, inclusive supressdo do apetite
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). latsyno (1978) refere ser importante acompanhar
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variacdo do peso do animal, visto ser um importante indicador para avaliar possivel

indicativo de toxidade de uma substancia.

Temperatura

Os dados expressam que houve alteracao significativa da temperatura do grupo
CN guando comparado aos grupos CP e EETA (p = 0,0003). A significancia ocorreu
apenas no segundo dia de pds-operatorio como mostra o grafico 3. O segundo dia
correlaciona-se a fase inflamatoria da cicatrizacao, justificando esse aumento para o
grupo sem tratamento. Possivelmente, os grupos tratados com o dexpantenol e EETA
possuam alguma atividade anti-inflamatoria, diminuindo o recrutamento de citocinas
gue induzem a alterac&o da temperatura corporal.

Lesdo celular, infeccdo e inflamacdo induzem macrofagos, mondcitos,
fibroblastos e células endoteliais ativadas a produzirem IL-1 (interleucina 1), que
produz inflamacao sistémica através da ativacao da ciclooxigenase-2 com a formacéao
de PGE: (prostaglandina 2) no hipotalamo anterior, estimulando a producdo de
neurotransmissores que reajustam a temperatura em nivel mais alto (OLIVEIRA et al.,
2011; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Gréafico 3 - Média das temperaturas obtidas por grupo experimental avaliadas desde a
fase de adaptacdo ao término do experimento
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Fonte: Dados da pesquisa, 2015.
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5.3.2 Avaliagdo macroscopica da cicatrizacao das feridas

A avaliagdo macroscopica das lesbes propiciou acompanhar os eventos
cicatriciais em suas fases, de modo a permitir a avaliacdo das terapéuticas
empregadas para o tratamento das lesdes. O quadro 4 mostra o resultado dos

achados da evolucao dos grupos quanto aos parametros avaliados.

Quadro 4 - Resultado dos achados da evolugdo macroscoOpica das feridas delineadas
por grupo e dias de avaliacéo

Critérios Grupos | Achados D3 Achados D7 | Achados D11 | Achados D14
Avaliados (%) (%) (%) (%)
EETA | (+) 77,7 % - - -
Rubor perilesional CP (+) 44,4% (+) 16,7% - ,
CN (+) 100% (+) 50% - -
EETA | (+) 77,7 % - - -
Inflamacéo CP (+) 55,5% (+) 16,7% - -
CN (+) 100% - - -
EETA | (+) 223% - - -
Exsudato CP (+) 44,4% (+) 16,7% - -
CN - - - -
EETA | (+) 11,2% (+) 16,7% - -
Fibrina CP (+) 100% (+) 83,3% - -
CN (+) 100% (+) 83,3% (+) 33,3% (+) 33,3%
EETA | (+) 11.2% - - ' -
Tecido de CP (+) 44,4% (+) 100% (+) 100% (+) 100%
granulagéo CN - (+) 100% (+) 100% (+) 100%
EETA | (PC) 100% (PC) 50% (PC) 66% (TT) 100%
Extensao da (TT) 50% (TT) 22%
crosta CP - - - -
CN - - - -

Fonte: Dados da Pesquisa, 2015. Legenda: ( - ) = ausente; ( +) = presente. Em extenséo da crosta: (
- ) = ausente; PC = parcial; TT = total. EETA = extrato etandlico de folhas de Tabebuia aurea; CP =
controle positivo CN = controle negativo

Em todas as fases de cicatrizagdo, o grupo CP, tratado com dexpantenol,
obteve melhor evolugdo que os demais. Durante as avaliagdes, apresentou
moderadamente hiperemia das bordas da ferida, inflamacéo, exsudato e fibrina até o
7° dia. A fibrina foi abundante ao 3° dia, mas de facil remocéao durante o tratamento.
Houve formacédo de tecido de granulacdo ao 3° dia em alguns animais. As feridas
apresentaram aspecto Umido com auséncia de formacdo de crosta e evolucdo
progressiva da contracao.

O grupo CN apresentou, em todos os animais, caracteristicas inflamatorias,

maior rubor perilesional além de fibrina ao 3° dia de tratamento e sem presenca de
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exsudato. As feridas possuiram caracteristicas de ressecamento, permanecendo
assim até o 4° dia. As bordas da ferida, até o 3° dia, apresentaram area maior que 0s
demais grupos, ou seja, percentual de contracdo menor em todas fases. Nao houve
presenca de crosta nos animais deste grupo em nenhum dia de avaliacdo sendo
possivel observar tecido de granulacao a partir do 7° dia.

O grupo EETA foi o que evidenciou menor processo inflamatério, auséncia de
hiperemia e exsudato desde o 7° dia, quando comparado aos grupos controles. A
crosta esteve presente parcialmente em todos os animais do grupo até o 3° dia
evoluindo para crosta de extensao total em todos os animais ao fim dos 14 dias de
tratamento. No 11° dia, parte dos animais passou a apresentar parte da crosta
destacavel nas bordas da ferida e, a partir deste periodo, a contracao das lesdes foi
mais significante.

A presenca de crostas &€ comumente encontrada na fase proliferativa
(HOSGOOD, 2006), é um tecido desvitalizado ocasionado pelo ressecamento e
desidratacédo celular, pode ser serosa, purulenta ou hematica a depender do exsudato
apresentado na superficie da leséo. Inicialmente, essa formacao € importante porque
serve como barreira contra microrganismos.

O curativo oclusivo é aplicado com a intencdo de manter a umidade da pele,
porquanto a migracdo celular do epitélio ocorre duas vezes mais rapido nessas
condicOes, prevenindo a formacao de crosta por desidratacdo celular (PRENTICE,
2014). Muita embora tenham sido realizados os cuidados necessarios para manter a
umidade da ferida, a troca de curativo tenha sido realizada com técnica asséptica para
prevenir contaminacao, houve formacao da crosta para o grupo EETA.

Importante referir que, ao realizar as trocas de curativo do grupo EETA, a
cobertura apresentava uma coloracado avermelhada que pigmentava inclusive a pele
do animal (Figura 6). Esta coloracdo pode ser atribuida ao metabdlito secundério
antraquinona, fortemente presente no EETA, que apresenta uma coloragdo entre o
amarelo e vermelho, sendo este metabdlito geralmente empregado como corante
(SANTOS; SILVA; BRAZ FILHO, 2008).

N&o houve aproximacao total das bordas das feridas em nenhum dos grupos
ao final do experimento, muito embora o grupo CP mostrou-se quase que totalmente
reepitelizado aos 14 dias. A sequéncia de eventos relacionada a evolugédo
macroscopica das feridas foi fotografada durante todo o tratamento e esta mostrada

por dia de avaliacéo (D3, D7 e D14) na figura 6.
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Figura 6 - Evolugcdo macroscOpica do tratamento das feridas por grupo e dias de
avaliacdo

D3 D7 D14

EETA
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CN

Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

Lima (2010), em seu experimento de cicatrizacdo utilizando barbatim&o a 5%
(Stryphnodendron adstringens) em coelhos como modelo animal, obteve o resultado
de crostas firmemente aderidas ao 3° dia em todos os grupos avaliados e sua remocao
s6 foi possivel, sem traumas ao epitélio, em média, aos 18 dias de tratamento, obtendo
reepitelizacdo completa aos 21 dias.

Araudjo (2010), avaliando a cicatrizagdo com 6leo de Ouratea sp e 6leo de
Helianthus annus (6leo de girassol), obteve evolugcdo da ferida com presenca de
crosta aderida em todos os grupos com formacdo desta a partir do 4° dia e sem
desprendimento para o grupo tratado com 6Gleo de girassol e para o0 grupo controle
negativo tratado com solugcédo salina. O grupo tratado com Ouratea sp apresentou

crosta regular e menos espessa que 0s outros grupos e seu desprendimento ocorreu
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entre 0 8° e o 12° dia. Até o fim do tratamento (D12), ndo houve reepitelizacédo
completa para todos os grupos.

Em grupo tratado com extrato aquoso de urucum (Bixa orellana L.) contendo
norbixina a 2,5%, foi constatada a formacao de crosta fibrino-leucocitaria espessa que
permaneceu aderida ao leito cirlrgico em cronologia idéntica ao observado no grupo
controle (SANTOS et al., 2014b).

Avaliando a cicatrizacdo induzida pelo extrato de Jatropha gossypiifolia,
exsudacao plasmética com formacao de crostas superficiais foi encontrada até o 7°
dia de tratamento e apds este periodo houve o espessamento da crosta, destacando-
se aos 14 dias. Evoluiu para epitelizacdo completa ao 21° dia (SANTOS et al., 2006).

Branco Neto (2006) obteve 60% de epitelizacdo aos 21 dias de tratamento no
grupo tratado com aroeira em comparacéao ao controle negativo (SF 0,9%), que obteve
completa reepitelizagdo, e durante todo o experimento observou-se evolucéo lenta
quando comparado ao controle.

Em relacédo a experimentos envolvendo a familia Bignoniaceae, a presenca de
crosta espessa castanho-escura é normalmente encontrada. Tresvenzol et al. (2013),
avaliando extrato de folhas e raizes de Memora nodosa, encontrou crosta em todos
0S grupos a partir do 7° dia com perda da crosta ao 12° dia.

Silva (2006), utilizando pomada com extrato de T. avellanedae a 10%, observou
a presenca de crosta intensa em 40% dos animais ao 3° dia e 60% ao 7° dia,
diminuindo a intensidade a partir do 10° dia, estando ausentes ao 14° dia de
tratamento. A reepitelizagéo foi completa aos 14 dias.

Lipinski et al. (2012), avaliando o extrato de T. avellanedae nos primeiros 3 dias
de experimentagdo, encontrou no grupo tratado com a planta crostas serosas, suaves
e finas com bordas menos edemaciadas em comparagao com 0S outros grupos.

Assim, outras pesquisas envolvendo modelo animal que avaliaram extratos ou
preparacbes oleosas a partir de plantas obtiveram resultados semelhantes
relacionados a formacéo de crosta na leséo e reepitelizacdo entre 14 dias ou mais de
tratamento (LIMA, 2010; ARAUJO, 2010; SANTOS et al., 2014b, SANTOS et al., 2006)
e quando se relaciona a familia da espécie estudada, os resultados também se
assemelharam (TRESVENZOL et al., 2013; SILVA, 2006; LIPINSKI et al., 2012).

Pode-se concluir que o EETA tem a caracteristica de formagcdo de crosta no
processo de cicatrizacdo e, muito embora esta formacao seja compreendida como

barreira protetora contra microrganismos, sua permanéncia impede a contracdo da
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borda da ferida. Esse processo ndo impede que a cicatrizagdo continue a ocorrer
abaixo da crosta e que, com a reepitelizacdo total, a crosta se destaque. A acéo
adstringente dos taninos presentes no extrato utilizado pode estar relacionada com a
génese da crosta.

A presenca de esteroides no extrato, identificada na prospecc¢ao fitoquimica,
pode estar relacionada, também, ao retardamento da cicatrizacdo do grupo EETA.
Apesar do beneficio do uso de esteroides em algumas doencas (broncoespasmo,
artrite reumatoide), na cicatrizagao, pode resultar em atraso da cura (STOJADINOVIC
et al., 2007; FEESER et al., 2009).

Segundo Kaushal, Kutty e Rao (2006), a acdo negativa dos esteroides sobre
os resultados de cura de feridas esta relacionada ao impedimento da contracdo da
ferida devido a diminuicdo da forca ténsil. O impacto de glicocorticoides
na cicatrizacdo de feridas incluem a inibicdo da proliferacdo fibroblastica e
a diminuicao da producao de colageno (ANDERSON; HAMM, 2014).

5.3.3 Avaliagdo morfométrica da ferida

A avaliacdo morfométrica tem por finalidade permitir a obtencéo do percentual
de contracdo da ferida durante a evolucdo do processo cicatricial (CARDINAL et al.,
2009). O grafico 4 mostra perceptivel aumento da area da ferida no periodo entre DO
e D3 e a diferenca da evolucéo da contracdo da ferida do grupo EETA em relacdo aos
demais grupos a partir de D7, contudo, apenas em D11 e D14 foi demonstrado

significancia estatistica como demonstra a tabela 5.

Tabela 5 - Variac&o das areas das feridas (cm?) dos grupos EETA, controle positivo (CP)
e controle negativo (CN) nos dias de avaliagdo macroscopica expressa como média (M)
e erro padréo da média (E.P)

Média da area da ferida (cm?) = Erro Padréo

Grupos D3 D7 D11 D14
M+ E.P M+ E.P M+ E.P M+ E.P
EETA 1,53+0,12 1,23 +0,15 1,14 £ 0,17 0,87 +£0,16
CP 1,33+0,18 0,77 +£0,11 0,30 £ 0,04 0,16 + 0,00
CN 1,31+£0,12 1,25+0,14 0,38 £ 0,05 0,22 £ 0,04
Valor de p 0,5174 0,8117 0,0026* 0,0040*

Fonte: Dados da pesquisa, 2015. Nota: *p <0,01, grupo EETA comparado aos grupos positivo e
negativo.
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Gréfico 4 - Variacdo média da area das feridas (cm? de acordo com o grupo de
tratamento e segundo os dias de avaliacéo
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Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

Madison e Gronwal (1992) referem que, do mesmo modo que no processo de
cicatrizacdo hé trés fases encadeadas, o processo de contracao das feridas também
segue trés fases. Uma fase inicial de retracdo centrifuga com aumento da é&rea
lesionada devido a perda da tensao elastica da pele adjacente, da formacéo de edema
(BARBER, 1990), da perda da aderéncia a fascia profunda e de uma caracteristica
inerente a pele do rato: sua mobilidade (CROSS; NAYLOR; COLEMAN, 1995; TEO;
NAYLOR, 1995). Uma fase de contragdo rapida com forca centripeta, ou seja, em
direcdo ao centro da lesdo (MADISON; GRONWAL, 1992) e, por ultimo, uma fase de
contracdo lenta, quando a ferida esta em fase final de cicatrizacdo (MADISON,;
GRONWAL, 1992).

Tais fases podem ser observadas perfeitamente no grafico 4, como também é
possivel observar uma menor contracdo do grupo EETA, pois, como anteriormente
descrito, teve o0 processo de contracdo da ferida retardado em relacdo aos demais
grupos devido a formacéo de crosta.

N&o houve, até o 14° dia, destacamento total da crosta em nenhum animal do
grupo EETA e so6 foi possivel observar algum percentual de contracdo da ferida
positivo ao final do experimento (Tabela 6) como consequéncia do destacamento de
parte da crosta a partir das bordas da leséo ocorrido no 7° dia de avaliacdo. O grupo
tratado com dexpantenol obteve percentual de contragéo positivo desde o 7° dia e 0
CN a partir do 11° dia.
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Tabela 6 - Percentual de contracdo da ferida (%) em relagcdo ao tamanho original
mostrado por grupos: grupo EETA, controle positivo (CP) e controle negativo (CN) e
por dias de avaliagdo macroscopica

Percentual de Contracéao (%)

Grupos D3 D7 D11 D14

EETA -35,40 -8,85 -1,18 22,71
CP -18,19 31,86 73,45 85,54
CN -16,12 -14,16 66,66 80,23
Valor de p 0,5174 0,8117 0,0026* 0,0040*

Fonte: Dados da pesquisa, 2015. Nota: *p < 0,01, grupo EETA comparado aos grupos positivo e
negativo.

5.3.4 Avaliacao histopatolégica da ferida

Como referido na metodologia, os dados histopatolégicos foram coletados
considerando as fases de cicatrizacdo de feridas (D3, D7, D14) e os resultados foram
dispostos na tabela 7 com a analise dos escores quantificados seguindo metodologia
de Sarmento et al. (2014).

Tabela 7 — Escores da avaliacdo histopatologica das feridas dos grupos EETA, controle
positivo e controle negativo

Dia de eutanasia Escores Valor de p
EETA Controle positivo Controle negativo
3° 46,00 41,00 44,67 0,809
7° 76,33 91,33 90,00 0,681
14° 106,3 115,7 119,0 0,039*
Média 76,21 82,68 84,56 0,955

Fonte: Dados da pesquisa, 2015. Nota: *p <0,05, grupo EETA comparado ao controle negativo.

N&o houve significAncia estatistica entre os grupos na avaliacao histopatologica
nos dias 3 e 7 de avaliacdo, entretanto foi significante no 14° dia quando comparado
0 grupo EETA ao grupo controle negativo. Os resultados macroscopicos do grupo
EETA demonstraram evolucdo em relacdo a area da ferida e ao percentual de
contragdo desfavoravel, visto a formacdo de crosta no leito da ferida. A analise
histopatoldgica corrobora com o resultado macroscopico mostrando significancia
apenas na fase de remodelacdo, na qual sugere que a crosta, formada no grupo
utilizando o extrato, interferiu na reepitelizacéo total deste grupo no periodo de 14
dias, tendo os demais grupos alcancado a reepitelizacdo total. No entanto, ao realizar
a média geral da cicatrizacdo por grupo, ndo houve significancia estatistica entre eles.
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No 3° dia, os grupos CP e CN obtiveram maiores escores para proliferacao
fibroblasticas e o grupo EETA maiores escores para tecido de granulacdo. O grupo
CN — um animal do grupo — foi o Unico que apresentou fibras de colageno ao 3° dia
de tratamento. No 7° dia os achados entre os grupos foram similares e no 14° dia,
como citado, a principal diferenca foi a reepitelizacdo total dos grupos CP e CN e
reepitelizacédo parcial do grupo EETA. A presenca de crosta foi encontrada em todos
0S grupos até o 7° dia de tratamento, permanecendo no grupo EETA até o 14° dia e
auséncia nos grupos controles neste periodo. Pode-se observar alguns achados nas
fotomicrografias das feridas na figura 7.

Silva (2006) evidenciou, em seu resultado histopatoldogico em estudo de
cicatrizacdo em feridas cutaneas em ratos com o extrato de T. avellanedae a 10%,
menor infiltrado inflamatério e presenca de crosta moderada quando comparado ao
controle no 3° dia de avaliacéo, no 7° dia evidenciou fibras coldgenas mais abundantes
que o controle e ao 14° dia total epitelizacao das feridas.

Coelho et al. (2010) avaliaram a pomada de T. avellanedae a 10% - extrato
aguoso da casca do caule - e os resultados da avaliagéo histoldégica mostraram maior
presenca de fibroblastos e vasos neoformados no 7° dia quando comparado ao
controle e no 14° dia epitelizacdo completa.

Lipinski et al. (2012), avaliando o extrato aquoso de serragem de T. avellanedae
em bovinos, quando comparado ao controle negativo, obteve no resultado
histopatolégico melhores resultados para fibroplastia e maior presenca de tecido de
granulagcao no 16° dia de tratamento.

Em relacdo a familia Bignoniaceae, avaliando a solucédo aquosa a 2% de folhas
e raizes da Memora nodosa (TRENSVEZOL et al., 2013), apenas a solu¢do aquosa a
2% do extrato bruto das raizes contribuiu no processo final de reepitelizacdo, nao
havendo diferenca significativa entre os extratos e o controle na avaliagao
histopatolégica. O extrato etandlico do caule de Zeyheria tuberculosa utilizado oral e
topicamente (SARMENTO et al., 2014) evidenciou escores melhores que os controles
(positivo e negativo), demonstrando melhor processo de cicatrizacdo permeando

todas as fases. Ambos os estudos utilizaram ratos como modelo animal.
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Figura 7 - Fotomicrografia de feridas cutaneas relacionando dias de avaliacdo e
tratamento utilizado

D3 D7 D14

EETA

CP

CN

Fonte: Dados da pesquisa, 2015. Legenda: A — infiltrado inflamatdrio; B — fibroblastos; C — vasos
neoformados; D — fibras de colageno; A1 — grupo EETA; A2 — grupo Controle positivo; A3 — grupo
Controle negativo. Nota: aumento 40%, corado com hematoxilina e eosina.

Pode-se concluir que a evolucao histopatolégica das feridas cutaneas tratadas
com o EETA a 5% possuem evolu¢do semelhante em relacao aos controles até o 7°
dia e que a formacao de crosta é o Unico item que diminui os escores do grupo tratado

com extrato e que a formacé&o de crosta sugere estar relacionada ao género.

5.3.5 Peso e avaliacdo de aspectos macroscopicos/morfoldgicos dos 6rgaos

hY

A avaliagdo macroscopica dos Orgdos ap0s a eutandsia permite perceber
possiveis alteracbes, como formagbes nodulares, fibroses, manchas ou
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deformidades, sendo que nenhum dos 6rgéos apresentaram qualquer alteracdo. Nao
houve diferenca estatistica da média do peso dos 6rgaos entre 0os grupos quando

comparados ao controle negativo como mostra a tabela 8.

Tabela 8 - Peso dos 6rgéos (rins e figado) dos grupos EETA, controle positivo (CP) e
controle negativo (CN) expresso como média (M) e erro padrdo da média (E.P)

Pesos dos 6rgédos avaliados

) Grupos EETA CP CN Valor de p
Orgaos M+ E.P M+ E.P M+ E.P

Rim Direito 0,62 + 0,03 0,64 + 0,04 0,66 + 0,04 0,8246
Rim Esquerdo 0,59 +£0,03 0,58 £ 0,03 0,57 £ 0,03 0,8661
Figado 5,82 + 0,32 5,89 + 0,39 5,56 + 0,24 0,7463
Peso animais (D14) 167,7 +1,33 170,3 + 7,42 174,3 + 7,33 0,7478

Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

Bautista et al. (2004), em seus experimentos com bixina em po diluida em agua
filtrada — utilizada como corante pela industria de massas, ra¢cdes animais e produtos
oleosos — quanto aos efeitos toxicos decorrentes da exposi¢ao subcrénica do produto
administrado por gavagem em ratos (Rattus novergicus, Wistar) com média de peso
de 100 g, tiveram como resultado, para seus animais sem tratamento, peso dos rins
com média de 0,6 g e figado com média de 2,7 g.

Bellei et al. (2012), investigando a toxidade da isoflavona sintética ipriflavona
em ratas (Rattus novergicus, Wistar), com peso médio desses animais de 180 g,
apresentaram para seus controles o peso médio dos rins de 1,3 g e figado 8,7 g.

Avaliando a toxicidade do extrato de folhas de Apeiba tibourbou, também
utilizando Rattus novergicus fémeas da linhagem Wistar com peso médio de 200 g,
sendo o extrato diluido em agua e administrado por gavagem, Cunha et al. (2013)
obtiveram resultados de peso (g/100 g de peso vivo) de 9,39 g para o figado, rim
direito com 1,30 g e rim esquerdo com 1,27 g.

Ha caréncia na literatura sobre avaliacdo de 6rgdos em experimentos de
cicatrizagdo, contudo, apesar das pesquisas nédo envolverem cicatrizagcéo e a via de
administracdo do medicamento diferir deste estudo, os animais utilizados como
padrdo para comparar os resultados desta pesquisa foram seus controles negativos.

Percebe-se, entre os estudos acima citados, que o peso dos orgaos varia de
acordo com o peso dos animais e que este motivo refletiu nas variacbes entre os

pesos dos orgéos dos estudos em que o peso dos rins variou entre 0,6 ga 1,3 ge o
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figado 2,7 g a 9,39 g, além do que, nos estudos referidos, as comparacdes de peso
sao realizadas considerando os valores encontrados nos grupos controles negativo.
Tais consideracdes permitem justificar a comparacao dos grupos experimentais
ao controle negativo do proprio experimento realizada nesta pesquisa, deste modo,
pode-se inferir que o peso dos érgdos encontrados para este experimento ndo sofreu

variacao entre os grupos quando comparado ao grupo controle negativo.

5.3.6 Analise bioquimica

Os testes séricos indicadores de toxicidade realizados resultaram em
parametros de avaliacdo similares para todos os grupos em estudo (Tabela 9). A
analise bioguimica se fez necessaria buscando avaliar alteracdes da funcéo hepatica
e renal que possam ter sido provocadas pelo uso do EETA nos animais em
experimento. Como parametro comparativo utilizou-se o grupo CN, visto este grupo
nao ter recebido tratamento medicamentoso conservando os valores padrées de

referéncia para os testes em analise.

Tabela 9 - Resultados dos valores bioquimicos dos grupos EETA, controle positivo (CP)
e controle negativo (CN), expresso como média (M) e erro padrédo da média (E.P)

Resultados bioquimicos

Grupos EETA CP CN Valor de p
Bioguimico M+ E.P M+ E.P M+ E.P
AST (U/L) 82,88 £ 6,76 98,50 + 8,56 102,0 £ 11,11 0,2981
ALT (U/L) 42,75 + 4,53 53,50 + 5,39 49,00 + 3,61 0,2696
Ureia (mg/dL) 46,29 + 3,12 40,53 + 3,28 43,10 + 3,25 0,4604
Creatinina (mg/dL) 0,23 + 0,03 0,24 + 0,01 0,25 + 0,02 0,8264

Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

A analise sérica das aminotrasferases AST e ALT permite inferir se houve lesdo
hepatocelular aguda caso haja o0 aumento destas transaminases hepaticas. Analisar
ureia e creatinina permite inferir lesdo renal, visto serem metabdlitos usualmente
eliminados através da urina apds filtragdo pelos rins e valores aumentados desses
metabdlitos sugerem algum dano renal.

De acordo com os resultados mostrados na tabela 9 para AST, ALT e
creatinina, os valores obtidos para o grupo tratado com EETA em relacdo ao CN (néo

tratado) tiveram valores menores dessas enzimas e metabdlitos. Apenas a ureia
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apresentou pequena elevacao considerando a mesma comparac¢éo. Tais variacoes
nao foram significantes estatisticamente.

Apesar de se esperar que os valores bioquimicos de ratos de laboratorio
reflitam padrdes analogos, pesquisas permitem deduzir ndo ser possivel delimitar
valores de referéncia universais para estes animais. Género, linhagem, gendtipo,
idade, dieta, manuseio e ambiente (PINHEIRO et al., 1997), fatores ecolbgicos
caracteristicos de cada latitude geografica do planeta (KANEKO; HARVEY; BRUSS,
1994) além da dieta do animal, tempo de jejum e estresse durante a coleta (MELO et
al., 2012) sao fatores de influéncia para mudancas nos valores hematoldgicos e
bioguimicos desses animais.

Em estudo experimental realizado por Castello Branco et al. (2011), no qual
foram avaliados parametros hematolégicos e bioquimicos entre ratos machos e
fémeas, em dois periodos diferentes (2006 e 2009), provenientes do Biotério
Professor Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), comparando seus valores com o de outras
literaturas, concluiu-se que os resultados encontrados em seu estudo divergiram de
outros estudos encontrados na literatura e até mesmo na propria pesquisa quando
comparou-se os valores bioquimicos entre 2006 e 2009 e entre 0S sexos.

Spinelli et al. (2014) avaliaram os parametros bioquimicos de ratos,
camundongos e coelhos em relacdo a sazonalidade e evidenciaram que, apesar dos
animais serem mantidos em alojamento com condicbes padronizadas, houve
alteracdes dos valores bioquimicos dependentes da sazonalidade, sendo que no
verao percebeu-se um aumento desses valores.

Estudos que avaliaram parametros hematoldgicos e bioquimicos também
evidenciaram diferencas quando comparados a outros estudos que apresentaram tais
parametros (DANTAS et al., 2006; LIMA et al., 2014; MELO et al., 2012). Castello
Branco et al. (2011) salientam a importancia da divulgagdo dos valores dos
parametros fisioldgicos dos animais em experimentacao de diferentes biotérios, visto
essas variacbes influenciarem parametros comparativos nas pesquisas
experimentais, incitando que cada biotério estabeleca seus valores de referéncia.

Muito embora a literatura relate que ha dificuldade de se estabelecer valores
bioguimicos padronizados para animais de laboratério, o estudo de Lima et al. (2014),
buscando determinar a faixa de valores de referéncia para o0s parametros

hematoldgicos e bioquimicos de animais ndo tratados provenientes do Biotério da
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Universidade Tiradentes, Sergipe, Brasil, encontrou resultados que se assemelham
aos desta pesquisa, utilizando, assim como este estudo, ratos fémeas da linhagem
Wistar, obtendo os seguintes resultados: AST (U/L) 107,87 £+ 53,96; ALT (U/L) 45,47
+ 9,23; uréia (mg/dL) 39,17 * 6,43; creatinina (mg/dL) 0,57 = 0,19; os quais se
assemelham com os da presente pesquisa conforme tabela 9.

Os valores bioquimicos apresentados neste estudo, comparados tanto ao
grupo CN (néo tratado), como aos resultados de Lima et al. (2014), permitem inferir
gue ndo houveram alteracdes bioquimicas dos animais utilizados na experimentacao,

em nenhum dos grupos.

5.3.7 Analise histopatoldgica dos 6rgaos

A avaliacdo das amostras histologicas do figado resultou em observacao de
l6bulos mal definidos com veia hiperémica central e com pouco tecido conjuntivo. O
parénquima se encontrou constituido de hepatdcitos poligonais unidos uns aos outros
em placas ou corddes anastomosantes com bordas que se apresentavam frente aos
sinusoides ou as células do parénquima adjacente. Em algumas areas, todos os
espécimes estudados, independentemente do tratamento, demonstraram focos de
hepatocitos exibindo degeneracdo hidrépica citoplasmaticas bem como ocasionais
corpos apoptoticos (Figura 8).

Ductos biliares foram observados, mas nenhum sinal de acumulacdo de
bilirrubina (colestase) foi presenciado. Além disso, escassos linfocitos foram
observados na area da triade portal, mas € pouco provavel que eles estivessem
relacionados a qualquer procedimento do tratamento, uma vez que 0s mesmos foram
observados em todas as amostras.

A andlise do tecido renal revelou focos de alteracdes degenerativas dos tubulos
contorcidos proximais, uma acumulacédo focal de material proteico, como amorfo
eosinofilico nos tabulos distais (Figura 9) e discreto aumento da capsula de Bowman
também foi observado. Entretanto, com todas essas alteracdes histologicas
observadas da mesma forma nas amostras do figado e rim de todos os grupos, elas

nao foram consideradas como sinais morfolégicos de toxicidade.
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Figura 8 - Fotomicrografia de tecido hepéatico mostrado de acordo com grupo de
tratamento
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Fonte: Dados da pesquisa, 2015. Legenda: (1) Veia portal apresentando hiperemia e hepatdcitos
poligonais dispostos em placas tipicas anastomosadas limitando os canais vasculares sinusoidais. (2)
Corddes e placas de hepatdcitos com morfologia tipica. (3) Corddes de hepatdcitos apresentando perda
de eosinofilia citoplasmatica e vacuolizacdo com degeneracao hidropica. Nota: aumento de 400x;
detalhe: aumento de 1000x%; corado com hematoxilina e eosina.

Figura 9 - Fotomicrografia de tecido renal mostrado de acordo com grupo de tratamento

Fonte: Dados da pesquisa, 2015. Legenda: (1) Cértex renal apresentando glomérulos e tdbulo
contorcido proximal e distal sem nenhum sinal de dano histopatologico. (2) Tuabulos distais
apresentando acumulacao focal de material proteico, como amorfo eosinofilico. Nota: aumento de
400x; detalhe: aumento de 1000x; corado com hematoxilina e eosina.



75

A analise histopatologica de 6rgaos como figado e rim € importante para avaliar
0 comportamento de substancias absorvidas pelo organismo. O figado é o principal
alvo responsavel pelo metabolismo de substancias quimicas enquanto o rim é
comumente considerado um indicador de toxicidade (KOH et al., 2015), sendo as
alteracdes histoldgicas correlacionadas com os dados bioquimicos obtidos.

Estudos relatam diferencas obtidas em seus testes de avaliag&o in vitro e in
vivo, por exemplo, Macaluso et al. (2012) analisaram, in vitro (células Leydig de ratos
— linhagem R2C) e in vivo (em seres humanos, sendo dez individuos do sexo
masculino fisicamente ativos), se a suplementacgéo de &cido linoleico conjugado (CLA)
pode mediar um aumento na secre¢do de testosterona. Os resultados in vitro
mostraram aumento linear na concentracao de testosterona secretada em um periodo
de 48 horas ao receber suplementacdo de CLA e in vivo apenas ligeiro aumento na
testosterona total em comparacdo com o placebo foi observada, ndo sendo
significante como no resultado in vitro.

A pesquisa de Garcia-Godoy et al. (2010), avaliando a qualidade de
restauracdes dentarias ao longo de seis anos em analise comparativa de testes in
vitro (com dentes molares humanos extraidos e restaurados com resina) versus in vivo
(trinta pacientes que receberam restauracbes de resina), puderam concluir que
microinfiltracdes marginais em restauracfes adesivas foram substancialmente mais
severas no grupo in vivo, ndo sendo possivel prever, com seguranca, O
comportamento clinico de restaurac6es adesivas em laboratério.

Possivelmente, por melhor que se tente reproduzir in vitro condi¢des similares
de temperatura, fluidos e tecidos corporais, ha, obviamente, diferencas que nédo
permitem inferir que estes testes produzam resultados similares em ambas situacdes.

Quando se fala em interpretacdo de avaliacdo envolvendo efeitos toxicos de
um determinado material, Yoon et al. (2012) inferem que “resultados obtidos a partir
de estudos in vitro ndo sdo, muitas vezes, diretamente interpretaveis no contexto de
potencial em exposicdes in vivo”, evidenciando que “a mais 6bvia diferenca entre a
situacdo in vitro e in vivo € a auséncia de processos relacionados com a absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo que governam a exposi¢ao do tecido alvo no
organismo intacto”.

Apesar do teste de citotoxicidade in vitro pelo método de MTT nesta pesquisa
ter apresentado citotoxicidade para o extrato de EETA em concentracéo a partir de 10

Mg/mL, na avaliagdo clinica, bioquimica, macroscopica e histopatoldgica de tecidos do
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figado e rim realizados a partir dos ensaios in vivo, sinais de toxicidade na utilizacao

do creme do EETA por via topica foram descartados.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir do estudo com o extrato etandlico de folhas da
espécie Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex. S. Moore permitem
concluir que:

e A andlise fitoquimica qualitativa mostrou que o EETA possui os metabdlitos
secundérios taninos, falvonondis, flavononas, flavonadis, flavonas e xantonas,
antraquinonas, esteroide e alcaloides.

e A concentracao inibitéria minima do EETA resultou em inatividade para todos os
micro-organismos avaliados. As fragBes hexanica e cloroférmica resultaram em
fraca inibicdo para a bactéria Gram-negativa E. coli na concentracdo de 1000
Hg/mL e inatividade para fungo em todas as fragoes e concentracdes.

e O EETA indicou citotoxidade in vitro em concentracdes a partir de 10 pg/mL.

e A avaliagdo macroscopica das feridas permite concluir que os animais tratados
com o creme de EETA a 5% apresentaram menos rubor perilesional e inflamacé&o
no processo inicial da cicatrizacdo em relacdo aos grupos controles.

e Aformacéo de crosta no grupo tratado com EETA a 5% promoveu uma diminui¢cao
de contracéo da ferida em relacdo aos outros grupos, mas esse fato ndo pode ser
correlacionado com menor qualidade da evolucdo das feridas.

e A avaliacdo histopatologica se mostrou estatisticamente sem significancia até o 7°
dia, entretanto, significancia do grupo tratado em relagdo aos controles no 14° dia
relacionado a presenca de crosta.

e A avaliagdo de peso, aspecto e morfologia dos 6érgdos (figado e rins) nao
apresentou alteragbes e, do mesmo modo, ndo houve alteracdo dos padroes
bioguimicos avaliados.

e A andlise histopatoldgica do figado e rim revelou auséncia de sinais de toxicidade
nestes 0rgaos, corroborando com a avaliagdo macroscopica dos 6rgaos, avaliacdo
clinica e bioquimica dos animais, sugerindo que a utilizacdo do EETA na
concentracdo testada e pelo periodo avaliado ndo é téxico ou ndo ha absorcéo
sistémica do extrato quando utilizado topicamente em ratos.

Deste modo, apesar dos metabdlitos secundarios encontrados no EETA serem
descritos na literatura com potenciais antimicrobianos e cicatrizantes, os resultados
encontrados na presente pesquisa evidenciaram nenhuma atividade antimicrobiana

para o extrato, fraca atividade antimicrobiana para fracbes do extrato, evolugao
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cicatricial inferior aos grupos controles analisados, citotoxicidade in vitro e sem sinais
de toxicidade in vivo. Sugere-se, como perspectiva para novos estudos, realizar
avaliacao da atividade anti-inflamatoria, visto os resultados encontrados na avaliacao

macroscopica da cicatriza¢cdo no grupo tratado com o extrato.
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APENDICE A

Grupo de animais separados pelo método probabilistico de escolha aleatéria

Dias de eutanéasia EETA CP CN
3°DPO 1,5e9 3, 7ell 4,8e 12
7° DPO 13,17e21 15,19e23 16,20e 24
14° DPO 25,29e 33 27,31e 35 28,32 e 36

Legenda: EETA — grupo experimental tratado com extrato etanélico de Tabebuia aurea; CP — Controle
positivo (dexpantenol); CN — Controle negativo (creme base).
Nota: Os grupos foram separados por terapéutica e por dias de eutanasia.
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APENDICE B
o’(F
! Protocolo de Avaliagdo Macroscoépica/ Clinica das Lesbes  Z
Numero do animal: GRUPO:
Critérios Dias de Avaliacao
D3 (21/05) D7 (25/05) D11 (29/05) D14 (01/06)

1.Tamanho da Lesao

Sim (S)
2.Rubor N&o (N)
perilesional

Sim (S)
3.Tecido De N&o (N)
Granulagéo

4.Extenséo da crosta (Total,
Parcial ou ausente)

Sim (S)

. Nao (N)
5.Inflamacéo

Sim (S)

Nao (N

7.Exsudato do N

Sim (S)

8.Fibrina Nao (N)

Observacoes




APENDICE C

Lesdes

m Protocolo de Avaliacdo Microscoépica / Histopatoldgica das
als

NUmero do animal:

Presenca de crosta/ necrose

Data:

94

() AUSENTE () PRESENTE

Fase inflamatdria

Proliferacéo Vascular () () () ()
AUSENTE DISCRETA MODERADA INTENSA
Células mononucleares (mondcitos) () () () ()
AUSENTE DISCRETA MODERADA INTENSA
Células polimorfonucleares () () () ()
(neutrofilos) AUSENTE DISCRETA MODERADA INTENSA
Fase proliferativa
Tecido de Granulagéo ( ) AUSENTE ( ) PRESENTE
Proliferacéo Fibroblastica () () () ()
AUSENTE DISCRETA MODERADA INTENSA
Neovascularizacdo () () () ()
AUSENTE DISCRETA MODERADA INTENSA
Colagenizagéo () () () ()
AUSENTE DISCRETA MODERADA INTENSA
Reepitelizacéo ( ) DISCRETA ( ) MODERADA () INTENSA

Fase de remodelamento

Fibras de colageno () AUSENTE () PRESENTE
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APENDICE D

Q

|I -
ém!éé Critérios para Avaliacdo Microscopica -

FASE INFLAMATORIA

PROLIFERACAO VASCULAR - sera considerada ausente quando n&do se
evidenciarem vasos no corte histolégico, discreta quando forem visibilizados poucos
vasos esparsamente situados de forma isolada no contexto, moderada quando
aparecerem com maior frequéncia e dispersos no campo Optico e acentuada quando
evidenciados com grande frequéncia dispostos em todo o contexto.

CELULAS MONONUCLEARES - serdo classificadas em ausente quando estas
células ndo forem visualizadas no campo 6ptico; discreta quando evidenciadas de
forma isolada, possibilitando distinguir areas livres de infiltrado; moderada quando
aparecerem com maior frequéncia constituindo agregados densos, mas possibilitando
visualizar areas livres de infiltrado e acentuada quando as células foram evidenciadas
com grande frequéncias constituindo agregados densos e justapostos sem areas
livres de infiltrados.

CELULAS POLIMORFONUCLEARES - serdo classificadas em ausentes quando
ainda nao forem visibilizadas no campo 0Optico; discretas quando forem visibilizadas
esparsamente, de forma isolada, com muitas areas livres de infiltrados; moderada
guando ja visibilizadas formando agregados, porém com areas adjacentes livres de
infiltrados; acentuada quando estas células aparecerem com grande frequéncia
formando agregados densos sem areas livres de infiltrados.

FASE PROLIFERATIVA

PROLIFERACAO FIBROBLASTICA — classificar-se-4 em ausente quando n&o se
evidenciar proliferacao de fibroblastos, discreta quando houver esparsos fibroblastos
proliferados em meio a tecido conjuntivo frouxo, moderada quando houver moderada
guantidade de fibroblastos proliferados constituindo pequenos feixes celulares multi-

direcionalmente e intensa quando houver grande quantidade de fibroblastos



96

proliferados constituindo agregados compactos de células arranjadas multi-
direcionalmente.

COLAGENIZACAO - classificar-se-4 como ausente quando n&o houver fibras
coldgenas depositadas; discreta quando a deposicdo de fibras colagenas for em
pequena quantidade, caracterizadas por fibras depositadas em meio aos fibroblastos
proliferados; moderada quando a deposicdo de colageno formar feixes de fibras
eosinofilicas, espessas, intercaladas com areas de tecido conjuntivo frouxo e
fibroblastos proliferados e intensa quando houver grande deposicdo de fibras
coldgenas constituindo feixes de fibras eosinofilicas espessas, compactamente
arranjadas em meio a fibroblastos proliferados e sem areas de tecido conjuntivo

frouxo.
REEPITELIZACAO
Classificar-se-a4 como ausente quando ndo houver epitélio visibilizado no campo

optico, discreto ou moderado quando aparecer de forma incompleta ou parcial e
acentuada quando visibilizado de forma total ou completa sobre o tecido conjuntivo.
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APENDICE E

m Escores utilizados para andlise dos resultados do exame 4"
V histopatologico

Variaveis Ausente Presente Discreto Moderado Intenso Fator
Crosta/Necrose +1 +2 - - - -1
Inflamacé&o aguda - - +3 +4 +5 -4
Tecido de Granulacdo +1 +2 - - - +10
Proliferagcéo - - +3 +4 +5 +5

fibroblastica

Neovascularizagéo - - +3 +4 +5 +5
Reepitelizagéo - - +3 +4 +5 +5
Fibras de colageno +1 +2 - - - +10

Fonte: Adaptado de Medeiros et al. (1999) e Sarmento et al. (2014).
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ANEXO A

Parecer Consubstanciado — CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO
PROJETO N° 011/2014

TITULO: Potencial biolégico da Tabebuia aurea: perspectiva na obten¢gio de um fitoterdpico
cicatrizante

RESPONSAVEL / PESQUISADOR: Maria Lysete de Assis Bastos
OBJETIVO: Investigar o potencial antimicrobiano, cicatrizante, anti-inflamatério,

antioxidante e citotoxico de extratos brutos e fragdes das flores, folhas e talos da Tabebuia
aurea.

JUSTIFICATIVA (APROVACAO, PENDENCIA, NEGACAO):

A pesquisa proposta ¢ de relevada importéncia cientifica apresentando justificativas plausiveis
para a utilizagdo de animais. O projeto ressubmetido atendeu a todas as solicitagdes do
parecer consubstanciado.

SITUACAO: APROVADO

PERIODO DE VIGENCIA: 24-09-2014 a 24-09-2015

DADOS DO ANIMAL:
ESPECIE LINHAGEM QUANTIDADE
Camundongoheterogénico Swiss 12
Ratoheterogénico Wistar 18

Macei6, 26 de setembro de 2014.

Ao

Prof*.Dr’. Silvana Ayres Martingrofa. Dra, Silvana Ayres Marting

Coordenadora da CEUA/UFAL Soeféenador ¢ Conissio e
SIAPE 1120858
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ANEXO B

Declaracao Herbéario MAC - Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas

1ia B8 ‘ L, -
meTID UL ETE : Herbario MAC

INSTITUTO DO MEIO AMBIENTE DO ESTADO DE ALAGOAS —TMA
HERBARIO MAC - :
Av. Major Cicero de Goes Monteiro, 2197, Mutange.
CEP 57017-320, Maceio — AL, Brasil
Site www.ima.al gov.br email herbariomac.imai@gmail.com

DECLARACAO

Declaro, ‘parva os devidos fins, que a planta utilizada na pesquiéa do
Laboratério de Pesquisa de Tratamento de Feridas ESENFAR/UFAL ¢ semelhante
a uma mostra da mésma espécie coletada, por S P. Gc_)m‘es ncol 47 em 13/12/2004 ¢
depositada no Herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas.

Trata-se de:

Reg. MAC N* Col. Familia Espécie Det.

47 Blgnonlaccao » T;flf.;'é.ht‘(fa awrea ’ RPL)Ia—LemUS &
(Silva Manso)Benth.& Hoo
k.t. ex S.Moore

OBS: Recomenda-se a citagédo, no corpo do trabalho, que a identificacdo do miaterial
estudado foi efetuada peclos técnicos do Herbario MAC do Institute do Mecio
Ambiente.

Mace16, 26 de outubro de 2015.
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Rosangela Pereira de Lyra Lémos
Curadora do Ilerbario MAC



