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RESUMO

PICCOLO; Mayra Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2023.
Bioatividade dos extratos das folhas de Xanthosoma sagittifolium e da pomada
cicatrizante obtida do extrato etandlico. Orientadora: Virginia Ramos Pizziolo.
Coorientadores: Marisa Alves Nogueira Diaz, Mariaurea Matias Sarandy Souza e
Reggiani Vilela Gongalves.

Devido a rica flora disponivel em nosso pais € no conhecimento do potencial
farmacologico de fitoterapicos disponiveis no mercado que atuam de diferentes
formas, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial cicatrizante dos extratos
etandlico e hexanico das folhas de Xanthosoma sagittifolium, por meio de testes in
vitro e in vivo, além disso avaliou-se também a atividade antibacteriana, anti-
inflamatéria e antioxidante uma vez que estas podem potencializar o efeito
cicatrizante. Para avaliar a atividade antibacteriana in vitro, utilizou-se bactérias gram
positivas e gram negativas para a determinagao da concentragdo minima inibitéria
(CIM) dos extratos. Para determinacado da atividade anti inflamatdria in vitro foram
avaliadas a capacidade dos extratos em inibir a desnaturacao proteica e a capacidade
de inibir a produgéo de nitrito e nitrato, induzido por lipopolissacarideos (LPS). Para
avaliagao da atividade antioxidante in vitro utilizou-se o ensaio de captura do radical
2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH). O potencial cicatrizante in vitro foi avaliado por
meio dos testes de proliferagao, citoprote¢ao e migragao celular. Para os testes in vivo
foram manipuladas duas pomadas de diferentes concentragdes (5 e 10% m/m) do
extrato etandlico de X. sagittifolium que tiveram o potencial cicatrizante avaliado por
meio da determinagao de parametros como: indice de contragao de feridas, analises
histolégicas de quantificagdo de fibras colagenas e celularidade, parametros
hematolégicos e atividade antioxidante tecidual, onde foram quantificadas as enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST), além
de marcadores como o malondialdeido (MDA) e 6xido nitrico (NO). A partir dos dados
obtidos foi possivel observar que o extrato etandlico € mais promissor quanto ao
potencial cicatrizante quando comparado ao extrato hexanico nos testes in vitro de
proliferacédo, citoprotegdo e migracado celular, além de possuir maior capacidade
antibacteriana e antioxidante in vitro. Na experimentacao in vivo atestou-se a eficacia

do extrato etandlico em promover a contragdo da ferida, aumento da producao de



colageno e recrutamento de células para o tecido cicatricial, além de redugao do
estresse oxidativo. Dessa forma, apds os testes in vitro e in vivo, observa-se que o
extrato etandlico de X. sagittifolium pode atuar na modulagao do processo cicatricial,
e em ambas concentragbes testadas os resultados foram satisfatérios, porém a

pomada com concentragado de 5% demonstrou melhor efeito.

Palavras-chave: Fitoterapico; Cicatrizante; Ferida; Proliferacao; Fibroblasto.



ABSTRACT

PICCOLO, Mayra Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2023.
Bioactivity of extracts from Xanthosoma sagittifolium leaves and healing
ointment obtained from ethanolic extract. Adviser: Virginia Ramos Pizziolo. Co-
advisers: Marisa Alves Nogueira Diaz, Mariaurea Matias Sarandy Souza e Reggiani
Vilela Gongalves.

Due to the rich flora available in our country and the knowledge of the pharmacological
potential of herbal medicines available on the market that act in different ways, the
objective of this work was to evaluate the healing potential of ethanolic and hexane
extracts from the leaves of Xanthosoma sagittifolium, through in-house tests. vitro and
in vivo, in addition, antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant activity was also
evaluated, as these can enhance the healing effect. To evaluate the antibacterial
activity in vitro, gram positive and gram negative bacteria were used to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) of the extracts. To determine the anti-
inflammatory activity in vitro, the ability of the extracts to inhibit protein denaturation
and the ability to inhibit the production of nitrite and nitrate, induced by
lipopolysaccharides (LPS), were evaluated. To evaluate in vitro antioxidant activity, the
2,2-diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) radical capture assay was used. The in vitro
healing potential was evaluated using proliferation, cytoprotection and cell migration
tests. For in vivo tests, two ointments of different concentrations (5 and 10% m/m) of
the ethanolic extract of X. sagittifolium were manipulated and their healing potential
was evaluated by determining parameters such as: wound contraction index,
histological analysis of quantification of collagen fibers and cellularity, hematological
parameters and tissue antioxidant activity, where the enzymes superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST) were quantified, in
addition to markers such as malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO). From the
data obtained, it was possible to observe that the ethanolic extract is more promising
in terms of healing potential when compared to the hexane extract in in vitro tests of
cell proliferation, cytoprotection and migration, in addition to having greater
antibacterial and antioxidant capacity in vitro. In vivo experiments demonstrated the
effectiveness of the ethanolic extract in promoting wound contraction, increasing

collagen production and recruiting cells into the scar tissue, in addition to reducing



oxidative stress. Thus, after in vitro and in vivo tests, it was observed that the ethanolic

extract of better effect.

Keywords: Phytotherapy; Healing; Wound; Proliferation; Fibroblast.
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1. INTRODUGAO

Em todo o mundo muitas plantas s&o utilizadas para o preparo de
medicamentos, sendo estas conhecidas por plantas medicinais. O uso de plantas com
fins medicinais, oriundo do conhecimento tradicional ou popular, vem sendo
documentado ha milénios, fazendo parte da cultura de povos no Brasil e em diversos
outros paises, acompanhando assim a histéria da humanidade (ROCHA et al. 2021),
mas foi apenas em 1978 que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu a
finalidade profilatica e curativa dos fitoterapicos (PATRICIO et. al., 2022).

Os fitoterapicos podem ser definidos como produtos farmacéuticos obtidos a
partir de plantas medicinais, ou derivados destas, que passaram por estudos
laboratoriais e que tem a fungao, eficacia e segurangca baseadas em evidéncias
clinicas. Sao produtos industrializados que passaram por avaliacdo, determinacao e
quantificagcdo do ativo vegetal, seguido do isolamento, armazenamento e
comercializagdo do composto quimico ativo em farmacias (SOUZA-MOREIRA,
SALGADO e PIETRO, 2010; FERREIRA, et. al., 2019).

No Brasil, a regulamentagdo da industria de medicamentos, inclusive dos
fitoterapicos € feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Essa
regulamentagao segue algumas normativas como a RDC 14/2010 que dispde sobre o
registro de medicamentos fitoterapicos, estabelecendo os requisitos minimos para o
registro destes (BRASIL, 2010). Além desta, tem-se a RDC 26/2014 implementada
em 2014 pela Anvisa, que dispde que assim como qualquer outro medicamento, os
fitoterapicos devem ser submetidos a testes e analises de controle de qualidade e
além disso devem ser caracterizados pela constancia da qualidade da matéria prima,
dentre outras coisas (BRASIL, 2014).

De forma direta ou indireta, estima-se que cerca de 25% de todos os
medicamentos disponiveis no mercado sejam derivados de plantas medicinais
(CARVALHO, et.al., 2011; RODRIGUEZ VELOSO, et. al., 2023).

Assim como os medicamentos alopaticos, os fitoterapicos podem ser
encontrados em diversas formas para administragdo, como em pomadas, géis, spray,
capsulas, cremes, solucdes, xaropes, comprimidos e 6leos essenciais, dependendo
da finalidade e do efeito que se deseja obter. Os fitoterapicos podem ser administrados
em conjunto com outros medicamentos ou como a unica medicagao do tratamento a
depender da doenga a ser tratada (GARLET, 2019).
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Um dos principais beneficios dos fitoterapicos € que estes, em sua maioria,
apresentam menos efeitos colaterais e apesar de poderem causar efeitos adversos
graves a chance de isso ocorrer, quando consumido de maneira adequada, € menor
se comparado ao uso de medicamentos alopaticos (CARVALHO, da COSTA LEITE e
COSTA, 2021). Além disso, os fitoterapicos apresentam custo de produgédo e,
consequentemente de venda, inferiores aos medicamentos alopaticos sintéticos.
Dessa forma, a constante busca por extratos vegetais, 6leos vegetais e O6leos
essenciais com atividade biolégica é interessante e importante (de MOURA COSTA,
et. al., 2019).

Extratos vegetais sao preparagdes concentradas obtidas a partir de matérias-
primas vegetais secas e preparadas por processos como a maceragao, que envolvam
um solvente de polaridade conhecida. Constituindo-se basicamente de duas etapas
de preparacéao, a primeira delas sendo a separagao dos compostos bioativos a partir
de uma matéria prima complexa, pela utilizagado do solvente, e a segunda constituida
pela evaporagcdo deste solvente, utilizando métodos como por exemplo a
rotaevaporacéao seguida de liofilizagdo (GALERIANI, COSMO e BENETON, 2020). Os
extratos vegetais podem apresentar propriedades biolégicas importantes para a saude
humana, podendo ser antisséptico, bactericida, hidratante, emoliente, umectante,
cicatrizante, analgésico, refrescante, antioxidante, anti-inflamatoério, dentre outros
(KOBAYASHI e AMARAL, 2018).

Apesar da variedade de medicamentos disponiveis utilizados para o
tratamento de feridas, os produtos naturais, produzidos a partir de plantas medicinais,
continuam sendo uma grande fonte de medicamentos para este fim e para o
tratamento de varias condi¢gbes patoldgicas, tendo sua origem na medicina popular
(SILVA, 2022; PAGAMICCE et. al., 2019). Isso porque o Brasil detém vasta gama de
espécies de plantas que foram se adaptando ao longo do tempo as condigdes tipicas
de biodiversidade do pais. Com isso, observa-se um grande potencial para a
descoberta e aplicagédo de plantas na composi¢cao de novos farmacos (DUTRA et al.,
2016; dos SANTOS, et. al., 2022). Entretanto, sdo escassos na bibliografia, quando
comparado ao numero de espécies vegetais existentes, os estudos que avaliam a
fundo a viabilidade e aplicabilidade de espécies vegetais por meio de ensaios
farmacoldgicos (VALLI et al., 2018).
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Dentre as espécies de plantas alimenticias ndo convencionais (PANCs),
temos a Xanthosoma sagittifolium, pertencente a familia Araceae e popularmente
conhecida de varias maneiras, como: taioba, taia, malanga, manfafa, dentre outros.
Esta hortalica folhosa (Figura 1) € uma herbacea perene, cujas folhas séo largas e
alongadas, podendo atingir até dois metros de altura, com folhas carnosas, cerosas e
de nervuras marcantes (BRASIL, 2010; CAMILI et al., 2013; ORIDUPA, FOLASIRE e
OWOLABI, 2017; dos SANTOS, et. al., 2022).

Figura 1 — Imagens das folhas e flor de Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott (taioba)

"

Principalmente nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, as folhas e
caules (Figura 2) sao utilizados em refogados e sopas, embora o rizoma também
possa ser consumido, na forma de farinha ou cozido (NYADANU; LOWOR, 2015;
SOUZA, 2018). Sua composigdo nutricional destaca-se pelo conteudo de fibra
alimentar, que resulta em efeitos fisioldégicos positivos, dentre eles a diminuicdo da
glicemia, do colesterol e a modulagdo da microbiota intestinal (de ALMEIDA JACKIX
et al., 2013; SANTOS et. al., 2022).

Alguns estudos conferem atividades farmacoldogicas as folhas de X
sagittifolium, como analgésico, anti-inflamatoério (HOSSAIN et. al., 2017; NOOR et. al.,
2015) e antioxidante (NISHANTHINI & MOHAN, 2012; HOSSAIN et. al., 2015).

A matéria prima vegetal, para a produgdo do fitoterapico, precisa ser
inicialmente, testada em relacdo a sua citotoxicidade, indicando a habilidade que
esses compostos possuem em ocasionar ou ndao a morte celular, principalmente no
que diz respeito as células alvo da terapia, para ai sim se definir, baseado nos
resultados, se os estudos dardo prosseguimento para a produgdo do medicamento
fitoterapico (da SILVA CAMPELO, 2020).
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Figura 2 — Representacao da planta de Xanthosoma sagittifolium (L.) (taioba), sendo A - folha, B -
caule, C - rizoma, D - flor e E - raiz

Fonte: Adaptado de BERMEJO e LEON, 1994.

No caso da cicatrizacdo, estdo disponiveis no mercado medicamentos
fitoterapicos que podem atuar desde promovendo a assepsia da ferida ou até mesmo
intervindo nas fases da cicatrizacdo de forma ativa, atuando na modulacdo do
processo cicatricial (PIRIZ, et. al., 2014; MARTELLI, ANDRADE e SANTOS, 2018).
As feridas sao consideradas, no Brasil, problema de saude publica uma vez que se
tem um alto numero de pacientes com comprometimento da integridade da pele,
demandando atendimento e tratamento muitas vezes prolongado e de alto custo
(CAMPQS, et. al., 2016; OLIVEIRA, et. al., 2019).

O processo de cicatrizagdo de feridas ocorre por uma organizada sequéncia
de eventos a nivel celular e molecular que tem inicio imediatamente apos a lesao ser
formada, afim de substituir o tecido lesado por novo tecido conjuntivo vascularizado
(RAMALHO, et. al,, 2018). Quando o processo cicatricial demora a ocorrer,
ultrapassando seis semanas de tratamento, tém-se um problema de saude publica,
uma vez que causa impacto social, econbmico e psicolégico para o paciente
(RIBEIRO, et. al., 2012; da SILVA GOIS, et. al., 2021).

A cicatrizagao de uma ferida € dividida em trés etapas sequenciais (Figura 3).
A primeira delas é a fase inflamatdria, o objetivo principal nesta etapa é estancar o

sangramento, além da remogdo de micro-organismos, células mortas e corpos
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estranhos presentes na ferida. Duas reagdes imediatas sdo estimuladas neste
momento, a hemostasia e a inflamagdo. Para a ocorréncia da hemostasia sao
liberadas substancias como prostaglandinas e tromboxanos, que séo
vasoconstritores, levando a agregagao plaquetaria e por consequéncia o estimulo da
cascata de citocinas e da coagulagdo, objetivando a chegada de fatores de
crescimento ao local da ferida, podendo ser destacados o fator de crescimento de
transformacgao beta (TGF-B), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF),
fator de crescimento derivado dos fibroblastos (FGF a e b) e fator de crescimento

epidérmico (EGF) (BARON, et. al., 2020).

Figura 3 - Etapas da cicatrizagéo de feridas, com destaque para o numero relativo das principais
células presentes durante as trés etapas do processo cicatricial
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Fonte: Adaptado de ISAAC et. al., 2010.

Depois disso, observa-se a ocorréncia de vasodilatagdo, sendo neste
momento possivel observar os sinais clinicos classicos da inflamacgéao: calor, rubor,

edema e dor. Essa fase dura de 1 a 4 dias, dependendo da lesdo. Apds o terceiro dia
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até o décimo, os macrofagos continuam a fagocitose e desbridamento do local, além
da deposigao de fibrina (Di PIETRO, et.al., 2021).

A segunda etapa € chamada de fase proliferativa, que pode durar de 5 a 14
dias, nesta fase, tem-se inicialmente a epitelizagdo que ocorre com a migragao de
células epiteliais para a restauracdo das camadas da epiderme. Concomitantemente
tem-se a angiogénese que € estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
por proteinas como a angiogenina e por sinalizadores celulares como a familia de fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) responsavel pelo aumento da
permeabilidade através da vasodilatacdo por liberacdo de oxido nitrico e da
estimulagao de células endoteliais. A angiogénese busca criar um ambiente vascular
rico em oxigénio e nutrientes, propicio para a migragao de células epiteliais, além de
ser essencial para o0 mecanismo de reepitelizacéo, e para a formagao do tecido de
granulagdo. Nessa fase tem-se também a migracéo e proliferacdo dos fibroblastos
para o interior da ferida, estas sdo as principais células envolvidas no processo
cicatricial tendo por principal fungdo a manutengao da integridade do tecido conjuntivo,
e a sintese de componentes da matriz extracelular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004;
AITCHESON, et. al., 2021). Os fibroblastos organizam as fibras colagenas e estao
diretamente relacionados a formacao do tecido de granulacdo. Além de produzirem
colageno, produzem elastina, fibronectina, glicosaminoglicanos e proteases,
responsaveis pelo desbridamento e remodelamento das células. Sob acédo de TGF-,
os fibroblastos sdo estimulados a produzirem colageno e a transformarem-se em
miofibroblastos, promovendo a contragdo da ferida (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004; AMADEU et al.,, 2003; CAMPOS, BORGES-BRANCO e GROTH, 2007;
BARON, et.al., 2020)

Por ultimo observa-se a fase de reparo ou maturacéo, que se inicia apos o 14°
dia e pode durar meses, tendo como caracteristica mais importante a deposicao de
colageno de maneira organizada. O colageno produzido inicialmente é mais fino do
que o colageno presente na pele normal, e tem orientagcdo paralela a pele. Com o
tempo, o colageno inicial (colageno tipo Ill) & reabsorvido e um colageno mais espesso
(colageno tipo I) é produzido e organizado ao longo das linhas de tensdo. A
reorganizagao da nova matriz € um processo importante da cicatrizag&o. Fibroblastos
e leucécitos secretam colagenases que promovem a quebra da matriz antiga. A

cicatrizagdo tem sucesso quando ha equilibrio entre a sintese da nova matriz e a
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remocgao da matriz antiga (CAMPOS, BORGES-BRANCO e GROTH, 2007; BARON,
et. al., 2020).

Alguns fatores externos podem interferir no processo cicatricial, como a faixa
etaria do individuo que quanto mais velho menos eficiente se torna a resposta imune;
individuos com deficiéncia de nutrientes que possam comprometer a sintese de
colageno e a resposta imune; doengas pré-existentes como diabetes, alteragdes de
coagulagcao sanguinea, problemas cardiovasculares; além do uso de medicamentos
como alguns anti-inflamataérios, antibiéticos e quimioterapicos (MANDELBAUM et al.,
2003; CANDIDO, 2006; GUSHIKEN, et.al., 2021).

Outrossim, devido a complexidade do processo cicatricial, que envolve varias
etapas e processos celulares, comumente observa-se complicagdes recorrentes no
processo, 0 que gera elevados custos, limitagdes para os pacientes com redugao da
qualidade de vida. Estes fatores levam a necessidade de estudos que visem acelerar
e potencializar o tratamento, reduzindo assim os custos e possiveis complicacdes
(PONNUSAMY et al., 2015; BARON, et. al., 2020).

Ja se tem estudos com resultados positivos de plantas medicinais
empregadas na cicatrizacdo de feridas (PIRIZ et al., 2014; BRASIL, 2010;
GONCALVES, et. al.,, 2017), dentre as com agbes comprovadas destacam-se:
Brassica oleracea var. capitata (repolho) (MATTOSINHOS, et. al., 2022), Anacardium
occidentale L.(cajueiro) (FURTADO, et. al., 2019), Caesalpinia ferrea Mart. (juca)
(BATISTA. et. al.,, 2017), Casearia sylvestris Sw. (guagatonga) (ALVES, de
MEDEIROS e CATELLI, 2016), Schinus terebinthifolia Raddi (aroeira) (ESTEVAO, et.
al., 2017), Bixa orellana (urucum) (FRADE SOARES, et. al., 2021), Stryphnodendrom
adstrigens (Mart.) Coville (barbatimdo) (PASSARETTI, et. al., 2016), Calendula
officinalis L. (caléndula) (PARENTE, et. al., 2009), Polygonum punctatum Elliott (erva-
de-bicho) (GARLET et. al., 2017), Coronopu didymus (L.) Smith (mastrugo) (LISBOA-
NETO, et. al., 1998), Aloe Vera (L.) (babosa) (LIRA, et. al., 2020), Helianthus annuus
(girassol) (TORRES, et. al., 2021).

Diante disso, medicamentos fitoterapicos surgem como oportunidade para o
tratamento de doencgas especificas, inclusive doencas de pele, e tratamento de lesbes
cutaneas, podendo atuar por varios mecanismos diferentes. Industrias
fitofarmacéuticas estdo investindo para identificar os componentes bioativos e os
modos de agao de varias plantas medicinais (MEDRADO, OLIVEIRA e SANTOS,
2023).
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Os compostos bioativos sdo aqueles que apresentam efeito sobre um
organismo, tecidos ou células, no estudo do processo de cicatrizagao por plantas
medicinais, alguns compostos se destacam, como as saponinas, os flavonoides e os

taninos (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura quimica de compostos com atividade cicatrizante.
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Fonte: Autora, 2023.

Foram atribuidas as saponinas atividade antifungica, anti-inflamatoria e
cicatrizante (FRANCIS et al., 2002; de PRADO et. al., 2020). Estudando flavonoides
observou-se agao antioxidante, combatendo radicais livres, atividade antimicrobiana
e moduladora do sistema imune, além de acdo anti-inflamatdria, analgésica,
regenerativa de cartilagens, ossos e produzem vasodilatagdo (CHEN et al., 2005;
MENEZES, 2005; FERNANDES JUNIOR et al., 2006; CUNHA, 2022). E aos taninos
atribuiu-se acao antibacteriana, agcdo sobre protozoarios, regulacdo enzimatica e
proteica, atividade antioxidante, e sequestradora de radicais livres. No processo de
cicatrizacdo os taninos auxiliam também formando uma camada protetora sobre
tecidos epiteliais lesionados, permitindo que, logo abaixo dessa camada, o processo
de reparacdo tecidual ocorra naturalmente (MELLO e SANTOS, 2010; do
NASCIMENTO, 2021).
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Diante do exposto, em contribuicdo aos desafios enfrentados pela saude
publica no Brasil, principalmente pelos custos envolvidos nos tratamentos de lesdes
cutaneas, o presente trabalho debrucou-se sobre a necessidade de explorar novos
farmacos e a oportunidade de investigar o potencial cicatrizante de medicamento
fitoterapico a base de folhas de taioba (Xanthosoma sagittifolium), seja atuando
diretamente no processo cicatricial ou indiretamente auxiliando por meio de

propriedades antibacteriana, anti-inflamatéria e antioxidante da planta.
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2. OBJETIVOS

21. Objetivo geral

Avaliar a atividade cicatrizante, antibacteriana, antioxidante e anti-
inflamatadria, in vitro e in vivo, dos extratos etandlico e hexanico, obtidos de folhas de

Xanthosoma sagittifolium.

2.2. Objetivos especificos

e Obter os extratos etandlico e hexanico de folhas de Xanthosoma sagittifolium

e Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos, pela determinacéo da concen-
tracao inibitéria minima (CIM) em bactérias;

e Avaliar a atividade antioxidante, in vitro, dos extratos etandlico e hexanico;

e Determinar a atividade anti-inflamataria, in vitro, dos extratos vegetais, etano-
lico e hexanico;

e Avaliar in vitro o efeito dos extratos, etandlico e hexanico, na proliferacdo e
migracgéao celular, com uso de fibroblastos e macréfagos murinos;

e Avaliar o efeito citoprotetor in vitro dos extratos, etandlico e hexanico, em cul-
turas de fibroblastos e macréfagos murinos;

e Preparar pomadas contendo duas concentragdes (5 e 10%) do extrato com
melhor resultado in vitro;

e Avaliar a toxicidade dérmica aguda da formulagdo, de maior concentragao
(10%), preparada com o extrato de interesse;

e Avaliar o efeito cicatrizante das formulagdes em modelo in vivo, por indugao e
tratamento de lesdes, pela determinagao do indice de contragéo da ferida e
analise histomorfométrica de colageno tipo | e tipo Il e celularidade.

e Auvaliar o perfil oxidativo tecidual submetido aos tratamentos com as formula-
¢bes contendo o extrato ativo.

e Avaliacdo hematoldgica dos animais apds o tratamento com as formulagdes

contendo o extrato ativo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal e produgao dos extratos

As partes aéreas de Xanthosoma sagittifolium foram coletadas em janeiro de
2020 na cidade de Vigosa (20°45°14°°'S, 42°52°54""W), Minas Gerais (Brasil). O
material foi identificado e depositado (voucher n® 56320) no Herbario VIC (Figura 5),
localizado no Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa,

Brasil.

Figura 5 - Exsicata da folha de Xanthosoma sagittifolium e identificagdo da exsicata no herbario da
UFV.
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Fonte: Autora, 2023.

As folhas foram entdo lavadas em agua corrente e secas em estufa de
circulacao de ar a 40°C por 72 horas. Depois de triturar as folhas, foram preparados
os extratos etandlico e hexanico por maceragcéo de 500g do material vegetal em 2
litros de hexano e etanol 95%, respectivamente, por 48 horas em temperatura
ambiente. Tal processo foi repetido até completa extracao dos metabdlitos da planta.

Os extratos foram concentrados por rotaevaporagédo e em seguida foram liofilizados.
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3.2. Avaliagao da atividade antibacteriana in vitro

Os extratos vegetais, etandlico e hexanico, de Xanthosoma sagittifolium foram
testados frente as cepas de Escherichia coli ATCC 29214, Citrobacter freundii ATCC
8090, Staphylococcus aureus ATCC 33591, Staphylococcus aureus ATCC 3008,
Staphylococcus aureus ATCC 3828, Staphylococcus aureus ATCC 3917,
Staphylococcus aureus ATCC 4157, Staphylococcus aureus ATCC 4182, Salmonella
entérica ATCC 14028, Enterobacter ATCC 29004 e Staphylococcus epidermidis C213,
pelo método do Teste da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) (MACEDO, 2021) .

Os testes se baseiam na metodologia padronizada de microdiluigdo em caldo,
em microplacas de 96 pocgos (CLSI, 2015). Inicialmente, adicionou-se 100 yL de meio
de cultura Mueller Hinton (MH, Himedia®) a cada pogo, com excegédo do primeiro
po¢o, depois realizou-se a diluicdo seriada de 200 pL de extrato a 5Smg/mL, para isso
adicionou-se 200 pyL ao primeiro pogo, em seguida retirou-se 100 pL desse e
adicionou-se ao segundo po¢o, homogeneizou-se com o0 meio de cultura presente no
poco, e assim sucessivamente, obtendo-se uma série de concentragcbes de extratos
(5mg/mL, 2,5mg/mL, 1,25mg/mL, 0,625mg/m, 0,3125mg/mL e 0,15625mg/mL).
Posteriormente, foi adicionado a cada pogo 100 uL de suspenséo bacteriana ajustada
para concentrag3o final de 1x108 UFC/mL.

Como controle negativo foi utilizado o solvente Dimetilsulféxido (DMSO;
Sigma®), utilizado para solubilizar o extrato, sem extrato e na concentracao final de
5% e como controle positivo foi utilizado 10 yL de Cefoperazone (CEFAMIX;
SWISSBRAS CHEMICAL LTDA), antibiotico comercial de eficiéncia comprovada.
Depois disso as placas foram mantidas em estufa de crescimento a 37 °C por 24h.
Apods incubacdo, para revelacado das placas, foram adicionados 20 pL de resazurina
(0,5 mg/mL) em cada pogo. As microplacas foram entdo incubadas por mais 2 horas
a 37°C.

A determinacédo da CIM é qualitativa e visual, em pogos com bactérias nao
viaveis permanece a coloragao azul e nos pogos com bactérias viaveis a coloracao se
torna de réseal/transparente. Tal mudanca de coloragcédo ocorre, pois, a resazurina €
um indicador de reacido de 6xido- reducdo. A presenca de enzimas oxidoredutases
dentro das células viaveis faz com que ocorra uma reducgao da resazurina (azul) a
resofurina que apresenta coloragdo rosea. Posteriormente, esta é reduzida a

hidroresofurina que é incolor (SARKER et al., 2007). Considera-se o valor da CIM a
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concentragcédo de extrato vegetal no pogo com coloragdo azul seguido por um pogo
com crescimento bacteriano (réseal/incolor). Os testes foram realizados em triplicata

e o resultado final foi a média das replicatas.

3.3. Avaliagao da atividade antioxidante in vitro

3.3.1. Ensaio de captura do radical 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH)

Para avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos etandlico e hexanico de
X. sagittifolium foi utilizado o método da captura do radical 2,2-Diphenyl-1-
Picrylhydrazyl (DPPH) (PIRES, et. al., 2017). Para isso, 4mg dos extratos liofilizados
foram ressuspendidos em 1mL de metanol, gerando solugdes estoque na
concentracédo de 4mg/mL. Foi também preparada, no momento da analise, 100mL de
solugao de DPPH solubilizado em metanol (0,004% m/v). Em uma placa de 96 pogos
foram realizadas as diluicbes seriadas dos extratos (4, 2, 1, 0,5 mg/mL) utilizando a
solucao estoque previamente preparada. Apos a diluicdo seriada, cada pogo ficou com
50uL de extrato na concentragdo desejada. Em seguida adicionou-se a cada pogo,
tanto dos tratamentos quanto controles, 250uL da solugdo de DPPH (0,004% m/v).

Como controle utilizou-se a solugdo de DPPH, solubilizado em metanol,
preparada previamente, sem amostra. Além disso foram utilizados como controle
positivo alguns padrées como BHT, acido ascorbico e rutina, com potencial
antioxidante ja conhecido, para fins de comparagdo, para isso foram construidas
curvas padrdes com as concentragdes variando entre 200 — 20 pg/mL de cada um
deles. A placa foi entdo mantida ao abrigo de luz por 30 minutos a temperatura
ambiente, e em seguida realizou-se a leitura a 517nm em leitor de microplaca ELISA.
A porcentagem de inibicdo de radicais DPPH foi determinada utilizando a seguinte

equacao:

L Abs do controle (DPPH/metanol)- Abs do tratamento (extrato/metanol)
% Inibicao = x 100

Abs do controle (DPPH/metanol)
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3.4. Avaliagao da atividade anti-inflamatéria in vitro

3.4.1. Avaliagao da atividade anti-inflamatéria por meio da inibigao da

desnaturacao de proteina

Para avaliagao da atividade anti-inflamatéria dos extratos hexanico e etandlico
de X. sagittifolium realizou-se inicialmente o ensaio de inibicdo da desnaturagao da
albumina sérica bovina (bovine sérum albumin (BSA)) (CHANDRA, et. al., 2012), para
que se pudesse entender o comportamento dos extratos em relacéo a este parametro.

Para este teste adicionou-se 250 uL de BSA na concentracao de 1% e 250uL
da solugdo com o extrato, na concentragao desejada, em um tubo de ensaio deixando
por 20 minutos em banho maria a 20°C e posteriormente por 10 minutos em banho
maria a 72°C. Depois disso, juntou-se ao tubo de ensaio 1mL de tampé&o fosfato de
sodio pH 5,3. E fez-se a leitura da absorbancia a 660nm.

Foram testadas as concentragdes de 0,01mg/mL, 0,05mg/mL, 0,1mg/mL,
0,5mg/mL, 1mg/mL, 2,5mg/mL e 5mg/mL, dos extratos etandlico e hexanico de X.
sagittifolium. Para o controle negativo utilizou-se tampao fosfato de sédio pH 5,3
substituindo o volume da amostra, e para o controle positivo foi utilizado o diclofenaco
de sddio, medicamento comercial com potencial anti-inflamatério comprovado. Os
testes foram realizados em triplicata, e o resultado final foi a média das replicatas.

Para inferir sobre a atividade anti-inflamataéria utilizou-se a formula a seguir:

(Abs controle negativo - Abs tratamento)
X

Abs controle negativo 100

Inibicdo da desnaturagéo de proteina (%) =

3.4.2. Avaliagao da atividade anti-inflamatéria em macréfagos estimulados

por lipopolissacarideo (LPS)

Posteriormente, foi realizado o teste in vitro para avaliagao da atividade anti-
inflamatdria, com estimulo de LPS (BOTAN, 2018). Para este ensaio as células
utilizadas foram de cultura de macrofagos murino, linhagem RAW 264.7. Neste teste
foi avaliado os niveis dos subprodutos do 6xido nitrico, nitrito e nitrato, produzido pelas

células quando estimulados por LPS. As células foram cultivadas em meio de cultura
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Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB 10%) e 1% de solugao de antibiético e antimicdtico (penicilina 10000U,
estreptomicina 10000ug e 25 ug de anfotericina B a 37°C sob atmosfera umidificada
a 5% de CO2.

As células estoque foram desprendidas da garrafa com auxilio do rodinho.
Uma aliquota da suspencao celular foi contada usando a Camara de Neubauer e
1x10% células foram transferidas para cada pogo da placa de 96 pogos, com volume
total de 200uL/pocgo. A placa foi incubada por 24 horas, a 37°C e 5% de CO..

Posteriormente, foi preparada uma solugdo estoque de LPS (10mg/mL). E em
seguida, a partir da solugao estoque, preparou-se o LPS (10ug/mL). Os extratos foram
solubilizados com esta solugdo de LPS 10ug/mL, para se obter as concentracoes
desejadas (400, 200, 100, 50 e 25 pug/mL). Foi removido os 200uL de meio de cultura
de cada poc¢o da placa de 96 pocgos e foi adicionado 200uL em cada pog¢o de acordo
com os tratamentos e controles.

Foram utilizados 4 controles neste teste, sendo eles, C1 (DMSO 0,8% em
DMEM com LPS 10pg/mL); C2 (dexametasona 200ug/mL em DMEM com LPS
10pg/mL); C3 (DMEM com LPS 10ug/mL) e C4 (DMEM sem LPS 10ug/mL). A placa
foi entdo incubada por 24 horas, a 37°C e 5% de CO2. Passadas as 24 horas, foram
transferidos 50uL de sobrenadante de cada pogo para uma nova placa de 96 pogos e
nesta nova placa realizou-se a determinagado da quantidade de 6xido nitrico.

Para isso, a 50 yL das aliquotas de sobrenadante, em nova placa de 96 pocos,
adicionou-se 100uL de reagente de Griess (50 pyL de Sulfanilamida 1% e 50 yL de
Naftil etileno amina dihydrochloride 0,1%, em acido fosférico a 2,5%). Apos 10 minutos
ao abrigo de luz, foi realizada a leitura a 540nm em leitor de microplaca ELISA.

As concentragdes de nitrito presente nos sobrenadantes foram determinadas
por comparagao com a curva-padrao obtida com concentragbes molares conhecidas
do padrao nitrito de sédio (NaNO2 0,025M), variando de 2,5 a 2500 uM. As analises

foram realizadas em triplicata, e o resultado foi a média das replicatas.
3.5. Avaliagao do efeito cicatrizante in vitro
Para avaliagdo da atividade cicatrizante dos extratos etandlico e hexanico,

obtidos a partir das folhas de X. sagittifolium, foram realizados trés tipos de ensaios in

vitro. Sendo eles, ensaio de viabilidade celular, para avaliar se os extratos em questao,
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inviabilizam de alguma forma as células alvo; ensaio para avaliar o efeito citoprotetor
dos extratos, ou seja, para determinar se o extrato em questdo produz efeito de
proteger as células frente a agente que promova morte celular e, por fim, teste de
migracao celular, que avalia se o extrato auxilia facilitando e/ou promovendo maior

taxa de migragao das células alvo.

3.5.1. Ensaios de viabilidade celular

3.5.1.1. Ensaio de viabilidade celular em fibroblasto e macréfagos.

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizadas uma linhagem de célula de
fibroblasto murino (NIH3T3) e uma linhagem de macréfagos RAW 264.7 As células
foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB 10%) e 1% de solugao de antibidtico
e antimicético (penicilina 10000U, estreptomicina 10000ug e 25 ug de anfotericina B
a 37°C sob atmosfera umidificada a 5% de COx.

Para a analise de citotoxicidade foi utilizado o ensaio colorimétrico por MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetraz6lio) (NEPOMUCENO et al.,
2021). Uma aliquota da suspencao celular foi contada usando a Camara de Neubauer
e 2x10* células foram transferidas para cada pogo da placa de 96 pogos. As células
ficaram em repouso de 24 horas a 37°C e 5% de COg2, para aderirem ao fundo dos
pOCOS.

Passadas as 24 horas o meio de cultura foi substituido por 200uL de novo
meio contendo 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 ug/mL de extrato etandlico e hexanico.
Nos pocgos do controle positivo foram adicionados 200uL de meio de cultura DMEM
suplementado com soro fetal bovino 10% (100% de viabilidade celular). Para o
controle negativo, a alguns pogos da placa foram adicionados meio de cultura
suplementado com soro fetal bovino 10% e DMSO 0,8%. sem células. A placa foi
entdo incubada a 37°C e 5% COz, por 22 horas. Depois do periodo de incubagao,
retirou-se 50 uL de sobrenadante de cada pogo e adicionou-se 50uL de MTT (0,1
mg/mL), e a placa foi incubada a 37°C e 5% de COz2 por 2 horas.

Posteriormente, observou-se a formagao de cristais de formazan. Em seguida
foi retirado 100uL de sobrenadante de cada pogo, com cuidado para n&o remover 0s

cristais, e adicionou-se 100uL de DMSO a cada pog¢o para diluicdo dos cristais de
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formazan formados. A absorbancia foi lida a 570nm em leitor de microplaca ELISA. A

viabilidade celular (%) foi determinada usando a seguinte equacgéo:

Absorbéncia do grupo tratado ]

_ o =
Viabilidade celular (%) bsorbancia do controle negativo

3.5.2. Efeito Citoprotetor

Para o ensaio do efeito citoprotetor foram utilizadas linhagem de célula de
fibroblasto murino (NIH3T3) e linhagem de célula de macréfago (RAW 264.7). As
células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB 10%) e 1% de solugéo de
antibiotico e antimicético (penicilina 10000U, estreptomicina 10000ug e 25 ug de
anfotericina B a 37°C sob atmosfera umidificada a 5% de CO..

Para a analise de citotoxicidade foi utilizado o ensaio colorimétrico por MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) (NEPOMUCENO et al.,
2021). Uma aliquota da suspencao celular foi contada usando a Camara de Neubauer
e 9x102 células foram transferidas para cada pogo da placa de 96 pogos. As células
ficaram em repouso de 24 horas a 37°C e 5% de COz, para aderirem ao fundo dos
pOGOsS.

Passadas as 24 horas o meio de cultura foi substituido por 200uL de novo
meio contendo 25; 50; 100; 200 e 400 yg/mL de extrato etandlico e hexanico de X.
sagittifolium. Nos pogos do controle positivo foram adicionados 200uL de meio de
cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino 10% (100% de viabilidade celular).
Para o controle negativo, a alguns pog¢os da placa foram adicionados meio de cultura
suplementado com soro fetal bovino 10% e perdxido de hidrogénio 2 mM. A placa foi
entdo incubada a 37°C e 5% COz, por 24 horas. Depois do periodo de incubacgao,
retirou-se os 200uL de sobrenadante de cada poco, inclusive dos controles, com
excegao do controle positivo, e adicionou-se 200uL de peroxido de hidrogénio 2 mM.
A placa foi incubada a 37°C e 5% de CO:2 por 3 horas.

Depois do periodo de incubacao, retirou-se 50 L de sobrenadante de cada
pocgo e adicionou-se 50uL de MTT (0,1 mg/mL), e a placa foi incubada a 37°C e 5%

de CO:2 por 2 horas. Posteriormente, observou-se a formagao de cristais de formazan.
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Em seguida foi retirado 100uL de sobrenadante de cada pogo, com cuidado para nao
remover os cristais, e adicionou-se 100uL de DMSO a cada pogo para diluicdo dos
cristais de formazan formados. A absorbancia foi lida a 570nm em leitor de microplaca

ELISA. A viabilidade celular (%) foi determinada usando a seguinte equagéo:

o Absorbancia do grupo tratado
Viabilidade celular (%) = — —([x 100
Absorbéncia do controle negativo

3.5.3. Ensaio de Scratch para avaliagao do potencial migratério das células

Para o ensaio de Scratch foi utilizada uma linhagem de célula de fibroblasto
murino (NIH3T3). As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB 10%) e
1% de solugdo de antibidtico e antimicético (penicilina 10000U, estreptomicina
10000pg e 25 ug de anfotericina B a 37°C sob atmosfera umidificada a 5% de CO..
As células estoque foram tripsinizadas. Uma aliquota da suspencao celular foi contada
usando a Camara de Neubauer e 2x10° células foram transferidas para cada pogo da
placa de 24 pocos, o volume final de cada poco foi 500uL. As células ficaram em
repouso de 24 horas a 37°C e 5% de COg2, para aderirem ao fundo dos pogos.
Passadas as 24 horas o meio de cultura foi removido e utilizando uma ponteira p200
foi feita uma fenda no meio do poco.

Em seguida os pocos foram lavados 2 vezes com meio de cultura, DMEM
suplementado, para remoc¢ao das células que foram deslocadas na confeccdo da
fenda, e em seguida adicionou-se 500uL dos tratamentos com extrato etandlico de X.
sagittifolium nas concentragdes de 200 e 400 ug/mL preparados com meio de cultura
DMEM contendo mitomicina C na concentragdao de 10ug/mL, que inibe a proliferagédo
das células, sendo possivel avaliar apenas a migragédo. Nos pog¢os controle positivo
foram adicionados 500uL de meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal
bovino 10%, mitomicina C 10ug/mL e para controle negativo foram adicionados 500uL
de meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino 10%, mitomicina C
10ug/mL e DMSO 0,8%.

Os pogos da placa foram entao fotografados (T0), por meio de um microscopio

Optico invertido acoplado a camera fotografica, e a placa foi incubada a 37°C e 5%
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CO2, apos 8 horas e 24 horas os pogos foram fotografados novamente, para
acompanhar o comportamento das células em relagdo a fenda produzida. A avaliagéao
do efeito de migracéo celular foi feita avaliando e comparando o tamanho da fenda

em TO, T8 e T24 horas, utilizando o software Imaged, no qual a area da fenda de cada

foto, no tempo e campo especifico, foi delimitada.

3.6. Avaliacao do efeito cicatrizante in vivo

ApOs os testes realizados in vitro, tendo sido observado potencial cicatrizante

para o extrato etandlico de Xanthosoma sagittifolium deu-se inicio aos testes in vivo
utilizando duas pomadas em concentracdes diferentes do extrato para o tratamento
de feridas, por meio da indug¢do de ferida nos camundongos, seguido de aplicagao

dos tratamentos propostos e coleta dos materiais para analise (Figura 6).

Figura 6 - Etapas do modelo experimental para avaliagao do efeito cicatrizante in vivo, das pomadas
contendo extrato etandlico de X. sagittifolium nas concentracées de 5 e 10% (m/m).
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Fonte: Autora, 2023.
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3.7. Preparo das pomadas

O extrato etandlico preparado a partir das folhas de X. sagittifolium foi
manipulado para a produgdo de duas pomadas em concentragdes diferentes (5% e
10%). No preparo dessas pomadas foi utilizada uma base de polietilenoglicol (PEG) e
glicerina, onde foram incorporados os ativos. A composi¢do foi PEG 4000 33%,
glicerina 33% e PEG 400 gsp 100 g.

A pomada Sulfadiazina de Prata foi utilizada como controle positivo por ser
um medicamento disponivel no mercado com eficacia comprovada para o tratamento
de feridas, auxiliando na cicatrizagdo, atuando de forma similar ao objetivo desse
estudo. E como controle negativo foi adotado apenas o veiculo utilizado para o preparo

das pomadas.

3.7.1. Animais

Foram utilizados 84 camundongos (Mus musculus), da linhagem Balb-C,
machos, adultos jovens, pesando em média 30g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Durante o periodo experimental os animais foram alimentados com ragao
padronizada comercial, para camundongos, e agua “ad libitum”. Foram mantidos na
sala de experimentagao animal do Laboratério Biofarmacos, em ambiente climatizado
entre 22 e 24°C, com fotoperiodo de 12 horas, em gaiolas de polietileno opaco e
fechadas com tampa de ago inoxidavel em forma de grade, contendo, em cada uma,
1 (um) animal, higienizadas trés vezes por semana. Os animais passaram por um
periodo de adaptacdo e aclimatacdo ao ambiente de 15 dias, para que fossem
reestabelecidas as condig¢des fisioldgicas, até que se deu inicio aos experimentos.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), protocolo 05/2021. A determinacéao
do numero amostral foi baseada no item trés da Resolugdo RE n° 90, de 16 de margo
de 2004 da ANVISA, que tem por objetivo indicar métodos padronizados para estudos
de toxicologia pré-clinica no Brasil que visam no futuro o registro de fitoterapicos, que
determina o numero minimo de seis animais por grupo experimental, o que dispensa
neste caso, a necessidade do uso de formulas estatisticas para obtengdo do numero

da amostra.
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3.7.2. Ensaio de Toxicidade Dérmica Aguda

Para avaliar a toxicidade dérmica aguda, 20 animais escolhidos de maneira
aleatéria foram submetidos ao teste de toxicidade aguda seguindo as diretrizes do
“‘Guia para a Conducédo de Estudos Nao Clinicos de Toxicologia e Seguranga
Farmacoldgica Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos” (ANVISA, 2013).
Tal estudo ¢é utilizado para avaliar a toxicidade das substancias administradas, sendo
utilizado, portanto, a pomada manipulada com o extrato etandlico de X. sagittifolium.

Os animais foram entdo divididos em dois grupos, o primeiro grupo com 6
animais que foi tratado com pomada contendo extrato a 10% (maior concentragao a
ser testada no experimento) e outro grupo com 6 animais que foi tratado apenas com
veiculo da pomada. Apds a tricotomia na regido dorsal, os animais receberam
aproximadamente 1g da pomada de acordo com tratamento do seu grupo
experimental, utilizando técnica asséptica.

Os animais foram observados no primeiro dia de 12 em 12 horas, e do
segundo dia em diante uma vez ao dia, por 14 dias, para que fossem avaliadas
quaisquer alteracdes indicativas de reacbes adversas, fossem elas alteracbes
dermatolégicas, neuroldgicas, ou de comportamento. E foram avaliados baseado na
escala de pontos que variaram de 0 a 4, sendo 4 o valor que representa a normalidade
(Anvisa, 2013).

3.7.3. Procedimento cirurgico

Passado o periodo de aclimatacéo, os animais foram sedados e anestesiados
como recomenda Massone (2011), usando xilazina 2% (Anasedan®), 10mg/Kg e
cloridrato de quetamina (Dopalen®), 50mg/Kg, adicionados na mesma seringa e
administrado por via intraperitoneal. A obtengcdo da anestesia foi observada pela
auséncia de reflexo palpebral e reducao da frequéncia cardiaca e respiratéria. Uma
vez anestesiados, foi realizada a tricotomia do dorso dos animais com auxilio de
lamina de barbear.

Apos a tricotomia realizou-se a assepsia com solugao de alcool etilico 70% na
regido tricotomizada. Para padronizar o tamanho da ferida, utilizou-se um tubo de
ensaio de 10ml de coletar sangue, devidamente desinfetado, que quando pressionado

contra a pele, delimitou uma area aproximada de 1cm?. Os cortes foram seccionados
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utilizando lamina de bisturi N° 11, tesoura curva e pinga anatémica dente de rato, até
a exposicao da fascia muscular. Os animais foram distribuidos aleatoriamente e

identificados em quatro grupos, entre grupos controles e tratamentos.
3.7.4. Grupos experimentais
Depois da realizagao das feridas, os 72 animais restantes foram distribuidos
de forma aleatdria em quatro grupos experimentais com 18 animais cada (Figura 7).
Dentro de cada grupo os animais foram subdivididos em grupos de 6 animais

de acordo com o periodo de observagao (3, 8 e 12 dias).

Figura 7 — Divisdo dos animais de acordo com o grupo experimental.

72 camundongos
Balb-C

G1=Grupo controle G2 = Grupo controle G3 = Grupo tratado G4 = Grupo tratado

positivo. Tratado negativo. Tratado com a pomada com com a pomada com
com pomada com veiculo usado extrato etandlico de  extrato etandlico de
Sulfadiazina de para o preparo da X. sagittifolium na X.sogittifolium na
Prata pomada concentracio de 5% concentracio de 10%

Fonte: Autora, 2023.

Os animais receberam, diariamente, em intervalos de 24 horas, o equivalente
a 100 mg da formulagao de acordo com tratamento do seu grupo experimental. Para

isso 0s animais foram contidos manualmente, sendo segurados pela base da cauda.
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3.7.5. Eutanasia

Nos dias determinados, 3, 8 e 12 dias, seis animais de cada grupo foram
eutanasiados por exsanguinagdo com administragdo de sobredosagem de xilasina 2%
e quetamina por via intraperitoneal. Apds os animais entrarem em anestesia profunda
as feridas tratadas foram fotografadas e medidas com o auxilio de um paquimetro
digital no maior e menor eixo. Em seguida coletou-se o tecido cicatricial com margem
de 1 cm de pele integra em torno da lesdo, em profundidade até a fascia muscular, e
foi feita a pungao cardiaca da veia cava caudal, a fim de coletar amostras sanguineas,
0 que resultou em choque hipovolémico e morte do animal por exsanguinacao
(FAVORETTO, SEABRA e OLIVATO, 2019). O método ¢é aceito para uso em roedores
sem restricdo segundo o Manual de Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA.

Uma parte das amostras teciduais coletadas foram fixadas em solu¢do de
Karnovisk e a outra parte foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e

armazenados em ultra freezer a temperatura de -80°C até o inicio das analises.

3.8. Analise macroscopica das feridas

As feridas foram avaliadas pelo indice de Contragéo (IC), mensurado no dia O
e nos dias 3, 8 e 12 apds a execucdo das feridas, as medidas foram feitas com uso
de paquimetro digital, em duas dire¢des, segundo metodologia estabelecida por
Borges e colaboradores (2016), que recomenda tomar como referéncia os pontos

mais distantes na horizontal e vertical, formando um angulo de 90° (Figura 8).

Figura 8 - Determinagéo da area da ferida por meio da medigdo com paquimetro nos dois sentidos,
horizontal e vertical, formando um angulo de 90°.
Sendo A a dimenséo horizontal e B a dimenséo vertical.

Fonte: Autora, 2023.
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Apods este procedimento, multiplicou-se os valores encontrados na horizontal
e vertical, proporcionando a medida mais proxima ao tamanho real da ferida. Sendo
A = area horizontal; B = area vertical. Dessa forma calcula-se a area da ferida em cm?
como: Area da ferida = A x B.

A porcentagem de contragdo da ferida € calculada pela seguinte formula:

. ) area inicial da ferida em cm?-area final da ferida em cm?
% Contragéo da Ferida = PR . 2 x 100
area inicial da ferida em cm

3.9. Anadlises hematolégicas

Com o sangue coletado dos animais, foram realizadas as quantificagdes de
hemoglobina, leucdcitos e plaquetas pelo método de impedancia. As analises

hematoldgicas foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas (DNS/UFV).

3.10. Perfil oxidativo tecidual

3.10.1. Preparo do homogenato

Para o preparo do homogenato foram utilizados 150 mg do tecido coletado
homogeneizados em tampao fosfato de potassio (pH 7.4) 0.2 M com 1M EDTA por
centrifugacéo a 12000 RPM por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante foi

utilizado na determinagao da atividade antioxidante frente aos seguintes marcadores:

3.10.2. Concentragcao de Malondialdeido (MDA)

A determinacao da concentracdo de MDA se deu por meio do teste de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico) (KOHN; LIVERSEDGE, 1944). Para isso
adicionou-se a um microtubo 200uL de homogenato de tecido e 400uL da solugéao de
TBARS, os microtubos foram agitados em vortex por 10 segundos e incubados em
banho maria por 40 minutos a 90°C. Depois disso as amostras foram resfriadas em
gelo por 5 minutos e adicionou-se 600uL de n-butanol a cada microtubo e agitado por

2 minutos em vortex seguido de centrifugagcdo a 3000 rpm por 10 minutos a



42

temperatura ambiente. Depois disso, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante e
pipetou-se 200uL deste sobrenadante em cada pogo da placa e a realizou-se a leitura
de absorbancia em 540nm. Por meio da curva padrdo do reagente 1,1,3,3-
Tetramethoxypropane (TMPO) nas concentragdes variando de 0 yM a 4 yM, foram

calculados os valores finais.

3.10.3. Dosagem de 6xido nitrico

O nitrito usado como indicador da sintese de NO é detectado pelo Reativo de
Griess, composto por 1% de sulfanilamida e 0,1% naftil-etileno-diamina em 2.5%
HsPO4. Desta forma, 50 yL do sobrenadante das amostras foi adicionado em
microplacas com 100 pL do Reativo de Griess e incubado a temperatura ambiente por
10 minutos ao abrigo da luz, em seguida foi determinada em leitor de microplacas em
570 nm. A concentracao do NO das amostras foi determinada utilizando curva padrao

com concentragdes variando de 2500 uM a 9,75 uM de nitrito de sddio.

3.10.4. Atividade de superéxido dismutase (SOD)

Para a determinagao da atividade da superoxido dismutase utilizou-se 30 pL
de homogenato da pele por pogo da placa de 96 pogos destinados a amostra, 30 uL
de tampao fosfato salino (PBS) 0,2 M (pH 8,0) nos pogos destinados ao padrao, 45
ML de tampéo fosfato salino (PBS) 0,2 M (pH 8,0) nos pogos destinados ao branco.
Em seguida a todos os pogos adicionou-se 6 pyL MTT (brometo de (3-[4,5-
dimetiltiazol2H]-2,5-difeniltetrazolium) 1,25 mM; 15 uL de pirogalol; e 99 uL de tampao
fosfato salino (PBS) 0,2 M (pH 8,0). Incubou-se a placa em estufa a 40°C por 15
minutos. Para parar a reagcdo ao final deste tempo, utilizou-se 150 puL de
dimetilsulféxido (DMSQO) em todos os pogos. A leitura de absorvancia foi de 570 nm.

3.10.5. Atividade de catalase (CAT)

Para a determinacdo da atividade da catalase, adicionou-se 5 pyL do
sobrenadante do homogenato de pele a cada pogo destinado as amostras da
microplaca de 96 pocos, juntamente com 100 uL de perdxido de hidrogénio (H202)

20mM. Nos pogos destinados ao controle do teste foram adicionados juntamente com
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as amostras, 100 pL de tampao de fosfato de sodio e potassio (50 mM, pH 7,4). O
branco da amostra foi realizado adicionando apenas 100 uL de tampao de fosfato de
sédio e potassio. A curva padrao de peroxido de hidrogénio foi realizada com
concentragdes variando de 10 mM a 0 mM. Apds 3 minutos, foram adicionados em
todos os pogos 150 L de molibdato de aménia (32.4 mmol/L). A leitura de absorvancia

foi realizada em 374 nm.

3.10.6. Quantificagao de glutationa S transferase (GST)

Para a analise da concentragcao de GST foi adicionado em uma cubeta: 970
ML de tampéo fosfato pH 7.0, 10 uL de CNDB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene), 10 pL de
amostra e 10 yL de GSH reduzida. Foi entao feito a leitura (TO) no espectrofotdmetro
a 340nm. Repetiu-se as leituras nos tempos T30, T60 e T90 minutos. O teste foi

realizado em triplicata.

3.10.7. Dosagem de proteinas totais

Utilizou-se o método de Bradford, 1976 para a quantificacdo de proteinas
totais presentes nas amostras do sobrenadante do homogenato, para isso em uma
microplaca de 96 pocos foram adicionados 10 pL das amostras previamente diluidas
20 vezes em agua destilada. Uma curva padrao foi preparada utilizando 10 yL de
albumina de soro bovino (BSA) nas concentragdes variando de 1 mg/mL a 0,008
mg/mL e o branco foi realizado utilizando 10 pL de agua destilada. Posteriormente,
foram adicionados em todos os pogos 150 pyL de reagente de Bradford, a placa foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e a leitura foi realizada a 595 nm. Os
dados das analises do perfil oxidativo foram normalizados de acordo com os niveis de
proteina total no sobrenadante (Bradford MM, 1976).

3.11. Andlises histolégicas

3.11.1. Avaliagao global do tecido

Os fragmentos da ferida coletados e inicialmente fixados em solugdo de

Karnovisk por 24 horas foram posteriormente acondicionadas em alcool 70% até a



44

confeccado das laminas histologicas. Para a confeccao das laminas, as amostras de
pele foram desidratadas em etanol, clareadas em xilol, incluidas em parafina e
seccionadas em micrétomo com 4 uym de espessura. As laminas foram coradas
rotineiramente em Hematoxilina-Eosina (HE) para a avaliagdo global do tecido,
avaliando celularidade.

As laminas foram analisadas em microscopico de luz Microscopio Leica DM
750 acoplado a uma camera digital Leica MC 170 HD (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha). Usando uma lente objetiva de 20X, seis campos de cada lamina foram
fotografados aleatoriamente e submetidos a analise histomorfométrica. Para esta
analise, uma grade contendo 300 pontos dentro de uma area padréao, foi sobreposta
a cada imagem contando-se os pontos de intercessdo que estavam sobre nucleos

celulares utilizando o software ImageJ.

3.11.2. Anadlise de Colageno

Para a quantificagao das fibras colagenas maduras (tipo ) e imaturas (tipo Ill),
as laminas foram coradas com Picrosirius-Red. As imagens foram capturadas por
camera fotografica acoplada a Microscopio de luz e analisadas pelo software ImageJ,
com base no sistema RGB (Red, Green and Blue) considerando-se tons de vermelho
e laranja, o colageno maduro (tipo 1), e tons de verde, o colageno imaturo (tipo Ill),
outras cores foram consideradas areas vazias. Em cada campo analisado foi
calculada a area ocupada por colageno maduro e imaturo, desconsiderando as areas
escuras e de outras tonalidades.

De maneira geral, observa-se o seguinte padrdo (Figura 9) quanto a
concentracao de fibras colagenas tipo 1l e tipo | no decorrer das etapas do processo

cicatricial.
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Figura 9 — Concentragao de fibras colagenas no decorrer das fases do processo cicatricial. (Adaptado
de ISAAC et. al., 2010).
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Fonte: Autora, 2023.

3.12. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

O perfil do extrato etandlico de Xanthosoma sagittifolium foi analisado através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O extrato foi preparado
na concentragao de 5 mg/mL utilizando como solvente etanol. A amostra foi filtrada
com o auxilio de seringas descartaveis (3 mL) e filtros milipore (20 um). O volume da
primeira passagem no filtro foi descartado e o restante foi transferido para vials (1,5
mL), que foi entdo injetado em um aparelho da marca Shimadzu, modelo GCMS-
QP2010 Ultra, com coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS (30cm; 0,25mm de
didametro interno; filme de 0,25 um) e hélio como gas de arraste. A inje¢ao ocorreu no
modo split (razdo 1:10). A temperatura do injetor e da fonte foi de 290 °C. Para a
coluna, a temperatura inicial foi de 80 °C por 5 minutos, aumentando até 285 °C, com
taxa de 4°C/minutos e permanecendo nesta temperatura durante 40 minutos. A
temperatura na interface do sistema foi de 290 °C. O detector de massas operou com
ionizagao por impacto de elétrons (70 eV) e varredura de massas entre o intervalo de
35a 700 Da.

A identificacdo dos compostos presentes no extrato foi realizada através de
comparacgao dos espectros de massas obtidos com aqueles existentes no banco de

dados do aparelho e com os dados da literatura.
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3.13. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o sistema de software
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, Calif., USA). Os resultados
foram expressos como média e desvio padrao. Os resultados obtidos por cada grupo
foram comparados com o grupo controle através do teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Atividade antibacteriana

A avaliacédo da capacidade antibacteriana dos extratos etandlico e hexanico
de Xanthosoma. sagittifolium foi realizada por meio do teste da concentragao inibitoria
minima (CIM), que se baseia em determinar qual a menor concentragao de extrato
necessaria para que se iniba, de forma significativa, o crescimento bacteriano, de
forma que quanto menor for este valor de concentragcdo, maior € o potencial
antibacteriano. De acordo com Lamounier e colaboradores (2012) concentragdes
abaixo de 1Tmg/mL podem ser consideradas relevantes e valores de concentragao
inferiores a 0,1mg/mL sdo considerados inibidores do crescimento bacteriano de
altissimo potencial, quando falamos de extratos brutos de plantas.

Na Tabela 1, tem-se os valores de concentrag&o inibitéria minima para os
extratos etandlico e hexanico de X. sagittifolium, frente as bactérias, gram-positivas e

gram-negativas, selecionadas para o ensaio.

Tabela 1 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) (mg/mL) dos EHXS* e EEXS*

Concentragao Inibitéria Minima (CIM) (mg/mL)

Bactéria EHXS' EEXS* p%(sj:'tllt\:gie**
C. freundii ATCC 8090 5,000 5,000 0,006
E. coli ATCC 29214 5,000 5,000 0,025
Enterobacter ATCC 29004 5,000 5,000 0,013
S. aureus 3008 1,250 0,315 0,008
S. aureus 3828 2,500 0,625 0,013
S. aureus 3917 2,500 0,315 0,008
S. aureus 4157 5,000 0,625 0,013
S. aureus 4182 2,500 0,625 0,025
S. aureus ATCC 33591 5,000 5,000 0,008
S. enterica ATCC 14028 5,000 5,000 0,013
S. epidermidis C213 5,000 1,250 0,002

*extrato hexanico de X. sagittifolium; ** extrato etandlico de X. sagittifolium; *** antibiético
Fonte: Autora, 2023.
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Segundo Rozatto (2012) e Aligiannis e colaboradores (2001) ao avaliarmos o
potencial antibacteriano de extratos brutos de plantas, valores de CIM acima de
1,6mg/mL considera-se como um extrato com atividade inibitéria fraca, para valores
de CIM entre 0,6 e 1,5mg/mL considera-se como tendo uma atividade inibitoria
moderada e para valores < 0,5 mg/mL considera-se que o extrato em questdo
apresenta forte atividade antibacteriana. Ja no trabalho de Webster e colaboradores
(2008) foi proposto que um valor de CIM < 1mg/mL ja deve ser considerado
satisfatério. Dito isto e avaliando os valores demonstrados na Tabela 1, o extrato
hexanico de X. sagittifolium apresentou atividade antibacteriana moderada apenas
para a cepa de S. aureus 3008, e atividade antibacteriana fraca para as demais cepas.
Ja o extrato etandlico de X. sagittifolium apresentou forte atividade antibacteriana para
cepas de S. aureus 3008 e S. aureus 3917, atividade antibacteriana moderada para
cepas de S. aureus 3828, S. aureus 4157, S. aureus 4182 e S. epidermidis C213, para

as demais cepas a atividade antibacteriana foi fraca.

4.2. Avaliagao do potencial anti-inflamatério dos extratos in vitro

4.2.1. Inibicao de Desnaturagao Proteica

O ensaio para rastrear o potencial anti-inflamatério dos extratos, por meio da
avaliacdo da inibicdo da desnaturagao proteica, baseia-se no fato de que durante a
resposta inflamatéria, ocorre desnaturagcdo de proteinas. Tal fendbmeno decorre do
aumento da temperatura local, o que pode resultar na desnaturacao de proteinas e
enzimas (REGO, 2012). E sabido que alguns agentes anti-inflamatérios como &cido
acetilsalicilico, diclofenaco soédico, dentre outros, tem a capacidade de inibir a
desnaturagao das proteinas durante o processo inflamatorio (CHOPADE et al., 2012,
SAKAT et al., 2010).

Sendo assim, sabendo que a albumina € uma proteina que desnatura na
presenca de altas temperaturas, o extrato que consegue inibir sua desnaturagao,
nessas condi¢cdes, pode ser considerado como que possua efeito anti-inflamatorio
(LEELAPRAKASH e DASS, 2011). Dessa forma, a desnaturacdo da albumina foi
evidenciada pelo aumento da turbidez do meio apdés o aquecimento, sendo

mensurada por meio do espectrofotdmetro a 660nm.
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Como droga padrao, foi utilizado o diclofenaco de sddio, que pela tendéncia
do gréfico (Figura 10), atua de forma dose-dependente, uma vez que a medida que
se aumentou a concentragcdo, a capacidade inibitéria da desnaturagcdo também
aumentou, até atingir um platé de valor maximo, na concentragdo de 1mg/mL de
diclofenaco de sédio ponto onde a inibicdo da desnaturacao foi de 95,3%, que se
manteve, mesmo em concentragdes superiores, sem alteragcdes estatisticamente

significativas.

Figura 10 - Inibicao da desnaturacgdo proteica em porcentagem. Os resultados apresentam a média e
o desvio padrdo, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.

Em relagdo aos extratos avaliados, pode-se observar que estes também
atuaram de maneira dose dependente, aumentando a porcentagem de inibi¢ao, a
medida que a concentragdo aumentou, atingindo o valor maximo inibitorio seguido do
platd, onde se manteve o valor mesmo aumentando a concentragdo, sem que se
observasse alteragbes estatisticamente significativas, para ambos extratos na
concentracao de 2,5mg/mL, sendo o extrato hexanico mais efetivo para controle da
desnaturagdo uma vez que foi capaz de proteger a albumina da desnaturagdo em
56,3%. Ja o extrato etandlico na mesma concentracdo de 2,5mg/mL inibiu apenas

19,7% da desnaturagao.
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4.2.2. Avaliagao da atividade anti-inflamatéria in vitro em macréfagos

estimulados por lipopolissacarideo (LPS)

O lipopolissacarideo (LPS), molécula que esta presente na membrana celular
de bactérias gram-negativas, € uma molécula pré-inflamatéria uma vez que ao se ligar
aos receptores TLR-4 (Toll-like receptor 4), um receptor importante na resposta imune
inata, ativa vias de sinalizagédo que aumentam a produgéo e secre¢cao de moléculas
pré-inflamatorias.

Na analise realizada, foi quantificado os subprodutos do 6xido nitrico, uma
molécula proé inflamatéria, produzida a partir do contato das células de macrofagos
com o LPS. Avaliou-se a produgao do 6xido nitrico na presenga dos extratos avaliados
em diferentes concentragdes (25, 50, 100, 200 e 400 ug/mL), como forma de observar
se os extratos inibiam a producdo de Oxido nitrico pelas células, e em qual
concentracao isso ocorre, demonstrando entao efeito anti-inflamatério. Além disso, foi
utilizado como controle positivo o medicamento anti-inflamatério, amplamente
utilizado, dexametasona na concentragdo de 200ug/mL E como controle negativo,

utilizou-se apenas o LPS na concentragéo de 10ug/mL (Figura 11).

Figura 11 - Producao de 6xido nitrico por macréfagos RAW 264.7 tratados com LPS 10ug/mL
(controle negativo), Dexametasona 200ug/mL (controle positivo), extrato hexanico de Xanthosoma
sagittifolium e extrato etandlico de Xanthosoma sagittifolium. Os resultados apresentam a média e o
desvio padrao, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.



51

Quando em contato apenas com o LPS 10ug/mL, observa-se alta producao
de 6xido nitrico pelas células, e quando além do contato com o LPS 10ug/mL, as
células foram tratadas com a dexametasona 200ug/mL, observou-se uma reducgéao de
84,9% nos niveis de oxido nitrico, sendo esta uma diminuig&o significativa. Avaliando
os resultados obtidos com os tratamentos utilizando os extratos, observa-se que
qguanto maior a concentracao dos extratos, tanto hexanico quanto etandlico, menor foi
a producéao de oxido nitrico pelas células, atuando assim de forma dose dependente.

Observa-se também que o extrato hexanico, se comparado ao extrato
etandlico, apresentou maior potencial anti-inflamatério, uma vez que a producao de
oxido nitrico foi menor nas células tratadas com o extrato hexanico, para todas as
concentragdes avaliadas. E na maior concentragao testada (400ug/mL) observou-se
reducdo de 71,4% da producao de oxido nitrico pelas células tratadas com o extrato
hexanico, enquanto para as células tratadas com o extrato etandlico a reducao foi de

60,4%, na mesma concentragao.

4.3. Potencial antioxidante in vitro dos pelo ensaio de DPPH

O método de avaliagao do potencial antioxidante dos extratos por sequestro
do radical DPPH é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
por outros radicais, elétrons ou atomos de hidrogénio presente nos extratos, levando
a uma perda de coloragao, da solugdo, no comprimento de onda de 515 nm. Quando
se observa menor leitura de absorbéancia quer dizer que o DPPH reagiu com a amostra
vegetal, indicando a presenga de compostos com atividade de captura de radicais
livres, ou seja, presenga de compostos com atividade antioxidante. Dessa forma
quanto maior for o potencial antioxidante de determinada substancia ou concentracéo,
observa-se uma menor leitura de absorbéncia a 515 nm, e consequentemente um
aumento da porcentagem na capacidade de eliminag&o do radical DPPH.

Para este ensaio foram utilizadas diferentes concentragbes dos extratos
hexanico e etandlico de X. sagittifolium (25, 50, 100 e 200ug/mL) bem como dos
padrdes que atuaram como controles uma vez que possuem atividade antioxidante
conhecida, foram eles o acido ascoérbico, a rutina e o BHT (2,6-di terc-butil-p-cresol).
Os percentuais de eliminagao do radical DPPH podem ser observados na Figura 12.
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Figura 12 - Eliminagéo do radical DPPH em porcentagem. Os resultados apresentam a média e o
desvio padrao, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Observando os valores obtidos, temos que o extrato hexanico apresentou
baixa capacidade de eliminacdo de radicais DPPH, demonstrando dessa forma,
possuir baixa atividade antioxidante quando comparada aos padrdes e ao extrato
etandlico, em todas as concentracdes testadas, mesmo nas maiores.

Ja o extrato etandlico, vemos que para todas as concentracgdes testadas foi
igual ou superior a pelo menos um dos padrdées, na concentracao de 25ug/mL
apresentou maior capacidade de eliminagao do radical DPPH e consequentemente
maior poder antioxidante que os controles de acido ascérbico e rutina, e atividade
estatisticamente igual ao BHT. Na concentracdo de 50ug/mL, o extrato etandlico
apresentou atividade estatisticamente igual a rutina e ao BHT. Ja na concentragao de
100pg/mL, sua atividade foi estatisticamente semelhante ao BHT e em 200ug/mL,

atuou de forma estatisticamente igual a rutina e ao BHT.

4.4. Atividade cicatrizante in vitro e in vivo

4.4.1. Efeito dos extratos na proliferagao celular in vitro

Avaliou-se a citotoxicidade dos extratos e a proliferagao celular, por meio do

teste de viabilidade celular em células de fibroblasto murino NIH/3T3 e macréfagos
RAW 264.7 (Figura 13 e Figura 14).
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Neste teste, foi possivel confirmar, por meio da comparacédo dos controles,
que o DMSO a 0,8%, utilizado para solubilizar os extratos, ndo causa prejuizos as
células, uma vez que a porcentagem de células viaveis foi estatisticamente igual para
os dois controles, com e sem DMSO 0,8%.

Para ambos os tipos celulares, os extratos testados ndo demonstraram
apresentar citotoxicidade, uma vez que para todas as concentragdes testadas a
porcentagem de viabilidade celular foi igual ou superior aos controles.

Na menor concentragao avaliada (25 pug/mL), os extratos demonstraram taxa
de proliferacdo celular estatisticamente iguais aos controles, para os dois tipos
celulares. Nas concentragées de 50, 100, 200 e 400ug/mL, a taxa de proliferagao
celular foi maior para as células tratadas com os extratos testados, quando comparada
as tratadas com os controles, para os dois tipos celulares avaliados.

Comparando os dois extratos testados, observou-se uma maior taxa de
proliferacao celular quando utilizado o extrato etandlico de Xanthosoma sagittifolium,
para os dois tipos celulares avaliados. Em fibroblastos, quando na maior concentragao
(400ug/mL) apresentou 162% de viabilidade celular, contra 118% de viabilidade
celular quando se utilizou o extrato hexanico da mesma planta. E em macrofagos, na
mesma concentragdo (400ug/mL) a taxa de viabilidade celular foi de 147% para o

tratamento com extrato etandlico, versus 123% do tratamento com extrato hexanico.

Figura 13 - Porcentagem de viabilidade celular em fibroblastos NIH/3T3. Controle positivo: meio de
cultura + células. Controle negativo: células tratadas com DMSO 0,8%. Os resultados apresentam a
média e o desvio padrdo, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 14 - Porcentagem de viabilidade celular em macréfagos RAW 264.7. Controle positivo: meio
de cultura + células. Controle negativo: células tratadas com DMSO 0,8%. Os resultados apresentam
a média e o desvio padrdo, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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4.4.2. Efeito citoprotetor in vitro

Avaliou-se os extratos hexanico e etandlico, em diferentes concentragdes (25,
50, 100, 200 e 400ug/mL), quanto a capacidade de protegerem as células de
fibroblastos NIH/3T3 e macrofagos RAW 264.7 da morte celular quando em contato
com peroxido de hidrogénio 2mM, cuja concentragédo ocasiona morte celular (4,3% de
viabilidade celular) (Figura 15 e Figura 16).

Observou-se que tanto para fibroblastos quanto para macrofagos ambos os
extratos apresentaram baixo efeito citoprotetor. Comparativamente entre os dois
extratos, o etandlico apresentou maior atividade citoprotetora para os dois tipos
celulares, apresentando 39% de efeito citoprotetor em fibroblastos e 23% em
macroéfagos, quando na maior concentragao (400ug/mL).
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Figura 15 - Efeito citoprotetor (%) em fibroblastos NIH/3T3. Controle positivo: células + meio de
cultura suplementado com soro fetal bovino 10%, sem tratamento com peroéxido de hidrogénio.
Controle negativo: células + meio de cultura suplementado com soro fetal bovino 10% + peréxido de
hidrogénio 2mM. Os resultados apresentam a média e o desvio padrdo, médias seguidas por letras

Efeito citoprotetorem fibroblastos (%)

diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

100 -
80 4
mmmm Exirato etandlico de Xanthosoma
60 - sagittifolium
Extrato hexanico de Xanthosoma
b sagittifolium
40 4 N
. Controle positivo
20 + I I I = Controle negativo
0
100 400

Concentragao (pgf’mL)

Fonte: Autora, 2023.

Figura 16 - Efeito citoprotetor (%) em macrofagos RAW 264.7. Controle positivo: células + meio de
cultura suplementado com soro fetal bovino 10%, sem tratamento com perdxido de hidrogénio.
Controle negativo: células + meio de cultura suplementado com soro fetal bovino 10% + peroxido de
hidrogénio 2mM. Os resultados apresentam a média e o desvio padrdo, médias seguidas por letras

Efeito citoprotetorem macréfagos (%)

diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4.4.3. Potencial cicatrizante in vitro por ensaio de Scratch

Quando comparado ao extrato hexanico, o extrato etandlico apresentou maior
atividade antioxidante, maior taxa de proliferagdo celular e maior capacidade de
citoprotegcédo, nos testes in vitro. Sendo assim, determinou-se seguir os ensaios
seguintes apenas com o extrato etandlico. Realizou-se entdo o teste de Scratch e
posteriormente os testes in vivo.

No teste de Scratch avaliou-se a taxa de migragédo celular, caracteristica
importante na cicatrizagdo de feridas. Para isso, utilizou-se o extrato etandlico nas
concentragcdes de 200 e 400ug/mL, em fibroblastos NIH/3T3 quando em meio de
cultura acrescido de mitomicina ¢, sendo este um agente inibidor da proliferagéao

celular (Figura 17 e Figura 18).

Figura 17 - Migragéo celular de fibroblastos NIH/3T3. Controle positivo: meio de cultura + células +
mitomicina C. Efeito dos tratamentos com extrato etandlico de Xanthosoma sagittifolium nas
concentragdes de 200 e 400ug/m. Os resultados apresentam a média + desvio padrao e letras
diferentes representam diferenca estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-hoc
de Tukey).

0 horas
: —

8 horas 24 oras _

Meio + Células

200ug/mL

400ug/mL
ote. Autr, 202. ]
Como pode-se observar na Figura 18, a taxa de migragao de fibroblastos foi

maior nas células tratadas com o extrato etandlico de X. sagittifolium, quando

comparadas ao controle. Observa-se que apos 8 horas, as taxas de migragéo dos
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tratamentos diferem estatisticamente do controle, porém nao diferem estatisticamente

entre si.

Figura 18 - Taxa de migragéo dos fibroblastos NIH/3T3, submetidos ao tratamento com extrato
etandlico de Xanthosoma sagittifolium nas concentragées de 200 e 400ug/mL e para o controle: meio
de cultura + células + mitomicina C, nos tempos 8 e 24 horas. Os resultados apresentam a média e o

desvio padrao, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.

Ja apds 24 horas de tratamento, nas células tratadas com o extrato na maior
concentracédo (400ug/mL), observa-se maior taxa de migragdo quando comparado
com a taxa de migracao das células tratadas com o extrato a 200ug/mL, observando

o fechamento da fenda em 98,43% e 86,32%, respectivamente.

4.4.4. Toxicidade dérmica aguda

A avaliagao da toxicidade dérmica aguda pelo uso tépico da pomada a base
do extrato etandlico de Xanthosoma sagittifolium na concentracdo de 10%, em
quantidade equivalente a 10 vezes a dose usual, ndo demonstrou, apdés observagao
pelos 14 dias subsequentes, nenhuma reagao adversa (Tabela 2), seja ela na pele do
camundongo, como irritacdo, edema, prurido e eritema, também nao foram

observados sinais de toxicidade ou alteragbes comportamentais, como tremores,
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diarreia, convulsdes e problemas de locomoc¢ao, quando comparados aos animais do

grupo controle.

Tabela 2 - Estudo de toxicidade de dose Unica (aguda) da pomada contendo extrato etandlico de

Xanthosoma sagittifolium na concentragéo de 10%.

Toxicidade 12h* 24h*
Cianose, ptose, tremor vocal
Diarreia, salivagao, lacrimejamento
Excitabilidade do sistema nervoso
frequéncia respiratéria e cardiaca
Hipnose, convulsdes, ataxia
Irritabilidade, autolimpeza, piloeregao
Locomogao
Miccao, defecacdo e morte
Mudanga no ténus muscular
Ronco e chiado
Tremores, contor¢cdes abdominais

L e i e i
B L LR i

*valores variando de 0 a 4, sendo 4 o valor que representa a normalidade de acordo com o “Guia
para a Conducao de Estudos Nao Clinicos de Toxicologia e Seguranga Farmacoldgica Necessarios
ao Desenvolvimento de Medicamentos”

Fonte: Anvisa, 2013.

4.4.5. Indice de contracao da ferida

A avaliacado da contragao da ferida se deu nos dias 3, 8 e 12, e o indice de
contragao das feridas foi calculado apds determinagéo da area inicial da ferida medido
no dia do procedimento e da area final da ferida em 3, 8 ou 12 dias pés procedimento
(Figura 19 e Figura 20).

Foram avaliados os grupos controle positivo, onde os animais receberam a
pomada comercial sulfadiazina de prata (G1), controle negativo em que os animais
receberam o veiculo da pomada (G2), grupo tratado com pomada na concentragao de
5% (G3) e grupo tratado com pomada na concentragdo de 10% do extrato etandlico
de X. sagittifolium (G4).
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Figura 19 - indice de contragao das feridas (%), nos tempos 0, 3, 8 e 12 dias. Os resultados
apresentam a média e o desvio padrao, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

m Sulfadiazina de prata (G1)

=Veiculo da pomada (G2)

mPomada 5% (G3)
Pomada 10% (G4)

Contracéo da ferida (%)

Tempo (dias)

Fonte: Autora, 2023.

Figura 20 - Cicatrizacao das feridas induzidas em camundongos, nos tempos 0, 3, 8 e 12 dias. G1 -
Grupo controle com pomada sulfadiazina de prata; G2 - Grupo controle com veiculo usado para o
preparo da pomada; G3 - Grupo tratamento pomada 5%; G4 - Grupo tratamento pomada 10%.

Dia 0 Dia 3 Dia 8 Dia 12

Fonte: Autora, 2023.
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Observou-se que apoés 3 dias nado houve diferenca estatistica no indice de
contragdo das feridas quando comparados os animais dos grupos controle e
tratamentos. Apos 8 dias, observou-se que a contracdo das feridas dos animais
tratados com a pomada na concentragéo de 5% foi superior aos demais grupos (44%),
inclusive superior ao controle positivo de sulfadiazina de prata (21%). Para os animais
tratados com a pomada na concentragao de 10%, apos oito dias o indice de contragéo
da ferida foi estatisticamente igual ao valor do controle positivo.

Apos 12 dias os animais que receberam o tratamento com a pomada na
concentracédo de 10% do extrato etandlico de X.sagittifolium, continuou a apresentar
valor estatisticamente igual ao percentual da contragao da ferida dos animais tratados
com a pomada comercial sulfadiazina de prata. E para esse mesmo periodo, a
pomada na concentracido de 5% apresentou indice de contracao da ferida, superior a

todos os demais grupos (88%) inclusive ao controle positivo (74%).

4.4.6. Analises hematoloégicas

As analises hematoldgicas realizadas com o sangue coletado dos animais em
3, 8 e 12 dias, apds a indugdo das feridas, demonstraram que nao houveram
diferencas significativas na quantificagao de leucécitos (Figura 21), hemacias (Figura
22) e plaquetas (Figura 23), quando comparados os animais dos grupos tratados com
o extrato etandlico de X. sagittifolium e os grupos controle, para cada periodo de

tempo.
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Figura 21 - Analise hematoldgica de Leucécitos (mil/ mm?3) do G1 - Os resultados apresentam a média
e o desvio padrdo, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.

Figura 22 - Analise hematoldgica de Hemacias (milhdes/mm?) do G1 - Os resultados apresentam a
média e o desvio padrdo, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.
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Figura 23 - Analise hematoldgica de Plaquetas (mil/mm?3) do G1 - Os resultados apresentam a média
e o desvio padrdo, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.

4.4.7. Analise histolégica
4.4.71. Avaliagao global do tecido

Avaliando a celularidade, ou seja, o numero de células presentes nos
fragmentos coletados das feridas (Figura 24), observou-se que nos dias 3 e 8 pos
ferida, para os animais do grupo que recebeu apenas o veiculo da pomada (G2) a
celularidade foi estatisticamente menor que nos demais grupos. Sendo que no 12° dia
pos ferida, o valor encontrado para este mesmo grupo (G2) foi estatisticamente igual
ao grupo dos animais que recebeu a pomada comercial sulfadiazina de prata (G1) e
superior aos grupos tratados com as pomadas de extrato etandlico de X. sagittifolium
nas concentragdes de 5 e 10% (G3 e G4 respectivamente). No oitavo dia pods ferida,
observou-se aumento da celularidade nos animais tratados com as pomadas tanto na
concentracdo de 5 quanto na concentragdo de 10%, quando comparadas aos
controles, sendo observado maior valor para o grupo que recebeu a pomada na

concentracéo de 5%, onde a celularidade foi de 62% (Figura 25).
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Figura 24 - Celularidade, em porcentagem, nos dias 3, 8 e 12 pés ferida. Os resultados apresentam a
média e o desvio padrdo, médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.

Figura 25 - Fotomicrografias representativas da celularidade aos 8 dias p0s ferida (coloragdo
hematoxilina-eosina). Os resultados apresentam a média e o desvio padrdo, médias seguidas por
letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autora, 2023.

4.4.7.2. Analise de Colageno

Para a quantificagdo das fibras colagenas presentes nos fragmentos de tecido
coletados da area das feridas, utilizou-se o software ImageJ. O processo se da por
meio da diferenciagao das fibras por sua cor, onde tons de verde representam as fibras
de colageno tipo Il e tons de laranja/vermelho representam as fibras de colageno tipo
[, as regides que aparecem em outras cores correspondem a locais em que nenhuma

fibra estava presente (Figura 26 e Figura 27).
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Observa-se que apos 3 dias do inicio do tratamento, o colageno tipo Il esta
predominante em todos os grupos, aparecendo em maior quantidade nos grupos
tratados com a sulfadiazina de prata (G1) 37,4% e no grupo tratado com o veiculo da
pomada (G2) 35,2%. Apds 8 e 12 dias do procedimento, observa-se predominancia
do colageno tipo | em todos os grupos, sendo mais evidente nos grupos tratados com
as pomadas nas concentragdes 5 e 10% de extrato etandlico de X. sagittifolium,
apresentando-se em maior quantidade no 12°dia quando observou-se 44,2% e 40,9%

de fibras colagenas tipo |, respectivamente.

Figura 26 - Histomorfometria do colageno tipo lll e I, em porcentagem, nos dias 3, 8 e 12 pds ferida.
Os resultados apresentam a média e o desvio padréo, médias seguidas por letras diferentes, diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Na Figura 27, tem-se as fotomicrografias mostrando a distribuicao das fibras
colagenas aos 3, 8 e 12 dias pos ferida.

Figura 27 - Fotomicrografia obtida sob microscopia de polarizacdo com coloracdo Picrosirius red, que
mostra a distribui¢do das fibras de colageno tipo | (vermelho) e lll (verde), em 3, 8 e 12 dias. G1 -
Grupo controle com pomada sulfadiazina de prata; G2 - Grupo controle com veiculo usado para o

preparo da pomada; G3 - Grupo tratamento pomada 5%; G4 - Grupo tratamento pomada 10%.
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Fonte: Autora, 2023.

4.4.8. Perfil oxidativo tecidual

Foram determinados dois marcadores do estresse oxidativo, o malondialdeido

(MDA) e o oxido nitrico (NO), além disso foram quantificadas também algumas
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enzimas com agao antioxidante, sendo elas a catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD) e glutationa-S-transferase (GST).

Para todos os marcadores e enzimas avaliados, no tecido integro (dia 0),
retirado para a confecc¢do da ferida, ndo houveram diferengas significativas entre os
animais dos grupos de tratamento ou controles.

Na analise do malondialdeido pode-se observar que durante todo o periodo
do tratamento (3, 8 e 12 dias) os valores encontrados para o controle positivo (animais
tratados com sulfadiazina de prata) e para os tratamentos (pomadas de 5 e 10%)
foram inferiores ao controle negativo (Figura 28). Sendo que em 3 e 8 dias, a
quantidade de malondialdeido quantificada para os grupos de tratamento (pomada 5

e 10%) foram superiores ao controle positivo.

Figura 28 - Concentragéo tecidual de malondialdeido (MDA) (umol/L/mg de proteina) nos tempos 0, 3,
8 e 12 dias. Os resultados apresentam a média e o desvio padréo, médias seguidas por letras
diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.

Para o oxido nitrico, observa-se que nos dias 3 e 8 pos ferida, tanto os
tratamentos (pomadas 5 e 10%) quanto o controle positivo tiveram niveis superiores
ao controle negativo. E os niveis de 6xido nitrico observado nos animais submetidos
aos tratamentos (pomadas 5 e 10%) nesses tempos, foram estatisticamente iguais ou
superiores aos encontrados nos animais do controle positivo (G1). Ja 12 dias pds
ferida, nos animais do controle negativo, os niveis de oxido nitrico foram superiores
guando comparados com os tratamentos (pomadas 5 e 10%) e com o controle positivo
(Figura 29).
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Para as enzimas avaliadas, SOD, CAT E GST, observa-se de maneira geral
que os grupos tratamento e controle positivo, tiveram valores superiores ao grupo de

controle negativo.

Figura 29 - Concentragéo tecidual de 6xido nitrico (NO) (umol/L) nos tempos 0, 3, 8 e 12 dias. Os
resultados apresentam a média e o desvio padrao, médias seguidas por letras diferentes, diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Autora, 2023.

Na Figura 30 tem-se os valores da concentragdo de SOD tecidual, pode-se
observar que apds 3 dias de tratamento, o grupo da pomada na concentragdo de
10% de extrato etandlico de X. sagittifolium (G4) apresentou valor estatisticamente
igual ao controle positivo, enquanto o grupo da pomada na concentragéo de 5%
apresentou valores inferiores ao controle positivo. Aos 8 dias pds ferida, os grupos
que receberam tratamento com as pomadas de 5 e 10% do extrato apresentaram
valores superiores ao controle positivo.

Em relagcédo a concentragcdo de GST (Figura 31), observa-se que no terceiro
dia apos a formacao da lesdo, os animais tratados com a pomada na concentragao
de 10% do extrato de X. sagittifolium apresentaram um nivel elevado de GST (29,9
U/mg de proteina) quando comparado aos controles e aos animais tratados com a
pomada a 5%, que neste mesmo periodo apresentou valor de GST estatisticamente
igual aos animais que receberam apenas o veiculo da pomada. O mesmo padrao foi
observado em 8 e 12 dias, quando os maiores niveis de GST também foram nos

animais que receberam a pomada na concentragao de 10%.
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Figura 30 - Concentragao tecidual de superéxido dismutase (SOD) (U/mg de proteina) nos tempos 0,
3, 8 e 12 dias. Os resultados apresentam a média e o desvio padrdo, médias seguidas por letras
diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 31 - Concentragao tecidual de glutationa S-transferase (GST) (U/mg de proteina) nos tempos
0, 3, 8 e 12 dias. Os resultados apresentam a média e o desvio padrédo, médias seguidas por letras
diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Para os niveis de catalase (CAT), observou-se que nos dias 3, 8 e 12 pos
ferida, os valores quantificados nos animais dos grupos que receberam a sulfadiazina
de prata, a pomada na concentracdo de 5% e a pomada na concentragédo de 10% do
extrato etandlico de X. sagittifolium, foram estatisticamente iguais e superiores aos
niveis encontrados nos animais que receberam apenas o veiculo da pomada (Figura
32).



69

Figura 32 - Concentragao tecidual de catalase (CAT) (U/mg de proteina) nos tempos 0, 3, 8 e 12 dias.
Os resultados apresentam a média e o desvio padréo, médias seguidas por letras diferentes, diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4.4.9. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

O extrato etandlico de X. sagittifolium foi injetado no cromatografo gasoso
acoplado a um espectrdbmetro de massas, sendo esta uma técnica comumente
empregada quando se deseja separar os compostos volateis e semivolateis presentes
em um extrato, determinando assim o numero de componentes presentes, servindo
para esclarecer a identidade dos compostos e além disso, € capaz de indicar a
presenca de impurezas na amostra.

O resultado apresentado para os componentes do extrato etandlico identificados
pela técnica pode ser observado na FIGURA 33. Avaliando o cromatograma obtido
pode-se observar a presenca dos compostos: Undecano, (4H)-Benzofuranona, 2-
Hexadecen-1-ol, 2-Pentadecanona, Pentadecanal, Acido hexadecandico (acido
palmitico), Acido 9,12,15-octadecatriendico (acido linoléico), Citronelol, Ciclohexanol,
5-metil-2-(1-metiletil), Acido octadecandico (acido estearico), z-7-Hexadecenal, Z,Z-

8,10-Hexadecadieno-1-ol, z, z, z-7,10,13-Hexadecatrienal.
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Figura 33 - Cromatograma do extrato etandlico de Xanthosoma sagittifolium mostrando os principais
compostos observados: (1) Undecano, (2) (4H)-Benzofuranona, (3) 2-Hexadecen-1-ol (4) 2-
Pentadecanona, (5) Pentadecanal, (6) Acido hexadecanoico, (7) Acido 9,12,15-octadecatriendico, (8)
Citronelol (9) Ciclohexanol, 5-metil-2-(1-metiletil), (10) Acido octadecandico, (11) z-7-Hexadecenal,
(12) Z,2-8,10-Hexadecadieno-1-ol, (13) z, z, z-7,10,13-Hexadecatrienal.
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5. DISCUSSAO

A pele é tida como uma barreira de protecdo notavelmente eficaz contra
agentes externos e, consequentemente, infec¢des bacterianas (SORG et.al, 2017).
Formada por trés camadas, denominadas epiderme, derme e hipoderme, a pele
dificulta a saida de agua do organismo e, por consequéncia, a entrada de micro-
organismos e outras substancias indesejadas (REINKE & SORG, 2012; MELLO,
2020)

No tocante as infeccbes bacterianas na pele, sabe-se que estas ocorrem
quando os microrganismos acessam as camadas interiores do tecido por meio de
qgueimaduras, feridas ou disfungdes de pele preexistentes. Embora muitas bactérias
entrem em contato ou mesmo sejam naturais da pele, estas normalmente nao
possuem potencial para desencadear infecgdes sem que haja rompimento das
camadas epiteliais (da SILVA, et. al., 2023; TEIXEIRA, 2021; MENEZES, 2021)

Durante o processo de cicatrizagdo de uma ferida, € comum a presencga de
bactérias no local da lesdo, sendo frequentemente encontradas as do género
Staphylococcus e Streptococcus, influenciando, por consequéncia, a velocidade de
cicatrizagcdo da pele, uma vez que estes microrganismos podem atuar como barreira
fisica, dificultando a deposi¢cdo do colageno e a construgao do tecido de granulagao
(FORMENTON; RIBEIRO; BARSOTT, 2020)

Além disso, quando assumem papel infeccioso estas bactérias podem tornar
a inflamacgao exacerbada, prolongando a fase inicial do processo cicatricial, gerando
retardo no desenvolvimento da cicatrizagcdo como um todo (HALLORAN & SLAVIN,
2002; KNOTTENBELT, 2003; OLIVEIRA e DIAS, 2012)

Dessa forma, observa-se que compostos com atividade antibacteriana
contribuem, ndo de forma a acelerar o processo de cicatrizagdo, mas atuam
impedindo que o retardo das etapas cicatriciais ocorra.

Quando avalia-se especificamente a atividade antibacteriana do extrato
etandlico de Xanthosoma sagittifolium, nota-se atividade satisfatéria, com CIM
(concentragao inibitéria minima) menor ou igual a 0,625 contra 5 das 6 cepas de
bactérias gram positivas do género Staphylococcus testadas. O que foi igualmente
observado no trabalho de Aovi, Irin e Islam (2018), em que avaliaram o potencial
antibacteriano do extrato etandlico das folhas de X. sagittifolium e obtiveram atividade

antibacteriana moderada frete a algumas cepas de bactérias do género Staphylococcs
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testadas. Ja no trabalho de Balbino (2019), avaliando a atividade antibacteriana do
extrato etandlico de X. sagittifolium frente a cepas de bactérias do género
Staphylococcus n&o observou-se potencial antibacteriano.

Para as demais bactérias, em sua maioria gram negativas, n&o foi possivel
observar atividade relevante. Tal fato pode ser justificado uma vez que estas sao mais
resistentes a entrada de substancias no interior da célula por possuirem a parede
celular mais complexa (IMAI et. al., 2019). Ademais, a identificagcdo de extratos
vegetais que possuam potencial antibacteriano torna-se atraente no ambito de
pesquisas cientificas que tem por objetivo o tratamento de feridas cutaneas, visto que
surgem como alternativa aos medicamentos tradicionalmente empregados para este
fim (ZHANG et al., 2021).

Além do potencial antibacteriano, foi também estudado o potencial anti-
inflamatorio do extrato de X. sagittifolium, interessante para o desenvolvimento de um
medicamento que tenha como alvo a cicatrizagdo uma vez que € importante que as
etapas do processo cicatricial (inflamatodria, proliferagcdo e remodelagao) ocorram no
tempo certo, e em individuos com uma fase inflamatdria extensa observa-se danos a
reparagao do tecido e como consequéncia prejuizo a qualidade de vida (OLIVEIRA e
DIAS, 2012). Nestes casos em que se observa inflamagéao prolongada avalia-se 0 uso
de anti-inflamatérios, para o controle dessa inflamagao (AQUINO et.al, 2021).

Em condicdes cicatriciais normais, apds o processo de hemostasia, tem-se a
fase inflamatéria, onde € possivel observa a migragao de neutréfilos e mondécitos ao
local da ferida, que estimulam a liberagcado de fatores de crescimento, quimiocinas,
citocinas, e moléculas pré inflamatérias como o 6xido nitrico (PRISTO, 2012). A
expressao de oxido nitrico em uma condicao inflamatdria normal é benéfica, uma vez
que a molécula atua inibindo o crescimento de patégenos, aumentando a
vasodilatagcdo e modulando a resposta inflamatoria, porém em excesso ele se torna
toxico as células (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

Dessa forma, em caso de uma resposta inflamatéria exacerbada ou
prolongada observa-se uma produgdo aumentada de moléculas pré inflamatorias,
como € o caso do oxido nitrico, comprometendo a qualidade da cicatrizacao e
deixando o individuo vulneravel a possiveis complicagdes (KNOTTENBELT, 2003;
OLIVEIRA e DIAS, 2012). Sendo assim, um composto com o potencial de suprimir a

super expressao de oxido nitrico, se faz interessante, principalmente se tratando de
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um composto natural por terem em sua maioria, menores efeitos colaterais quando
comparados as alopatias convencionais (AQUINO et. al, 2012).

Além disso, outro teste utilizado para avaliar o potencial anti-inflamatério dos
extratos de X. sagittifolium foi o estudo da inibicdo da desnaturacdo de proteina.
Embora o mecanismo que relaciona o processo inflamatério a desnaturagdo das
proteinas nao seja completamente elucidado, sugere-se que durante a inflamacéao os
mediadores inflamatdrios possam induzir a liberagéo de proteases que vao promover
a quebra da molécula tornando-as disfuncionais (GONZAL et al, 2020; GAMBOA,
2023). Alem disso, tem-se que uma das consequéncias do processo inflamatoério € o
aumento de temperatura local. Este aumento pode causar a desnaturacdo de
proteinas e quando isso ocorre, ao perderem sua conformagao, perdem também sua
funcionalidade (TORTORA & DERRICKSON, 2018; REGO, 2012). Para o teste,
utilizou-se a albumina, proteina que desnatura na presenca de altas temperaturas
(LEELAPRAKASH e DASS, 2011). Logo, o extrato vegetal que consegue inibir a
desnaturagao da albumina, em temperatura elevada, pode ser considerado como que
possua efeito anti-inflamatério (REGO, 2012). Como exemplo temos o acido
acetilsalicilico, medicamento comercial amplamente utilizado, que sabidamente
possui a capacidade de inibir a desnaturacéo de proteinas (GAMBOA, 2023).

Avaliando a atividade anti-inflamatéria dos extratos de X, sagittifolium
baseada na inibicdo da desnaturacdo de proteinas, observou-se que para ambos 0s
extratos, mesmo na maior concentragao testada, a porcentagem de inibi¢gao foi inferior
ao controle utilizado (Diclofenaco de sodio). O extrato etandlico apresentou baixo
potencial inibitério para todas as concentracdes testadas, sendo que com 2,5 e
5,0mg/mL atingiu o platd de 19,5% de inibicdo, j& o extrato hexanico apresentou
atividade inibitéria moderada da desnaturagao proteica, uma vez que ao atingir o platd
com 2,5mg/mL observou-se 56,5% de inibicdo. Assim como no teste da inibicdo da
desnaturagao proteica, no teste da quantificagdo do NO produzido por macrofagos
RAW 264.7 induzidos por LPS, o extrato hexanico apresentou maior potencial anti-
inflamatério em relagdo ao extrato etandlico, para todas as concentracdes testadas,
proporcionando 71,4% de inibicdo da producédo de oxido nitrico na concentragao de
400 pg/mL, enquanto o extrato etandlico, na mesma concentragao, reduziu em 60,4%
a produgéao de oxido nitrico pelas células. Ja o controle (dexametasona 200 pug/mL)
reduziu em 85% a producgdo do oxido nitrico. Embora sejam estatisticamente menos

eficientes que o controle na inibicdo da producédo do 6xido nitrico, ambos extratos
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apresentaram atividade anti inflamatéria moderada, por meio da inibicao da produgao
de o6xido nitrico. Noor e colaboradores (2015) avaliaram a atividade anti-inflamatéria
do extrato metandlico de X. sagittifolium pelo teste do edema de pata em ratos Wistar
e observaram potencial atividade anti-inflamatéria do extrato. Hossain e colaboradores
(2017) também obtiveram resultados positivos ao avaliarem a atividade anti-
inflamatdria do extrato metabdlico de X. sagittifolium pelo teste do edema de pata em
ratos Wistar. Tais achados corroboram com os dados obtidos para os extratos
hexanico e etandlico de X. sagittifolium.

Outro ponto avaliado foi a atividade antioxidante dos extratos, uma vez que a
expressao de radicais livres e as reag¢des oxidativas estdo envolvidas em todas as
etapas da cicatrizacao de feridas, os radicais livres formados tem efeitos fisioldégicos
benéficos, no entanto, quando seus niveis se tornam elevados, ocorrem danos as
células e tecidos proximos a ferida (CANO SANCHEZ et. al., 2018; JORGE e
RAMALHO, 2006). Durante o processo de cicatrizacdo, de maneira geral e
principalmente durante a fase inicial chamada de inflamagao, observa-se a ocorréncia
de um aumento na taxa de respiracao celular, e consequentemente observa-se
aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (WATSON et al.
2016). A producao excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou a
incapacidade de controlar a quantidade de EROs dispersas no tecido, resulta em
inflamagdo acelerada e acentuada, repercutindo em dano celular induzido por
estresse oxidativo, que € uma das principais causas do retardo na cicatrizagao de
feridas, podendo provocar danos extensivos ao tecido (JING et. al., 2015; ROESLER
et.al.,2007). Dessa forma, estudos de compostos com a capacidade de eliminagao de
EROs e com potencial antioxidante aparentam ser uma estratégia importante para a
cicatrizagcéo das feridas (CHANIAD et al., 2020).

Avaliando a atividade antioxidante dos extratos testados in vitro, com base na
capacidade de reduzir e consequentemente eliminar o radical DPPH, observa-se que
o extrato hexanico apresentou baixa capacidade de eliminagado de radicais DPPH,
quando comparado aos padrdes e ao extrato etandlico, para todas as concentracdes
testadas, atingindo apenas 25,3% de eliminagdo na maior concentragao testada (200
pMg/mL). Ja o extrato etandlico, demonstrou possuir significativa atividade antioxidante
in vitro, sendo estatisticamente igual ou superior a pelo menos um dos padrdes
testados, para todas as concentragdes avaliadas, na menor concentragao, 25 ug/mL

foi capaz de eliminar 33,2% dos radicais DPPH, chegando a eliminar 90,3% dos
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radicais DPPH na maior concentragdo testada (200 pg/mL). Alguns trabalhos
anteriores corroboram com os resultados obtidos quanto ao potencial antioxidante dos
extratos hexanico e etandlico de X. sagittifolium. No trabalho de Nishanthinii e Mohan
(2012) avaliando o potencial antioxidante in vifro do extrato metandlico de X.
sagittifolium observou-se atividade antioxidante satisfatoria por meio do teste da
capacidade de eliminagao do radical DPPH. Da mesma forma, Araujo e colaboradores
(2019), observaram alta atividade antioxidante do extrato metandlico de folhas de X.
sagittifolium tanto pelo teste de eliminagdo do radical DPPH quanto pelo teste de
captura do radical ABTS.

Para a avaliagao do potencial cicatrizante dos extratos inicialmente realizou-
se testes in vitro para posteriormente realizar-se a escolha do melhor extrato para os
testes in vivo. Nos testes in vitro, para avaliacao da capacidade cicatrizante, foram
determinadas a viabilidade celular das células apds contato com o extrato, a
capacidade citoprotetora desse extrato quando as células entravam em contato com
agente em concentracao toxica (H202) e a capacidade migratéria das células quando
em contato com o extrato, na presenca de mitomicina C.

Para a determinagéo da viabilidade celular utilizou-se o ensaio de MTT, cujo
principio é baseado na atividade metabdlica celular, uma vez que as células viaveis
metabolizam o composto MTT de cor amarela convertendo-o em formazan um
composto azul/arroxeado. Dessa forma, por meio da leitura de absorbancia é possivel
determinar se o0 extrato nas concentragdes testadas tem carater citotdoxico ou nao
(NEPOMUCENO et al., 2021; FRACHINI et al., 2021).

Foi avaliada a viabilidade de dois tipos celulares apos contato com os extratos
etandlico e hexanico de X. sagittifolium, os fibroblastos NIH/3T3 e macréfagos RAW
264.7. Ambos tipos celulares apresentam papel importante durante o processo
cicatricial (MEDEIROS e DANTAS-FILHO, 2017). Os fibroblastos tem por principal
fungéo a sintese de componentes da matriz extracelular, afim de manter a integridade
do tecido conjuntivo pela promog¢ao da reepitelizagédo, podendo destacar a promogao
da produgao de colageno, elastina, glicosaminoglicanas e proteases (KARAMANOS,
et al., 2019; COENTRO et al., 2018; THEOCHARIS et al., 2016). Os macréfagos
participam do processo de cicatrizagdo, removendo, por meio da fagocitose, corpos
estranhos que estejam na ferida. Além de secretarem proteases, estimularem o

recrutamento e ativagado celular, a produgdo de citocinas, a sintese da matriz
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extracelular pelo estimulo da formacéao de fibroblastos, a angiogénese e a sintese de
colageno (MEDEIROS e DANTAS-FILHO, 2017; KIM et al., 2019).

No ensaio com o MTT, avaliando a viabilidade celular apds contato com os
extratos etandlico e hexanico de X. sagittifolium, observou-se que os extratos nao
possuem carater citotoxico em nenhuma das concentragdes testadas para nenhum
dos dois tipos celulares avaliados. Foi possivel observar inclusive, que para as
concentragbes testadas, os extratos auxiliaram na proliferacdo celular, quando
comparado ao controle positivo, sendo observada uma maior taxa de proliferacdo
celular quando utilizado o extrato etandlico de Xanthosoma sagittifolium, para os dois
tipos celulares avaliados. Em fibroblastos, quando na maior concentragao (400ug/mL),
o extrato etandlico apresentou 162% de viabilidade celular. E em macréfagos, na
mesma concentragdo (400ug/mL) a taxa de viabilidade celular foi de 147% para o
tratamento com extrato etandlico. Ja para o extrato hexanico observou-se 118,3% de
viabilidade em fibroblastos e 123% de viabilidade em macréfagos na concentragéao de
400 pg/mL.

Embora ndo apresentem carater citotdxico e tenham estimulado a proliferacao
celular, os extratos etandlico e hexanico de X. sagittifolium apresentaram baixo efeito
citoprotetor. Sendo o extrato etandlico o que apresentou maior atividade citoprotetora,
entre os dois testados, para ambos os tipos celulares, apresentando uma pequena
taxa de 39% de efeito protetor quando testado em fibroblastos e 23% em macréfagos,
quando na maior concentragdo (400 ug/mL). J& o extrato hexanico demonstrou
apenas 25,6% de protegdo para os fibroblastos e 15,7% para os macrofagos, na
concentragao de 400 pg/mL.

Para avaliar a capacidade migratéria das células in vitro foi utilizado o teste
de Scratch, neste ponto, apds os resultados obtidos anteriormente, foi possivel
escolher um unico extrato para dar prosseguimento ao experimento, sendo este o
extrato etandlico de X. sagittifolium, uma vez que este se mostrou mais promissor para
0 uso no tratamento de feridas quando comparado ao extrato hexanico, baseado
principalmente no teste de viabilidade celular e citoprotetor.

O teste de Scratch se baseia na confecgao de uma fenda na placa com os
fibroblastos e juntamente ao extrato etandlico de X. sagittifolium, adiciona-se a
mitomicina C, um agente alquilante que atua inibindo da sintese de DNA dependente
do RNA, inibe a sintese proteica em células de crescimento rapido e inibe a

proliferacédo fibroblastica (SANTOS et al., 2006). Dessa forma foi possivel avaliar
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realmente a taxa de migragao celular e ndo mais a taxa de proliferagdo, uma vez que
a migracao da célula para a area da ferida se faz de extrema importante em um
processo de cicatrizacdo sendo importante que se avalie o potencial do extrato em
potencializar a capacidade migratéria ou n&o.

Como resultado, observou-se que nas células tratadas com o extrato etandlico
de X. sagittifolium tanto na concentragao de 200ug/mL quanto de 400ug/mL a taxa de
migracao dos fibroblastos foi superior a taxa observada nas células controle. Apds 24
horas de tratamento nas células tratadas com o extrato mais concentrado (400ug/mL),
observa-se maior taxa de migracdo sendo esta de 98,43%, contra os 59,4%
observado no controle positivo, no mesmo tempo, demonstrando que o extrato
estimulou a migracao dos fibroblastos.

Apos os testes in vitro, observou-se que o extrato etandlico de X. sagittifolium
apresentava promissor potencial cicatrizante, prosseguindo, portanto, para os testes
in vivo.

No experimento com os animais, avaliando os 4 grupos experimentais, sendo
eles um grupo controle com pomada Sulfadiazina de Prata (G1), um grupo controle
tratado com o veiculo da pomada (G2), um grupo tratado com pomada com extrato
etandlico de X. sagittifolium na concentragdo de 5% (G3) e um grupo tratado com
pomada com extrato etandlico de X. sagittifolium na concentragcdo de 10% (G4),
determinou-se a taxa de contracdo das feridas e foi possivel observar que os
tratamentos com as pomadas nas concentragdes de 5 e 10%, G3 e G4
respectivamente, apresentaram melhor resultado quando comparados aos controles,
G1 e G2, sendo que ao final dos 12 dias a pomada na concentragao de 5% (G3)
apresentou indice de contragdo da ferida, superior a todos os demais grupos (88%)
inclusive ao controle positivo (G1) (74%).

Quando se avalia o percentual das fibras colagenas tipo Il e tipo I, presentes
no tecido cicatricial com o passar dos dias, observa-se maior percentual de fibras
colagenas tipo |, nos animais tratados com as pomadas nas concentragdes de 5 e
10% do extrato de X. sagittifolium (G3 e G4, respectivamente), quando comparadas
aos grupos controle (G1 e G2). A partir do oitavo dia apds a ferida ja € possivel
observar essa diferenga na composi¢éo das fibras colagenas quando comparados os
tratamentos com as pomadas e os grupos controle. Para os animais do grupo controle
que recebeu apenas o veiculo da pomada (G2), durante todo o periodo dos 12 dias

avaliados, observou-se predominéncia do colageno tipo Ill. J& para os animais
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tratados com a sulfadiazina de prata (G1), observou-se a mesma tendéncia dos
animais tratados com as pomadas de 5 e 10%, G3 e G4 respectivamente, onde a partir
do oitavo dia, observou-se predominancia das fibras colagenas tipo |, porém tanto
apos 8 dias quanto apos 12 dias, a porcentagem de fibras tipo | para esse grupo (G1),
foi menor se comparado aos animais tratados com as pomadas de 5 e 10% (G3 e G4,
respectivamente). Exemplo disso € que ap6s 12 dias, observa-se 33% de colageno
tipo | para os animais tratados com a sulfadiazina de prata (G1), e para os animais
tratados com as pomadas de 5 e 10% (G3 e G4, respectivamente), observa-se 44,3 e
40,8% respectivamente.

No que diz respeito a celularidade, 3 dias apds a ferida observou-se maior
quantidade de células no tecido cicatricial dos animais tratados com as pomadas 5 e
10% (G3 e G4, respectivamente) e dos tratados com sulfadiazina de prata (G1)
quando comparados aos animais tratados apenas com o veiculo da pomada (G2). No
oitavo dia observou-se aumento no numero de células para todos os grupos, periodo
gue coincide com a etapa de proliferagao do processo cicatricial, sendo que o aumento
foi maior nos animais tratados com as pomadas de 5 e 10% (G3 e G4,
respectivamente). Aos 12 dias, observou-se leve redu¢cdo no numero de células no
tecido cicatricial dos animais tratados com as pomadas 5 e 10% (G3 e G4,
respectivamente), demonstrando reducao da etapa proliferativa.

Além disso, avaliou-se também o potencial antioxidante do extrato etandlico
de X. sagittifolium in vivo, em duas concentragdes (5 e 10%), por meio da
determinagdo da concentracdo dos marcadores para estresse oxidativo,
malondialdeido (MDA) e 6xido nitrico (NO) e foi avaliado os sistemas antioxidantes
enzimaticos pela quantificacdo de enzimas antioxidantes catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST).

O malondialdeido (MDA), consiste em um marcador de estresse oxidativo, é
produto da interagao entre as espécies reativas de oxigénio (EROs) com os lipideos,
pela remogao de um atomo de hidrogénio, resultando em peroxidagao lipidica em
acidos graxos poli-insaturados desencadeando a liberagao de radical lipoperoxil que
leva a formagao de malondialdeido no tecido (PERESTRELO, 2018). Dessa forma, ao
quantificar MDA e observar que houve redugao de seus niveis quando em contato
com algum composto, pode-se concluir que o mesmo apresenta potencial
antioxidante. Avaliando os resultados obtidos pela quantificagcdo de MDA, observa-se

gue em ambas concentragdes, 5 e 10% de extrato etandlico de X. sagittifolium (G3 e
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G4, respectivamente), e para todos os tempos avaliados, a quantidade de MDA foi
inferior ao observado nos animais tratados apenas com o veiculo da pomada (G2).

Quantificou-se também o oxido nitrico tecidual (NO), um potente ativador do
fator vasodilatador e responsavel pela angiogénese no tecido. Além disso, atua
inibindo a ocorréncia de peroxidacao lipidica, tendo dessa forma tem relagao direta
com a sintese do malondialdeido e sua presenca inibe a formacédo do MDA, atuando
como um antioxidante (HUMMEL et al, 2006). Pelo uso das pomadas observou-se nos
animais que receberam as pomadas a base de extrato etandlico de X. sagittifolium
(G3 e G4, respectivamente), aos 3 e 8 dias pds ferida, apresentaram valores da
concentragao de Oxido nitrico superiores aos animais que receberam apenas o veiculo
da pomada (G2), demonstrando por meio da expressdo do oxido nitrico, potencial
antioxidante.

Continuando o estudo do perfil do estresse oxidativo, avaliou-se também a
concentracdo das enzimas antioxidantes Superdoxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e Glutationa-S-transferase (GST), essas enzimas apresentam oxidativo por
meio do controle da concentragdo de espécies reativas de oxigénio no tecido
(DEPHILLIPO et al., 2018; IRBER, 2023). Atuando na defesa antioxidante evitando o
acumulo de radicais livres no tecido. Dessa forma, quanto maior for a concentragao
dessas enzimas no tecido, maior controle do estresse oxidativo (MOGHADAMTOUSI
et al., 2015; YADAV et al., 2017; da COSTA et al., 2020). Sendo assim, compostos
que estimulam a expressdo dessas enzimas, sao considerados compostos
antioxidantes. Dessa forma, avaliando os resultados obtidos pela quantificacdo das
enzimas SOD, GST e CAT, observa-se que em ambas concentragdes, 5 e 10% de
extrato etandlico de X. sagittifolium (G3 e G4, respectivamente), e para todos os
tempos avaliados, a quantidade delas foi superior ao observado nos animais tratados
apenas com o veiculo da pomada (G2), demonstrando mais uma vez, o potencial
antioxidante do extrato.

Como pode ser observado no cromatograma, os principais compostos presentes
no extrato sdo acido graxos, dentre eles acido linoléico, palmitico e estearico, alcoois
e cetonas de cadeia longa. De acordo com Hatanaka & Curi 2007, desde o inicio da
década de 70 os acidos graxos tém sido estudados na resposta imune, pois interferem
em diversos passos do processo inflamatério como contragéo vascular, quimiotaxia,

adesao, diapedese, ativagao e morte celular.
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Cardoso et al. (2004), avaliaram a influéncia da administragao topica dos acidos
a-linolénico (n-3), linoléico (n-6) e oléico (n-9) no processo de cicatrizagao de feridas
em ratos. Esses autores observaram o tratamento topico dos animais com acidos
oléico e linoléico reduziram significativa da area do ferimento ja no quinto dia do
tratamento e inibiram a produgéo de 6xido nitrico local, nas primeiras 48 horas pos-
cirurgica.

Silva (2019), observou que o acido graxo linoleico (LA, 18:2 'omega'-6), induziu
0 aumento no numero de novos vasos sanguineos na pele, favorecendo a
cicatrizacdo, em ratos, e encontrou evidéncias de que tal efeito parece estar envolvido
com a via de sinalizacdo de VEGF/HIF.

Capella (2015), estudou a agao cicatrizante do extrato oleoso de urucum, em
feridas de ratos Wistar, e observou influencia do extrato principalmente na fase inicial
Nno processo cicatricial e na remodelacao tecidual. O 6leo de urucum dispde em sua
composigao dos acidos graxos: linoléico, palmitico, oléico e estearico.

No Brasil, os povos ancestrais ja usavam e ainda continuam usando oOleos de
copaiba (Copaifera langsdorffi) uma planta nativa da Amazonia para efeito
cicatrizante, essa planta e que apresenta na sua composi¢ao quimica 35,3% de acido
oléico, 35,7 % de acido linoléico, 24,9 % de acido palmitico e 1,1% do acido
araquidinico (Veiga Junior & Pinto, 2002).
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6. CONCLUSAO

A pomada preparada na concentracdo de 5% de extrato etandlico de X.
sagittifolium assegura propriedades cicatrizante, antibacteriana, antioxidante e anti-
inflamatéria de acordo com os resultados dos testes in vitro e in vivo realizados. Sendo
um produto promissor para atuar na modulagdo do processo cicatricial uma vez que
promove um reparo cutaneo mais rapido.

Diante das concentracdes testadas, sendo 5% e 10%, os resultados foram
satisfatorios em ambos os casos, sendo que a atividade cicatricial da pomada com
concentragao de 5% demonstrou melhor efeito ao que se propds. Por meios dos testes
in vitro de proliferacao e migracao celular, foi possivel observar que o extrato etandlico
foi responsavel por uma maior taxa de proliferagdo e migragao de fibroblastos, o que
foi corroborado pelos resultados obtidos nos ensaios in vivo, em que a pomada a base
de extrato etandlico de X. sagittifolium 5% auxiliou na contragao da ferida, no aumento
da celularidade do tecido lesionado, quando comparados aos controles. Além disso,
observou-se maior quantidade de fibras colagenas do tipo | em menor espaco de
tempo nos animais tratados com a pomada na concentragao de 5%.

Além do efeito na modulacdo do reparo tecidual, o extrato etandlico de X.
sagittifolium demonstrou possuir atividade antibacteriana frente a bactérias gram
positivas, atividade anti-inflamatoéria moderada e atividade antioxidante importante.

As analises hematologicas ndo demonstraram diferengas estatisticas
significativas para os tratamentos utilizados, dessa forma n&o foram utilizados para

avaliar a atividade cicatrizante do extrato.
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ANEXO A - Certificado CEUA - UFV

CERTIFICADO

A Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o processo n°
05/2021, intitulado “Atividade antibacteriana e cicatrizante de extratos de plantas de uso
doméstico in vifro e em feridas cutineas induzidas em ratos”, coordenado pela professora
Virginia Ramos Pizziolo do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, esta de acordo
com a Legislacdo vigente (Ler N® 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolucdes
Normativas editadas pelo CONCEA/MCTIC, a DBA (Diretriz Brasileira de Pratica para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica
de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTIC, portanto sendo aprovado por esta
Comissdo em 07/04/2021, com validade de 2 anos.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number 05/2021,
named “Antibacterial and healing activity of plant extracts for domestic use in vitro and
in skin wounds induced in rats”, is in agreement with the a actual Brazilian legislation ( Le1
N° 11.794, 2008, Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTIC, the DBCA (Brazilian
Practice Guideline for the Care and Use of Amimals for Scientific and the Guidelines of
Practice the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by the
Committee on April 07, 2021 valid for 2 years.
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Prof. "Mariella Bontempo Duca de Freitas

Coordenadora
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ANEXO B - Processo de depédsito de pedido de patente

' Lﬁi‘:’é ::-L"".O 870240008247
‘ DA PROPRIEDADE 30/01/2024 16:15
TR |
29409162313915260

Pedido nacional de Inven¢&o, Modelo de Utilidade, Certificado de Adic&o de Invengéo e entrada na fase
nacional do PCT

Namero do Processo: BR 10 2024 001932 6
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