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RESUMO

PURGATO, Gislaine Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2023. Avaliagao dos extratos e da pomada de folhas de Heteropterys brasiliensis
para a atividade cicatrizante: um estudo in vitro e in vivo. Orientadora: Marisa
Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Mariaurea Matias Sarandy Souza, Reggiani
Vilela Gongalves e Gaspar Diaz Muhoz.

O territério brasileiro apresenta a maior biodiversidade do planeta, porém pouco desse
arsenal de plantas €& devidamente estudado quanto as suas propriedades
farmacoldgicas. Nativa da Mata Atlantica e com risco de extingdo, Heteropterys
brasiliensis € uma planta utilizada pela medicina tradicional e que nao apresenta
relatos cientificos que comprove seu potencial farmacologico. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial cicatrizante de extratos vegetais de H. brasiliensis, in
vitro e in vivo, assim como atividades farmacoldgicas relacionadas a uma melhor
cicatrizacao: atividade antibacteriana, anti-inflamatéria e antioxidante. Os extratos
hexanico e etandlico tiveram sua atividade antibacteriana avaliada pelo teste de
concentragédo inibitéria minima (CIM) contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas. A atividade anti-inflamatéria foi avaliada in vitro pela capacidade de inibir a
desnaturacédo de proteinas e pela produgdo de Oxido nitrico induzido por
lipopolissacarideo (LPS) em macréfagos. O potencial cicatrizante foi avaliado in vitro,
pela proliferagdo, citoprotegdo e migragao de fibroblastos NIH/3T3 e macréfago RAW
264.7. Pomadas foram formuladas com o extrato etandlico nas concentragdes de 5 e
10% (m/m). Seu potencial cicatrizante foi entdo, avaliados in vivo quanto ao indice de
contragao da ferida, avaliagao histolégica e parametros bioquimicos e hematolégicos.
Além disso, foi determinado a atividade antioxidante tecidual através das enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e
marcadores como, oOxido nitrico (NO) e malondialdeido (MDA). Os resultados
demostraram que os extratos de H. brasiliensis apresentaram atividade
antibacteriana, principalmente para bactérias gram-positivas. O extrato hexanico
demonstrou um maior potencial anti-inflamatério, in vitro. Os extratos foram eficazes
de promover a proliferacdo celular e migracdo celular, tendo o extrato etandlico
apresentado os melhores resultados nos testes in vitro. No experimento in vivo, as

pomadas foram eficientes em promover a contracao da ferida, aumentar a proliferacao



celular e neovascularizagao, bem como reduzir a resposta inflamatéria e o estresse
oxidativo. Em conclusao, as pomadas formuladas com o extrato de H. brasiliensis foi
eficiente no controle do processo inflamatério, oxidativo e atuou na promocédo do

fechamento rapido e eficaz das feridas induzidas em camundongos.

Palavras-chave: Malpighiaceae. Antioxidante. Ferida. Proliferagdo. Fibroblasto.



ABSTRACT

PURGATO, Gislaine Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2023. Evaluation of Heteropterys brasiliensis leaf extracts and ointment for
healing activity: an in vitro and in vivo study. Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz.
Co-advisers: Mariaurea Matias Sarandy Souza, Reggiani Vilela Gongalves and
Gaspar Diaz Mufoz.

The Brazilian territory has the greatest biodiversity on the planet, but little of this
arsenal of plants is properly studied in terms of their pharmacological properties. Native
to the Atlantic Forest and at risk of extinction, Heteropterys brasiliensis is a plant used
by traditional medicine and that does not present scientific reports that prove its
pharmacological potential. The objective of this work was to evaluate the healing
potential of plant extracts H. brasiliensis, in vitro and in vivo, as well as pharmacological
activities related to better healing: antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant
activity. The hexane and ethanolic extracts had their antibacterial activity evaluated by
the minimum inhibitory concentration (MIC) test against gram-positive and gram-
negative bacteria. The anti-inflammatory activity was evaluated in vitro by the ability to
inhibit protein denaturation and by the production of nitric oxide induced by
lipopolysaccharide (LPS) in macrophages. The healing potential was evaluated in vitro,
by the proliferation, cytoprotection and migration of fibroblasts NIH/3T3 and
macrophage RAW 264.7. Ointments were formulated with the ethanolic extract at
concentrations of 5 and 10% (w/w). Its healing potential was then evaluated in vivo
regarding the wound contraction index, histological evaluation and biochemical and
hematological parameters. In addition, tissue antioxidant activity was evaluated using
the enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione S-transferase
(GST) and markers such as nitric oxide (NO) and malondialdehyde (MDA). The results
showed that H. brasiliensis extracts showed antibacterial activity, mainly against gram-
positive bacteria. The hexane extract showed a greater anti-inflammatory potential in
vitro. The extracts were effective in promoting cell proliferation and cell migration, with
the ethanolic extract having the best results in in vitro tests. In the in vivo experiment,
the ointments were efficient in promoting wound contraction, increasing cell
proliferation and neovascularization, as well as reducing the inflammatory response

and oxidative stress. In conclusion, the ointments formulated with the extract of H.



brasiliensis were efficient in controlling the inflammatory and oxidative process and

acted in promoting the fast and effective closure of the wound.

Keywords: Malpighiaceae. Antioxidant. Wound. Proliferation. Fibroblast.
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1. INTRODUGAO

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades do mundo, devido sua
grande extensao territorial e os diferentes habitats nos quais as plantas tiveram que
se adaptar ao longo de sua evolugdo. Esse arsenal de espécies vegetais torna o pais
com o maior potencial para descobertas de novos farmacos (DUTRA et al., 2016).
Apesar da flora brasileira possuir uma extraordinaria diversidade quimica, dificiimente
encontramos na literatura espécies vegetais brasileiras exaustivamente estudadas e
que tenham tido seu potencial devidamente avaliado, por meio de ensaios
farmacolégicos (VALLI et al., 2018).

A biodiversidade brasileira é distribuida em seis biomas terrestres (Floresta
Amazobnica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Pampas) possuindo uma
area territorial total de 8.511.996 km2. Sendo que, a Mata Atlantica € um bioma que
apresenta uma perda acelerada de diversidade bioldgica causada pela agricultura,
pecuaria e urbanizacéo. Essa area € considerada hotspot de biodiversidade e contém
varias espécies ameacadas de extincdo em um futuro proximo. A perda de espécies
endémicas desse ambiente acarretaria privagdo do conhecimento biolégico e das
atividades farmacolégicas a elas associadas, visto que, apenas 0,5% das
aproximadamente 300.000 espécies de plantas da regiao sao catalogadas (VALLI et
al., 2018). O conjunto desses fatores revela a necessidade de se pesquisar o potencial
farmacoloégico das espécies vegetais brasileiras da Mata Atlantica, e assim
transformar as plantas em produtos de valor comercial (BRANDAO et al., 2008).

Dentre a infinidade de plantas endémicas no hotspot mundial que é Mata
Atlantica, se encontra Heteropterys brasiliensis (Figura 1). A espécie pertence a
familia Malpighiaceae, do género Heteropterys. Classificada como uma liana, H.
brasiliensis é nativa e endémica do Brasil, mais precisamente na regido sudeste
(PESSOA et al., 2022). A planta foi categorizada em perigo de extingado, pois suas
subpopulagdes estao sujeitas a pressdes antropicas, como supressao de vegetacgao,
fragmentacao florestal, poluicdo e contaminagdo do ambiente (CNCFlora, 2022).
Popularmente conhecida como douradinho, a espécie é utilizada pela medicina
popular como depurativo, anti-inflamatorio e cicatrizante na comunidade de Uba
Pequeno, Uba — MG, H. brasiliensis ndao ha nenhum relato cientifico sobre seu

potencial efeito farmacologico.
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Figura 1. Espécie vegetal Heteropterys brasiliensis.

Espécies do mesmo género, como Heteropterys tomentosa, conhecida
tradicionalmente como n6-de-cachorro, € amplamente utilizada pela medicina popular
da regido Centro-Oeste por apresentar propriedades afrodisiacas, depurativa e
revigorantes fisico e mental. Relatos cientificos comprovam a redugédo da fadiga,
esgotamento mental e melhora fisica no uso de H. tomentosa (DA SILVA et al., 2022;
MENDES & RODRIGUES, 2018). Além disso, Palazzo e colaboradores (2000)
verificou o efeito cicatrizante da espécie em ratos ulcerados. No estudo foi testada
uma pomada de extrato de no-de-cachorro a 1% em feridas abertas em ratos para
avaliar o poder de cicatrizagdo da mesma, comparando-a com pomada de Nebacetin®
como controle positivo. Os resultados demonstraram que a pomada teste a 1%
apresentou, de forma semelhante, a mesma atividade que as pomadas nas
concentragdes de 2,5 e 5% e o controle positivo. Heteropterys brachiata outra espécie
do género também foi descrita por apresentar atividade anti-HIV e antifungica
(HUERTA-REYES, 2021).

Embora ja se tenha estudos cientificos com atividades farmacolégicas para o
género Heteropterys, se faz necessario relatos cientificos que comprovem o uso na
medicina tradicional de H. brasiliensis de forma que contribua para a preservacao da
especie e consequentemente ao arsenal quimico a ela associado. Dentre as

infinidades de atividades farmacolégicas, as plantas podem, incluindo H. brasiliensis,
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serem avaliadas quanto ao seu poder cicatrizante, anti-inflamatério, antioxidante e
antibacteriano.

O processo de cicatrizacdo de feridas compreende uma complexa e
coordenada cascata de eventos celulares e moleculares que interagem para que
ocorra a reconstituicao do tecido. Tal evento € dinamico, interdependente e envolve
fendmenos bioquimicos e fisiolégicos de forma simultdnea, a fim de garantir a
restauracdo tissular (GUSHIKEN et al., 2021). O complexo evento de cicatrizagao
pode ser dividido em trés fases: inflamacao, proliferagdo e remodelacéao tecidual (CAN
& THAO, 2020).

A fase inflamatéria comeca imediatamente apds a lesao, juntamente com
hemostasia, sendo que a ultima precede a inflamagao. Nesta etapa, a ruptura
obrigatéria dos vasos expde o colageno subendotelial as plaquetas e resulta na
agregacao de plaquetas e ativagao da parte intrinseca da cascata de coagulagao.
O coagulo entao formado localmente serve como um andaime para células invasoras
como neutrdéfilos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais (WITTE & BARBUL,
1997). Neutréfilos sdo as primeiras células a chegar a ferida, com maior concentragéo
24 horas ap6s a lesdo. Sao atraidos por substancias quimiotaticas liberadas por
plaquetas. Os neutrdfilos sdo responsaveis pelo desbridamento do tecido lesionado,
fagocitose de agentes infecciosos e ativam a chamada "explosao respiratéria”
produzindo radicais livres essenciais para a protecdo contra bactérias e outros
microrganismos invasores. A presencga de radicais livres resulta em estresse oxidativo
levando a peroxidagao lipidica, quebra de DNA e inativagado enzimatica, incluindo as
enzimas que limitam os efeitos de espécies reativas de oxigénio, podendo desta
forma, provocar danos as células presentes no tecido cicatricial e comprometer o
processo de reparo (MAVER et al., 2015; SIES et al.,, 2017). Essas células sao
gradativamente substituidas por macréfagos. Os macréfagos sao as principais células
antes dos fibroblastos migrarem. Tém papel fundamental no término do
desbridamento iniciado pelos neutréfilos e sua maior contribuicido € a secrecao de
citocinas e fatores de crescimento, além de contribuirem na angiogénese, fibroplasia
e sintese de matriz extracelular, fundamentais para a transicdo para a fase
proliferativa (CASAO et al., 2020; SZWED & SANTOS, 2016).

Na fase proliferativa, o aumento e migracao de fibroblastos e queratindcitos
desempenham um papel fundamental. Os fibroblastos sao células predominantes no

local da ferida nesta fase, responsaveis pela nova producao de colageno e da matriz
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derivada de plaquetas e do plasma, dando origem ao tecido de granulagdao (CAN &
THAO, 2020). Nesse tecido muito fragil observa-se a proliferacdo de células
endoteliais, com formacao de nova vascularizagao, infiltragdo densa de macréfagos e
uma matriz extracelular composta principalmente por fibras colagenas do tipo Ill, que
ajuda a proteger a ferida de mais danos (LANDEN et al., 2016; MARIA DE FATIMA et
al., 2008).

A fase de remodelacdo pode ocorrer por varios meses ou até anos,
envolvendo mudanga nos componentes da matriz extracelular no local da ferida e
restauracéo de cerca de 80% da resisténcia a tragéo da pele normal (CAN & THAO,
2020). Inicialmente, na remodelagcdo ocorrem etapas sucessivas de producgao,
digestéo e orientacdo das fibrilas de colageno. O colageno tipo Il vai sendo degradado
mais ativamente com o decorrer do tempo, enquanto o colageno tipo | vai tendo sua
producao aumentada pelos fibroblastos, conferindo a matriz forca e resisténcia
(LANDEN et al., 2016; SINGER & CLARK, 1999). Com o decorrer do processo de
maturagdo, a maioria dos vasos, fibroblastos e células inflamatérias desaparecem do
local da ferida mediante processos de migragcdo ou apoptose. Com isso, ocorre
reducao do volume da cicatriz € mudanga gradual da coloragéo da ferida, passando
do vermelho ao réseo palido, o que caracteriza o processo final de cicatrizagcéao
(JOHNSTON, 1990).

Apesar do processo cicatricial ocorrer de forma natural, alguns fatores podem
causar interferéncia e agravamento das feridas, como a faixa etaria, o estado
nutricional, a existéncia de doengas como diabetes, alteracbes de coagulacao
sanguinea e problemas cardiovasculares. Além disso, o uso de medicamentos como
anti-inflamatdrios, antibidéticos e quimioterapicos podem afetar a cicatrizagao
(MANDELBAUM et al., 2003). Desta forma, a ferida pode tornar-se crénica, causando
ao individuo desconforto e dor, e podendo evoluir para casos mais graves, como
amputacao, sepse e até mesmo a morte (STANOJCIC et al., 2018). Diante disso,
torna-se necessario a utilizacdo de uma terapia que diminua o tempo de cura das
feridas, evitando piora do quadro clinico e dando uma melhor qualidade de vida aos
pacientes.

Varias opgdes de tratamento estdo disponiveis para o manejo da ferida
(analgésicos, antibidticos e anti-inflamatérios n&o esteroides), mas os métodos atuais
nao tém sido efetivos em varios casos (BRODERICK, 2009; PONNUSAMY et al.,

2015). Por exemplo, a utilizagao de antibiéticos em feridas nao infectadas pode causar
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efeito citotoxico sobre fibroblasto e queratindcitos, adicionalmente seu emprego na
terapia preventiva em ferida nao infectada contribui para o aumento da resisténcia
bacteriana (ALTOE et al., 2019). Nos Gltimos anos, estudos tém sido realizados sobre
medicamentos a base de plantas para explicar seu potencial no tratamento de feridas
e esses remédios naturais comprovaram sua eficacia como uma terapia alternativa as
drogas sintéticas disponiveis no mercado (NAGAR et al., 2016). Relatérios recentes
sugerem que as plantas atuam em diferentes mecanismos de cicatrizagédo de feridas
devido suas atividades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatérias. Além disso,
elas atuam na estimulacdo no DNA e sintese proteica, proliferagdo de células de
epitélio, formacdo de colageno e angiogénese (CAN & THAO, 2020;
THANGAPAZHAM et al., 2016).

Dessa forma, baseado na importancia de terapias eficazes para contribuir na
reducao do problema de saude publica que é o tratamento de feridas cutaneas e a
necessidade de explorar quanto ao potencial farmacoldgico a rica biodiversidade
brasileira. A espécie H. brasiliensis se torna um alvo de investigagdo quanto as suas
atividades farmacoldégicas, podendo auxiliar para o processo de cicatrizagéo de feridas
seja por meio de uma capacidade antibacteriana, anti-inflamatéria, antioxidante e/ou

atuante diretamente no préprio processo cicatricial.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade cicatrizante,
antibacteriana, anti-inflamatdria e antioxidante, in vitro e in vivo, dos extratos e das

pomadas obtidas das folhas de Heteropterys brasiliensis.
2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antibacteriana, através da determinagdo da concentracio
inibitéria minima (CIM) dos extratos em bactérias gram-positivas e gram-ne-
gativas;

e Determinar o potencial anti-inflamatdrio dos extratos vegetais, in vitro;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos, in vitro;

e Avaliar o efeito dos extratos obtidos quanto a atividade proliferativa e migraté-
ria in vitro, em culturas de células de fibroblastos e macrofagos murinos;

e Auvaliar in vitro o efeito citoprotetor dos extratos, em culturas de células de
fibroblastos e macréfagos murinos;

e Avaliar a toxicidade dérmica aguda da formulagdo na forma de pomada con-
tendo o extrato;

e Auvaliar o efeito cicatrizante do extrato ativo formulado como pomada em mo-
delo in vivo, através do indice de contragao da ferida e analise histomorfomé-
trica de vasos sanguineos e celularidade.

e Avaliar possiveis alteragbes nos parametros hematoldgicos dos animais tra-
tados com as formulagdes contendo o extrato ativo;

e Auvaliar o perfil oxidativo tecidual das formulagdes contendo o extrato ativo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e preparo dos materiais vegetais

As folhas de H. brasiliensis foram coletadas na regido de Uba — MG. O
material vegetal foi identificado por Dr. Rafael Felipe de Almeida e depositado no
Herbario VIC - Vigosa - MG, Brasil; Departamento de Biologia Vegetal — UFV. Voucher
N° VIC: 53.719.

As folhas foram lavadas exaustivamente com agua corrente. Estas foram
secas a 40°C em estufa de circulagéo de ar por 72 h. Em seguida, as folhas foram
trituradas e colocadas em contato com os solventes extratores hexano e apos etanol
95% por 24 h. Os macerados obtidos foram concentrados em evaporador rotativo até
a retirada total do solvente. Esse processo foi repetido exaustivamente até completa
extracdo dos metabdlitos da planta. Posteriormente, os extratos foram liofilizados e

armazenados a 4°C.
3.2. Avaliacao da atividade antibacteriana

O potencial antibacteriano dos extratos foi investigado através de sua
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para as seguintes cepas
bacterianas: Enterobacter ATCC 29004, Citrobacter freundii ATCC 8090, Salmonella
enterica ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 29214, Staphylococcus aureus ATCC
33591, Staphylococcus epidermidis C213, Staphylococcus aureus 3828,
Staphylococcus aureus 4157, Staphylococcus aureus 4182, Staphylococcus aureus
3008 e Staphylococcus aureus 3917.

Para este teste foi realizada a metodologia padronizada de microdiluicdo em
caldo Mueller Hinton (MH; Himedia®), em microplacas de 96 cavidades (CLSI, 2012).
Primeiramente, foi realizada uma dilui¢cao seriada dos extratos, onde a 100 uL de meio
de cultura MH foram adicionados 100 pL de extrato ou d6leo; desta solugao, 100 uL
foram retirados e homogeneizados com 100 uL de meio de cultura na cavidade
seguinte, e assim sucessivamente, obtendo-se uma série de concentragbes de
extratos (inicialmente a 5,0 mg/mL) diluida em razdo 2 (2,5 mg/mL na segunda
cavidade; 1,25 mg/mL na terceira cavidade, e assim sucessivamente).
Posteriormente, foram adicionados em cada poco 100 puL de suspensao bacteriana
ajustada para concentragéo final de 1x10® UFC/mL. Como controle negativo foi

utilizado o solvente dimetilsulféxido (DMSO; Sigma®), sem extrato na concentragao
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final de 5% e como controle positivo foram adicionados 10 yL de cefoperazone
(CEFAMIX; SWISSBRAS CHEMICAL LTDA). As microplacas foram mantidas em
estufa de crescimento a 37 °C por 24h. Apéds incubagao, foram adicionados 20 pL de
resazurina (0,5 mg/mL). As microplacas foram incubadas por mais 3 horas.

A determinacao da CIM foi qualitativa e visual, uma vez que os pogos com
bactérias n&o viaveis permaneceram com a coloragao azul e os pogos com bactérias
viaveis ficaram com a coloragao rosea a transparente. Considera-se o valor do CIM a
concentracdo do material no pogo com coloragdo azul seguido por um pogo com
crescimento bacteriano (résea a incolor). Os testes foram realizados em triplicata, e o

resultado foi a média das replicatas seguido do desvio-padrao amostral.
3.3. Avaliagao do potencial anti-inflamatério dos extratos in vitro

O potencial anti-inflamatério dos extratos foi avaliado in vitro, através da
inibicdo da desnaturagao de proteina e pela inibigdo da producéao de éxido nitrico (NO)

induzida por lipopolissacarideo (LPS) em macréfagos.

3.3.1. Inibicao de desnaturacao da proteina na presenga dos extratos

A metodologia empregada foi descrita por Vicente (2018), com modificagdes.
Primeiramente, foi adicionado 250 yL de solugdo BSA (bovine serum albumin) 1%
com 250 uL de amostra na concentracao desejada, e foi incubado durante 20 minutos
a 20 °C, e posteriormente a 72 °C, durante 10 minutos. Por fim, juntou-se 1 mL de
tampao fosfato sédico 66 mM pH 5,3, e leu-se a absorbancia a 660 nm. Foram
testadas as concentragbdes de 0,01 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 2,5

mg/mL e 5 mg/mL dos extratos hexanicos e etandlicos. Foi utilizado a férmula:

I . . (40 — A1)
Inibicdo desnaturacio de proteina (%) = Tx 100

Em que o A0 é a absorbancia do controle (com o volume de amostra
substituido por tampéao) e o A1 a absorbancia da amostra. Como controle positivo foi

utilizado o diclofenaco de sdédio.
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3.3.2. Producgao de 6xido nitrico em macréfagos na presenga do extrato

Neste ensaio, foram utilizadas células de macrofagos de murino (RAW 264.7),
cultivadas a 37°C em atmosfera umedecida e 5% de CO2. Para o crescimento e
manutengdo das células foi utilizado o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
contendo penicilina (1,60 mg/mL), estreptomicina (0,40 mg/mL) e suplementado com
10% de soro fetal bovino (SBF).

Neste teste, 200 uL de meio DMEM e células RAW 264.7 na concentragéo de
1,0x10° células/pogo foram distribuidas em microplacas de 96 pogos e incubadas a
37 °C durante 24 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO:2 e 95% de umidade
para adesao das células, restabelecimento do crescimento e inicio de formagao das
camadas celulares. Apds esse periodo, o meio de cultivo foi removido, as células
foram tratadas com 200 yL de solugdes de diferentes concentragdes (400 a 25 pg/mL)
do extrato juntamente com LPS 10 ug/mL, posteriormente foram novamente
incubadas em estufa por 24 horas. Os controles deste ensaio foram realizados
adicionando apenas o meio de cultura nos pogos e meio de cultura acrescido de LPS
10 ug/mL para determinar a produgédo de NO nas células tratadas e ndo tratadas com
LPS. O controle negativo foi utilizado dimetilsulféxido (DMSO) 0,8% sem LPS 10
Mg/mL, mesma concentracdo de DMSO utilizada para solubilizagdo dos extratos. O
controle positivo foi utilizado dexametasona 200 ug/mL LPS com 10 yg/mL.

Como parametro da sintese de NO, as concentragdes de nitrito foram dosadas
no sobrenadante das culturas celulares de macrofagos RAW 264.7 pelo método de
Griess (1879). Foram usados 50 uyL do sobrenadante das culturas celulares e
combinados com solugao de Griess contendo: 50 uL de sulfanilamida (1% em H3POa4
a 2,5%) e 50 uL dihidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamino (0,1% em H3PO4 a 2,5%),
em uma placa de 96 pogos, em seguida submetida a medida em espectrofotdmetro
em 540 nm, usando leitor de microplaca. As concentragdes de nitrito no sobrenadante
foram determinadas pela medida comparativa com uma curva padrao de nitrito de
sodio com concentragdes de 2,5 a 2500 pM. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.
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3.4. Avaliacao antioxidante dos extratos in vitro

A atividade antioxidante dos extratos de H. brasiliensis foi avaliada pelo ensaio
de DPPH que mede a capacidade dos compostos presentes nos extratos em inibir a

acao de radicais livres.
3.4.1. Ensaio de DPPH

O ensaio mede a capacidade inibitoria dos extratos quanto a acao dos radicais
livres, através da reducao da absorcdo do meio de reacdo. Para realizacdo deste
teste, foram adicionados em microplacas de 96 pogos, 50 uL dos extratos diluidos em
metanol nas concentragcdes de 4, 2, 1 e 0,5 mg/mL. Como controle positivo para
atividade antioxidante, hidroxitolueno butilado (BHT), rutina e acido ascoérbico foram
usados nas concentragdes de 200, 100, 50 e 25 mg/mL, que também foram diluidos
em metanol. Posteriormente, 250 uL de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 0,004 %
diluido em metanol foi adicionado em todos os pogos. Como branco foi utilizado DPPH
solubilizado em metanol. A placa foi mantida ao abrigo da luz por 40 minutos e leitura
foi realizada em 517 nm, e a inibicdo percentual dos radicais DPPH foi calculada

usando a formula abaixo:

Abs DPPH extrato

metanol Abs metanol
Inibicio DPPH (%) = DPPH x100
Abs

metanol

3.5. Avaliagao in vitro do efeito cicatrizante

Os extratos preparados a partir das folhas de H. brasiliensis tiveram seu
potencial cicatrizante avaliado in vitro pelos testes de viabilidade e migracao celular e

efeito citoprotetor.

3.5.1. Ensaio de viabilidade celular

A avaliagao da viabilidade celular, e consequentemente da atividade citotéxica
dos extratos foram avaliadas microscopicamente por alteragao da morfologia celular
e mensurada através do método colorimétrico MTT (tetrazolium3-[4,5-dimetiltiazol-2-

il]-2,5-difeniltetrazolium brometo).
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Neste ensaio, foram utilizadas células de fibroblasto de murino (NIH/3T3) e
macrofagos de murino (RAW 264.7), cultivadas a 37°C em atmosfera umedecida e
5% de CO2. Para o crescimento e manutencédo das células foi utilizado o DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) contendo penicilina (1,60 mg/mL),
estreptomicina (0,40 mg/mL) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF).

Neste trabalho, 100 uL de meio DMEM e células NIH/3T3 ou RAW 264.7 na
concentragéo de 9,0x103 células/poco foram distribuidas em microplacas de 96 pogos
e incubadas a 37 °C durante 24 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 e 95%
de umidade. Apos esse periodo, o meio de cultivo foi removido, as células foram
tratadas com 200 pL de solugdes de diferentes concentragdes (400 a 12,5 ug/mL) dos
extratos e incubadas novamente em estufa por 24 horas. Os controles deste ensaio
foram realizados adicionando apenas células com meio de cultura nos pogos (100%
de células viaveis) e no controle negativo foi utilizado dimetilsulfoxido (DMSO) 0,8%,
mesma concentragao utilizada para solubilizagdo dos extratos. As microplacas foram
monitoradas por microscopia 6ptica.

Ap6s as 24 horas, o meio de cultivo foi removido e em cada pocgo foi
adicionado 50 uyL de solugdo de MTT (0,1 mg/mL). As placas foram novamente
incubadas a 37°C e atmosfera 5% de COz2 por 2 h. Posteriormente, a solugédo de MTT
foi removida e adicionado 100 uL de DMSO em cada pocgo. As absorbancias foram
lidas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 570 nm. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

A viabilidade celular foi calculada para cada concentracao testada, conforme

a seguinte equacao:

média densidade optica (células tratadas)

x 100

% células viaveis =
% média densidade 6ptica do controle (sem tratamento)

3.5.2. Efeito citoprotetor dos extratos

Neste ensaio foram preparadas placas de 96 pogos contendo 100 yL de meio
DMEM suplementado com 10% de SFB e células NIH/3T3 ou RAW 264.7 na
concentragdo de 2,0x10* células/pogo e incubadas a 37 °C durante 24 horas em estufa
com atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade. Apds esse periodo, o meio de cultivo

foi removido, as células foram tratadas com 200 pL de solugdes de diferentes
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concentragdes (400 a 25 ug/mL) dos extratos e incubadas novamente em estufa por
24 horas. Posteriormente, o meio de cultivo foi removido e adicionado 200 uL de
peréxido de hidrogénio 2 mM e as placas novamente incubadas por mais 3h. Os
controles deste ensaio foram realizados adicionando apenas células com meio de
cultura nos pogos (100% de células viaveis) e meio de cultura com peroxido de
hidrogénio 2 mM. Terminado o tempo de incubagao, o peroxido foi removido e em
cada poco foi adicionado 50 pL de solu¢cdo de MTT (0,1 mg/mL). As placas foram
novamente incubadas a 37°C e atmosfera 5% de CO:2 por 2 h. Finalmente, a solucao
de MTT foi removida e adicionado 100 uL de DMSO em cada pogo. As absorbancias
foram lidas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 570 nm. Os ensaios

foram realizados em triplicata.
3.5.3. Avaliagao do potencial cicatrizante por scratch assay

O potencial cicatrizante dos extratos foi avaliado in vitro por scratch assay,
adaptado de Paes et al. (2012), utilizando células NIH/3T3 e RAW 264.7. Para
realizacao deste ensaio foram preparadas placas de 24 pocos contendo 400 L de
meio DMEM suplementado com 10% de SFB e células na concentragdo de 2,0x10°
células/pogo e incubadas a 37 °C durante 24 horas em estufa com atmosfera de 5%
de CO2 e 95% de umidade. Apds atingir a confluéncia, o meio de cultura foi removido
e foi realizada uma fenda com o auxilio de uma ponteira de 200 uL no didmetro do
poco. Logo apds, os pogos foram lavados 2 vezes com 200 uL de meio de cultura,
com a finalidade de remover particulas e restos celulares deixados pela fenda. No final
dessa etapa, foram aplicados 500 uL de meio de contendo mitomicina C 10 pg/mL
com tratamentos nas concentragdes de 400 ug/mL e 200 ug/mL dos extratos vegetais.
Os controles foram realizados aplicando apenas de meio de cultura contendo
mitomicina C 10 pg/mL e de meio de cultura contendo mitomicina C 10 pg/mL com
DMSO 0,8%, mesma concentragao utilizada para solubilizagao dos extratos. O ensaio
foi realizado em triplicata.

ApoOs a aplicagao dos tratamentos, a area da fenda foi fotografada utilizando
0 microscépio Optico invertido acoplado a uma camera fotografica sendo este o
instante Oh, partindo de um ponto especifico inicial marcado na placa. Foram
realizadas 3 fotos da fenda em sequéncia, em todos os grupos de tratamento e
controle. Apds este procedimento, as placas foram reincubadas a 37°C e novas fotos

nos instantes 8h e 24h foram realizadas partindo do mesmo ponto na placa, de forma
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a serem analisados 0s mesmos campos com a progressao do tempo. A mensuragao
das areas foi realizada utilizando o software Image J, no qual a area da fenda de cada

foto, no tempo e campo especifico, foi delimitada e obtida em uma escala de 1um.
3.6. Preparo das pomadas

Foram produzidas duas formulagdes na forma de pomadas a base do extrato
etandlico de H. brasiliensis nas concentragdes de 5% e 10%. As formulagdes foram
feitas utilizando-se uma base de polietilenoglicol (PEG) e glicerina, onde foram
incorporados os ativos hidréfilos e lipofilos. A composigao foi PEG 4000 33%, glicerina
33% e PEG 400 gsp 100 g.

A pomada sulfadiazina de prata foi utilizada como controle positivo, pois ja é
encontrada no mercado, possui registro no Ministério da Saude, possui eficacia
comprovada no auxilio do processo cicatricial, € segura para o uso. Como controle

negativo foi utilizado apenas o veiculo para produgédo das pomadas.
3.7. Avaliagao in vivo do efeito cicatrizante

Para as analises in vivo, foram testadas as formulagcdes contendo o extrato

com melhor atividade cicatrizante demonstrada pelas etapas in vitro.

3.7.1. Desenho experimental
3.7.1.1. Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados 84 camundongos
machos (Mus musculus) da linhagem Balb-C, adultos jovens pesando em média 30g,
procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os animais
foram mantidos na sala de experimentacéo animal do Laboratério de Biofarmacos, em
ambiente climatizado entre 22°C e 24°C, com fotoperiodo de 12 horas, em gaiolas de
polietileno opaco e fechadas com tampa de aco inoxidavel em forma de grade,
contendo, em cada uma, 1 (um) animal. As gaiolas foram higienizadas trés vezes por
semana. Durante todo experimento, foram alimentados com ragdao padronizada
comercial para roedores de laboratorio, e agua “ad libitum”. Antes do inicio dos
experimentos, 0os animais passaram por um periodo de adaptacdo e aclimatagao

durante 7 dias, para estabelecimento das condi¢des fisiolégicas do animal.
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Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), processo 35/2021 (Anexo A). O
tamanho da amostra foi baseado na Resolugcdo 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 e renovacédo de
fitoterapicos. O item trés do anexo desta resolugao determina o numero minimo de
seis animais por grupo experimental, o que dispensa neste caso, a necessidade do

uso de férmulas estatisticas para obtencdo do numero da amostra.
3.7.1.2. Toxicidade dérmica aguda

Antes de iniciar a avaliagcdo da atividade cicatrizante in vivo, o teste de
toxicidade dérmica aguda do extrato foi determinado de acordo com as diretrizes da
OECD n° 402. Doze animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: 1 grupo
com 6 animais foi tratado com pomada contendo extrato a 10% e outro grupo com 6
animais foi tratado apenas com veiculo da pomada. Apés a tricotomia na regiao dorsal,
0s animais receberam diariamente, pelo periodo de 14 dias, aproximadamente 100
mg da pomada de acordo com tratamento do seu grupo experimental, utilizando
técnica asséptica. Os animais foram observados duas vezes ao dia, durante o periodo
de tratamento, para quaisquer alteracdes cutaneas indicativas de reagcdes adversas,
como irritagdo, edema, prurido e eritema, e alguns sinais de toxicidade, como

tremores, convulsdes, salivagéo, diarreia, sono e padrao geral de comportamento.

3.7.1.3. Procedimento cirurgico

Para realizagao das feridas, os animais foram sedados e anestesiados usando
xilazina 2% 10mg/Kg e cloridrato de quetamina 50mg/Kg, adicionados na mesma
seringa e administrado por via intraperitoneal. A verificagdo da anestesia foi observada
pela auséncia de reflexo palpebral e reducao da frequéncia cardiaca e respiratéria.
Uma vez anestesiados, foi realizado a tricotomia do dorso dos animais com auxilio de
lamina de barbear. Posteriormente, foi realizada a assepsia com solu¢ao de alcool
etilico 70% na regiao tricotomizada.

Para inducdo das feridas, primeiramente foi padronizado o tamanho das
mesmas com o auxilio de um tubo de ensaio de 10 mL de coletar sangue, devidamente

desinfetado. Este foi pressionado contra a pele, delimitando uma area aproximada de


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/skin-toxicity
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1cm?. Os cortes foram seccionados utilizando I&mina de bisturi N° 11, tesoura curva e

pinga anatdmica dente de rato, até a exposig¢ao da fascia muscular.
3.7.1.4. Grupos experimentais

Apos o procedimento cirurgico, os animais (n=72) foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos (n=18): 1) Grupo controle com veiculo usado para o
preparo da pomada (G1); 2) Grupo controle com pomada sulfadiazina de prata (G2);
3) Grupo tratamento pomada 5% (G3); 4) Grupo tratamento pomada 10% (G4). Seis
animais cada grupo, em cada tempo de observacao (3, 8 e 12 dias).

Apods a inducao das feridas, os animais receberam, diariamente o equivalente
a 100 mg da formulacdo de acordo com tratamento do seu grupo experimental,
utilizando técnica asséptica durante 12 dias. Os curativos foram realizados em
intervalo de 24h, utilizando a mesma técnica e no mesmo horario até o 12° dia de pos-
operatorio. Para isso os animais foram contidos manualmente, sendo segurados pela

base da cauda.
3.7.1.5. Eutanasia

Nos dias pré-estabelecidos para a eutanasia (3, 8 ou 12 dias), seis animais
de cada grupo tiveram o tecido cicatricial coletado e em seguida foram eutanasiados
por exsanguinagao com prévia administracédo de uma sobredosagem de xilazina 2%
e cloridrato de quetamina por via intraperitoneal. Apds os animais entrarem em
anestesia profunda, foi realizada a puncido cardiaca, a fim de coletar amostras
sanguineas, o que resultou em choque hipovolémico e morte do animal por
exsanguinacao.

As feridas operatorias foram examinadas com uso de lupa de 2,5 vezes de
aumento para verificagao de crostas, secrecdes e cicatriz hipertréfica. O tamanho da
ferida residual em duas dire¢des, foram medidos com paquimetro digital. A ferida foi
excisada com margem de 1 mm de pele integra em torno da lesdo, em profundidade
até a fascia muscular. Parte das amostras foram fixadas em formaldeido tamponado
10%, outra parte em solugdo de Karnovisk € uma terceira parte imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultra freezer a temperatura de -
80°C até o inicio das analises. A figura 2 apresenta o desenho experimental da

avaliacao cicatrizante in vivo.
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Figura 2. Desenho experimental da avaliagdo cicatrizante das pomadas de

Heteropterys brasiliensis nas concentra¢des de 5% e 10% (m/m), in vivo.

3.7.2. Analises macroscopicas das feridas

As feridas foram avaliadas pelo indice de Contracéo (IC), mensurado no 3°,

8° e 12° dias apds a execugao das feridas, as medidas foram realizadas com uso de

paquimetro digital, em duas dire¢des, tomando os pontos mais distantes na horizontal

e vertical, formando um angulo de 90°. Apds este procedimento, multiplica-se os

valores encontrado na horizontal e vertical, proporcionando o valor real da ferida

conforme a figura 3.
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Figura 3. Determinacdo da area da ferida por medigdo com paquimetro. A1: area

horizontal; A2: area vertical. 90° (dngulo de 90 graus).

Area da ferida em cm? = A1 x A2

5 ] area inicial em cm? — area final em cm?
Contracao da ferida = - — 5 x 100
area inicial em cm

3.7.3. Analises histolégicas

As amostras de pele coletadas foram imediatamente fixadas em solugao de
Karnovisk por 24h e posteriormente inseridas em frascos com alcool 70% até a
confecgdo das preparacgdes histoldgicas. Para a confec¢ao das laminas, as amostras
de pele foram desidratadas em etanol, clareadas em xilol, incluidas em parafina e
seccionadas em micrétomo com 5 uym de espessura. As laminas foram coradas
rotineiramente em Hematoxilina-Eosina (HE) para a avaliagdo global do tecido,
avaliando fibroblastos, vasos sanguineos e células inflamatérias (GONCALVES et al.,
2010).

As laminas foram visualizadas e capturadas em Microscopio Leica DM 750
acoplado a uma cémera digital Leica MC 170 HD (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha). Usando uma lente objetiva de 20X, dez campos de cada lamina foram
fotografados aleatoriamente e submetidos a analise histomorfométrica. A
histomorfometria foi realizada usando o software Image-Pro Plus versédo 4.5.0.29
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Para esta analise, uma grade contendo
300 pontos dentro de uma area padrao, foi sobreposta a cada imagem contando-se
pontos sobre celularidade e vasos sanguineos. Os parametros histomorfométricos

foram calculados utilizando as médias de vasos sanguineos e celularidade.
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3.7.4. Analises hematolégicas

As analises hematolégicas foram realizadas no Laboratério de Analises
Clinicas (DNS/UFV) e foram avaliadas as concentragbes de hemoglobina, plaquetas

e leucocitos pelo método de impedancia.
3.8. Avaliagao do perfil oxidativo tecidual

Fragmentos de pele (150 mg) foram homogeneizados em tampao fosfato de
potassio (pH 7.4) 0.2 M com 1M EDTA e a suspenséo centrifugada a 12000 RPM por
10 minutos a 4 °C. O sobrenadante e precipitado resultante foi utilizado para

realizagao da atividade antioxidante dos seguintes marcadores:
3.8.1. Concentracao de malondialdeido (MDA)

A determinacdo de MDA foi realizada pelo teste de TBARS (substancias
reativas ao acido tiobarbiturico). Em um microtubo foram adicionados 200 uL de
homogeneizado e 400 pL de TBARS. Em seguida, as amostras foram agitadas em
vortex por 10 segundos e incubadas em banho maria por 40 minutos a 90°C. As
amostras foram resfriadas em gelo por 5 minutos e adicionadas de 600 yL de n-
butanol e agitadas por 2 minutos, seguida por centrifugagdo a 3000 RPM por 10
minutos. Foram retiradas 200 uL do sobrenadante e adicionado em microplaca de 96
pocos. A leitura foi realizada na absorbancia de 540 nm.

Os valores finais foram calculados por meio de curva-padrao sendo utilizado
o reagente 1,1,3,3-Tetramethoxypropane (TMPQO), com a concentragao variando de 0
MM a 4 uM.

3.8.2. Dosagem de nitrito e nitrato

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%
H3PO4. Desta forma, 50 pL 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 concentracdo do NO das amostras foi determinada utilizando curva padrao

com concentracdes variando de 2500 uM a 9,75 uM de nitrito de sédio.
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3.8.3. Atividade de superoéxido dismutase (SOD)

Em microplaca de 96 pogos foram utilizados no meio de reagdo 30 uL de
sobrenadante do homogeneizado de pele, 6 uL MTT (brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-
2H]-2,5-difeniltetrazolium) 1,25 mM, 15 pL de pirogalol 100pum, completando para 200
ML com tampao fosfato salino (PBS) 0,2 M (pH 8,0). Como branco foi utilizado 45 pL
de PBS/sem adi¢cdo de piragalol e amostra, e como padrao foi utilizado 30 uL de
PBS/sem amostra. Em seguida, a placa foi incubada a 40°C por 15 minutos. A reagao
foi parada utilizando 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSQO) em todos os pogos. A leitura

de absorvancia foi realizada em 570 nm.
3.8.4. Atividade de catalase (CAT)

Em microplaca de 96 pocos foram adicionados 5 yL do sobrenadante do
homogeneizado de pele, juntamente com 100 uL de perdxido de hidrogénio (H202) 20
mM. Nos pocos destinados ao controle do teste foram adicionados juntamente com
as amostras, 100 pyL de tampao de fosfato de sédio e potassio (50 mM, pH 7,4). O
branco da amostra foi realizado adicionando apenas 100 uL de tampéo de fosfato de
sédio e potassio. A curva padrdo de perdéxido de hidrogénio foi realizada com
concentragdes variando de 10 mM a 0 mM. Apds 3 minutos, foram adicionados em
todos os pogos 150 uL de molibdato de amdnia (32.4 mmol/L). A leitura de absorvancia

foi realizada em 374 nm.
3.8.5. Dosagem de glutationa S transferase (GST)

Para essa analise foi adicionado em uma cubeta: 970 uL de tampéo fosfato
pH 7.0, 10 uL de CNDB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene), 10 uL de amostra e 10 pL de
GSH reduzida. Posteriormente, ocorreu a leitura no espectrofotémetro a 340nm. Foi
realizada leituras nos tempos TO, T30, T60 e T90 minutos. O teste foi realizado em

triplicata.
3.8.6. Dosagem de proteinas totais

As proteinas totais presentes nas amostras do sobrenadante do homogenato
foram determinadas pelo método de Bradford, 1976. Em uma microplaca de 96 pogos

foram adicionados 10 yL das amostras previamente diluidas em 20 vezes em agua
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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 yL de agua destilada. Posteriormente, foram adicionados em
todos os pogos 150 uL 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).

3.9. Analises estatisticas

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. A igualdade de variancias foi verificada
utilizando-se o teste de Bartlett e os dados paramétricos foram comparados utilizando-
se analise de variancia ANOVA de um fator, seguido pelo teste pés-hoc de Tukey. A

significancia estatistica foi estabelecida em p < 0.05.
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4. RESULTADOS

Nesta sessao esta descrito os resultados obtidos na avaliacdo dos extratos de
H. brasiliensis quanto a atividade antibacteriana pelo teste do CIM, potencial
antioxidante in vitro pelo ensaio de DPPH, a atividade anti-inflamatoria pelo ensaio de
desnaturacao de proteinas e produgao de 6xido nitrico em macréfagos. A atividade
cicatrizante in vitro pelos ensaios de viabilidade, citoprote¢do e migragao celular.
Potencial cicatrizante in vivo pelo indice de contracdo da ferida, parametros
bioquimicos e analise histolégica. Adicionalmente, esta representado os resultados
obtidos da analise do perfil oxidativo tecidual pela determinagao de MDA, NO, SOD,
CAT, GST.

4.1. Atividade antibacteriana

Os extratos hexanico e etandlico de H. brasiliensis foram avaliados para a
concentracao inibitéria minima (CIM), sendo definida como a menor concentragao em
que um composto/extrato apresenta inibicdo da atividade bacteriana. Quanto menores
os resultados de CIM do composto/extrato, melhor a sua atividade antibacteriana, uma
vez que se necessita menos do composto/extrato para se eliminar uma quantidade

fixa de bactérias. A tabela 1 apresenta os valores de CIM obtidos.
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Tabela 1. Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) (mg/mL) dos extratos hexanico e
etandlico de Heteropterys brasiliensis frente as bactérias Enterobacter ATCC 29004,
Citrobacter freundii ATCC 8090, Salmonella enterica ATCC 14028, Escherichia coli
ATCC 29214, Staphylococcus epidermidis C2I3 e Staphylococcus aureus (3008,
3828, 3917, 4157, 4182 e ATCC 33591)

Concentragao Inibitéria Minima (CIM) (mg/mL)

Bactéria Extrato H. brasiliensis  Extrato H. brasiliensis Controle

hexano etanol positivo®
C. freundii ATCC 8090 5,0 5,0 0,006
E. coli ATCC 29214 5,0 5,0 0,025
Enterobacter ATCC 29004 5,0 5,0 0,013
S. aureus ATCC 33591 5,0 5,0 0,008
S. aureus 3008 0,3 25 0,008
S. aureus 3828 0,6 2,5 0,013
S. aureus 3917 0,3 25 0,008
S. aureus 4157 0,6 1,2 0,013
S. aureus 4182 1,2 25 0,025
S. enterica ATCC 14028 5,0 5,0 0,013
S. epidermidis C2I3 5,0 25 0,002

*Cefoperazone

No trabalho de Aligiannis e colaboradores (2001), extratos foram classificados
quanto a sua capacidade antibacteriana. A pesquisa considera que extratos que
apresentam um valor de CIM até 0,5 mg/mL como fortes inibidores bacterianos, para
valores entre 0,6 mg/mL e 1,5 mg/mL inibidores moderados e valores acima de 1,6
mg/mL os extratos sdo considerados como fracos inibidores. Conforme essa
classificagao, o extrato hexanico de H. brasiliensis é forte inibidor para os isolados S.
aureus 3008 e 3917 e um inibidor moderado para S. aureus 3828, 4157, 4182. O
extrato etandlico apresentou como um moderado inibidor apenas para o isolado S.

aureus 4157 e foi fraco inibidor para as demais cepas bacterianas testadas.

4.2. Avaliagao do potencial anti-inflamatério dos extratos in vitro
4.2.1. Inibicao de desnaturagao da proteina

Os extratos organicos foram avaliados quanto a atividade anti-inflamatoria in

vitro pelo método de desnaturacao de albumina. A desnaturacéo das proteinas é uma



40

causa conhecida dos processos inflamatérios (LEELAPRAKASH & DASS, 2011). A
albumina (BSA) é uma proteina e que desnatura, isto €, perde a sua estrutura terciaria
e secundaria na presenca de temperaturas elevadas. Desta forma, neste método, o
calor € usado para desnaturar a proteina BSA, e o objetivo é avaliar a capacidade dos
extratos impedirem esta desnaturagcdo que pode causar inflamacéo.

Dos extratos avaliados, o extrato hexanico de H. brasiliensis apresentou
atividade na desnaturagao da proteina BSA nas concentra¢des de 1,0 mg/mL, 2,5
mg/mL e 5 mg/mL, com taxa de inibicdo da desnaturagéo de 97,2 + 0,8%, 98,6 + 0,9%
e 99,3 + 0,8%, respectivamente. Na concentracao de 0,5 mg/mL a inibigao foi de 83,5
1t 0,9%, valor significativamente superior ao determinado para o anti-inflamatoério
comercial diclofenaco de sédio (36,3 + 1,1%), na mesma concentragdo. Em
concentracdes inferiores a taxa de inibigao foi diminuindo tanto para o extrato quanto
para o diclofenaco. O extrato etandlico apresentou valores inferiores da taxa de
inibicdo da BSA, atingindo um valor de 23,5 £ 0,4% na maior concentracao testada
(Figura 4).
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Figura 4. Inibicdo da desnaturacao proteica. Os resultados apresentam a média *
desvio padrao e letras diferentes representam diferenga estatisticamente significante

(ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey).
4.2.2. Efeito dos extratos na produgao de 6xido nitrico

Os efeitos dos extratos de H. brasiliensis na produgado de NO em células RAW
264.7 estimuladas por LPS sdo mostrados na Figura 5. As células RAW 264.7 foram
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tratadas com varias concentragdes dos extratos (25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL) e LPS
(10 pg/mL) por 24 h. A producdo de NO induzido por LPS foi significativamente
diminuida por ambos os extratos de forma dose-dependente. Sendo que o extrato
hexanico apresentou menor producdo de NO comparativamente ao extrato etandlico.
Para a concentragao de 400 pg/mL o extrato hexanico apresentou significativamente
a mesma producao de NO do anti-inflamatério dexametasona utilizado como controle

positivo.

N  rs
Dexametasona
I Extrato Heteropterys brasiliensis etanol

E xtrato Heteropterys brasiliensis hexano

Macrofagos RAW 264.7
Produlgao de 6xido nitrico (pM)

Concentragao (pg/mlL)

Figura 5. Produgdo de Oxido nitrico por macrofagos RAW 264.7 tratados com
dexametasona (controle positivo), extrato hexanico e etandlico de Heteropterys
brasiliensis e LPS (controle negativo). Os resultados apresentam a média + desvio
padrdao e letras diferentes representam diferenca estatisticamente significante

(ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey).
4.3. Potencial antioxidante dos extratos pelo ensaio de DPPH

Na analise in vitro da capacidade antioxidante, o extrato etandlico de H.
brasiliensis teve uma alta taxa de eliminagao do radical DPPH, apresentando uma
relagdo dose-resposta. Na concentragdo de 25 pg/mL o mesmo mostrou valor
significativamente superior aos controles acido ascorbico e rutina, ja em 200 ug/mL, o
extrato demonstrou valores superiores a todos controles positivos utilizados (acido
ascorbico, rutina e BHT). Na concentragdo de 50 ug/mL n&o houve diferenga entre
extrato, rutina e BHT. Ao passo que em 100 ug/mL, o extrato etandlico também

apresentou maior atividade antioxidante que o BHT e nenhuma diferenca foi
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observada entre ele e a rutina. O extrato hexanico apresentou baixa efeito antioxidante

in vitro para todas as concentragdes testadas (Figura 6).
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Figura 6. Taxa de eliminagao percentual do radical DPPH. Os resultados apresentam
a média + desvio padrao e letras diferentes representam diferenca estatisticamente

significante (ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey).
4.4. Atividade cicatrizante in vitro e in vivo
4.4.1. Efeito dos extratos na proliferagao celular in vitro

Os extratos organicos de H. brasiliensis auxiliaram no processo de
proliferagdo de macrofagos RAW 267.7 e fibroblastos NIH/3T3 (Figura 7). Ambos os
extratos apresentaram significativamente a mesma proliferagcdo em macréfagos na
concentracao de 25 ug/mL. Em 50 ug/mL e 100 ug/mL o extrato hexanico apresentou
valores de 137,1 £ 3,9% e 145,3 * 4,6%, respectivamente. Ao passo que o extrato
etandlico demonstrou proliferacdo de 128,7 + 0,7% e 1346 * 6,7% para
respectivamente as mesmas concentragdes. Nas maiores dosagens testadas, o
extrato etandlico obteve maior taxa de proliferacdo quando comparado ao hexanico
(Figura 7A).

Em fibroblasto NIH/3T3, o extrato etandlico demonstrou ser significativamente
superior na proliferacdo celular ao extrato hexanico em todas as concentragoes
testadas. A taxa de proliferacdo do extrato etandlico variou de 111 + 1% a 146,33 +
1,53% para as concentracbes de 25 ug/mL e 400 pg/mL, respectivamente. Os

resultados demonstraram um efeito dose-resposta com os melhores resultados a 400
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pMg/mL (Figura 7B). Baseado na alta taxa de proliferagao celular, principalmente em
fibroblastos e no potencial antioxidante in vitro, o extrato etandlico de H. brasiliensis
foi selecionado para avaliagdo da migracgéo celular in vitro e para os experimentos in

Vvivo.
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Figura 7. Proliferacao celular de macréfagos RAW 264.7 (A) e de fibroblastos NIH/3T3
(B) na presenca do extrato hexanico e etandlico de Heteropterys brasiliensis. A
viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT e calculada em relacao a
absorbancia do controle positivo (meio de cultura + células). Controle negativo: células
tratadas com DMSO 0,8%. Os resultados apresentam a média + desvio padrao e letras
diferentes representam diferenga estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo
teste post-hoc de Tukey).
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4.4.2. Efeito citoprotetor dos extratos

Macrofagos RAW 264.7 e fibroblastos NIH/3T3 quando tratados previamente
com os extratos organicos de H. brasiliensis apresentaram baixo efeito citroprotetor
ao serem expostos ao tratamento com peroxido de hidrogénio 2 mM (Figura 8). Ambos
os extratos apresentaram uma citoprotegdo de aproximadamente 11% para todas as
concentragbes analisadas em macréfagos (Figura 8A). Em fibroblastos, o extrato
hexanico foi significativamente superior ao extrato etandlico em trés concentragdes
testadas, porém a maior taxa atingida pelo mesmo foi de 16,9 £ 1,2% quando avaliado

na concentracao de 50 pg/mL (Figura 8B).
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Figura 8. Efeito citoprotetor do extrato etandlico e hexanico de Heteropterys
brasiliensis em macrofagos RAW 264.7 (A) e fibroblastos NIH/3T3 (B). Controle
positivo: células + meio de cultivo sem tratamento com peroxido de hidrogénio. Os
resultados apresentam a média + desvio padrao e letras diferentes representam
diferenca estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-hoc de
Tukey).

4.4.3. Potencial cicatrizante in vitro do extrato por scratch assay

O extrato etandlico de H. brasiliensis foi 0 mais promissor na proliferacéo
celular. Desta forma, este foi escolhido para analisar a migragao dos macréfagos RAW
264.7 e fibroblastos NIH/3T3 por scratch assay. As figuras 9 e 10 apresentam os

resultados obtidos através desse ensaio durante um periodo de 24 horas.
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Em macréfagos RAW 264.7, ndo houve diferenga estatistica entre o controle
de meio de cultura contendo mitomicina C 10 ug/mL e células (controle positivo) e
controle contendo meio de cultura, mitomicina C 10 ug/mL com DMSO 0,8% e células
(controle negativo). Dessa forma, é possivel determinar que o DMSO na mesma
concentracao utilizada para solubilizar os extratos, néo interferiu na migragao celular.
O extrato nas concentragdes de 200 ug/mL e 400 ug/mL foi significativamente superior
na taxa de migragdo quando comparado aos controles. O extrato em 200 pg/mL teve
uma taxa de migracdo de 13,9% + 0,6% e 49,8 £ 4,2% nos tempos 8h e 24h,
respectivamente. Os melhores resultados foram obtidos em 400 pg/mL, na qual a taxa
de migracgao foi de 30,5 + 1,8% e 87,3 + 7,2% respectivamente os tempos de 8h e 24h
(Figura 9).
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Figura 9. Efeito do extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis sobre a taxa de
migragado celular de macrofagos RAW 264.7. Controle positivo: meio de cultura +
células + mitomicina C. Controle negativo: meio de cultura + células + mitomicina C +
DMSO 0,8%. Os resultados apresentam a média + desvio padrao e letras diferentes
representam diferenga estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-
hoc de Tukey).

A figura 10 apresenta o resultado da migragao de fibroblastos quando tratados

com o extrato etandlico nas concentragdes de 200 ug/mL e 400 ug/mL. Assim como
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em macréfagos, nesta linhagem celular ndo houve diferenca entre os controles. E
possivel notar uma relagao dose-resposta na migragao celular, de forma que a maior
concentracao testada apresentou o melhor resultado. Em 24h de tratamento o extrato
demonstrou taxa de migracéo de 74,9 £ 0,1% em 200 pg/mL, ja na concentragéo de
400 pg/mL a taxa foi de 91,7 + 1,9%. Logo, o tratamento utilizando extrato foi capaz
induzir a migragcao de forma a encobrir praticamente toda a fenda realizada pelo

ensaio de arranhadura.
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Figura 10. Efeito do extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis sobre a taxa de
migracéo celular de fibroblastos NIH/3T3. Controle positivo: meio de cultura + células
+ mitomicina C. Controle negativo: meio de cultura + células + mitomicina C + DMSO
0,8%. Os resultados apresentam a média * desvio padrdo e letras diferentes
representam diferenga estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-
hoc de Tukey).
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4.4.4. Toxicidade dérmica aguda

A aplicacgao topica da pomada a base do extrato etandlico de H. brasiliensis
na concentracdo de 10% nao demonstrou nenhuma reacdo adversa na pele do
camundongo, ou seja, irritagdo, edema, prurido e eritema, em relagdo aos grupos
controles. Também ndo foram observados sinais de toxicidade ou alteragdes
comportamentais, como tremores, diarreia, convulsdes, irritabilidade, contor¢des

abdominais e problemas de locomogéo (Tabela 2).

Tabela 2. Irritacdo dérmica aguda da pomada contendo o extrato de Heteropterys

brasiliensis na concentragéo de 10%

Toxicidade* 12h 24h
Locomocéo 4 4
frequéncia respiratoria e cardiaca 4 4
Ronco e chiado 4 4
Cianose, ptose, tremor vocal 4 4
Irritabilidade, autolimpeza, piloereg¢ao 4 4
Diarréia, salivagao, lacrimejamento 4 4
Mudanc¢a no ténus muscular 4 4
Hipnose, convulsées, ataxia 4 4
Excitabilidade do sistema nervoso 4 4
Tremores, contorgdes abdominais 4 4
Miccao, defecaciao e morte 4 4

*valor que representa a normalidade de acordo com a toxicologia n&o clinica e os estudos de seguranca
farmacoldgica necessaria para o desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2013).

4.4.5. Area e indice de contragio da ferida

Nao houve nenhum sinal de infecgdo nas feridas durante todo o processo
experimental. Os animais permaneceram saudaveis, sem perda de peso, alertas e se
alimentando normalmente. A partir do terceiro dia de tratamento houve a formacao de
crosta nas feridas em todos os grupos experimentais. Animais tratados com a pomada
nas concentragdes de 5% e 10% tiveram crosta mais expressa e de cor escura até o
oitavo dia de tratamento. A pigmentacdo advinda do proprio extrato que compode a
pomada pode ter contribuido para a coloracdo mais escura (Figura 11C).



51

No décimo segundo dia apds a lesao, a area da ferida foi significativamente
menor nos grupos tratados com sulfadiazina de prata (G2), pomada a base do extrato
5% (G3) e 10% (G4) em comparagao com o grupo controle utilizando apenas o veiculo
(G1). No mesmo periodo, a pomada contendo o extrato 5% (G3) apresentou uma area
menor em comparagao a todos os grupos. A pomada do extrato 10% (G4) e
sulfadiazina de prata (G2) foram estatisticamente iguais para este mesmo tempo de
observagao (Figura 11A).

A figura 11B apresenta os resultados obtidos para o indice de contragao da
ferida. No terceiro dia, as feridas foram reduzidas em 7,6 + 1,6%, 14,6 + 2,3%, 18,7
0,9% e 13,9 = 2,4% respectivamente para G1, G2, G3 e G4. No oitavo dia, o maior
indice de contracdo foi observado na pomada contendo o extrato 5% (G3) (39,6
1,6%). A pomada a base do extrato 10% (G4) teve significativamente a mesma taxa
de contragao do que grupo de controle positivo (G2). As mais altas taxas de contracao
da ferida foram observadas no décimo segundo dia nos grupos G3 (93,3 £ 3,2%),
seguido dos grupos G2 e G4 (74,6 + 2,3% e 78,9 £ 2,7%, respectivamente). A menor
taxa de contracao foi observada no controle negativo (G1) com 39,4 + 3,5% no mesmo

tempo experimental.
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Figura 11. Evolugdo do processo de cicatrizagcdo de feridas induzidas em
camundongo n&o tratados e tratados com a pomada contendo extrato etandlico de
Heteropterys brasiliensis nos tempos 0, 3, 8 e 12 dias. A - Area total da ferida (cm?).
B — indice de contragdo da ferida (%). C — Imagens representativas das feridas
induzidas em camundongos. G1 - Grupo controle com veiculo usado para o preparo
da pomada; G2 - Grupo controle com pomada sulfadiazina de prata; G3 - Grupo
tratamento pomada 5%; G4 - Grupo tratamento pomada 10%. Os resultados
apresentam a média + desvio padrdo de 6 animais em cada grupo. Letras diferentes
representam diferenga estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-
hoc de Tukey).

4.4.6. Analise histologica

Os resultados histopatolégicos mostraram que a pomada 10% (G1), foi

significativamente superior a pomada 5% (G3), seguida do controle positivo (G2) e
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controle negativo (G1) quanto a celularidade nos tempos 3 e 8 dias ap6s a indugao da
ferida. Em 12 dias, a celularidade foi superior no grupo controle positivo ao passo que
nos demais grupos nao houve diferencga significativa entre eles em relagdo ao numero

total de células (Figura 12).
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Figura 12. Efeito da pomada contendo extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis
sobre o percentual de celularidade nos tempos 0, 3, 8 e 12 dias. G1 - Grupo controle
com veiculo usado para o preparo da pomada; G2 - Grupo controle com pomada
sulfadiazina de prata; G3 - Grupo tratamento pomada 5%; G4 - Grupo tratamento
pomada 10%. Os resultados apresentam a média £ desvio padrdo de 6 animais em
cada grupo. Letras diferentes representam diferenga estatisticamente significante

(ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

O grupo pomada a base do extrato 10% (G4) apresentou aumento significativo
no percentual de vasos sanguineos no oitavo dia apos indugdo da ferida em
comparagao com os outros grupos experimentais. Ja no décimo segundo dia néo
houve diferenga entre os grupos controle positivo (G2), pomada do extrato 5% (G3) e
pomada do extrato 10% (G4), porém foram superiores ao controle negativo (G1) para

o mesmo tempo de analise (Figura 13).



54

5

= 4+ 2

: -

£ 31 a I . - G
EI' . -Elb'l' T 4 ? G2
5 5 - c A mE G3
o c G4
T 4

> T T T

dias

Figura 13. Efeito da pomada contendo extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis
sobre o percentual de vasos sanguineos nos tempos 0, 3, 8 e 12 dias. G1 - Grupo
controle com veiculo usado para o preparo da pomada; G2 - Grupo controle com
pomada sulfadiazina de prata; G3 - Grupo tratamento pomada 5%; G4 - Grupo
tratamento pomada 10%. Os resultados apresentam a média + desvio padrao de 6
animais em cada grupo. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significante (ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

4.4.7. Anadlises hematoldgicas

As analises hematoldgicas do sangue dos camundongos foram realizadas nos
tempos 3, 8 e 12 dias apds inducéo das feridas. A avaliagao de leucdcitos mostrou
que nao houve diferenga entre os grupos experimentais nos 3 tempos de analise
(Figura 14B). Houve uma diminuigdo nas hemacias e plaquetas para o grupo pomada
contendo extrato de H. brasiliensis 5% (G3) no décimo segundo dia pés-lesdo. Para
os demais grupos experimentais nao houve diferenga significativa com relacdo ao
tempo e tratamentos (Figura 14A e 14B).
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Figura 14. Analise hematoldgica dos animais durante o tratamento das feridas com a
pomada contendo extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis nos tempos 3, 8 e 12
dias. A - Hemacias (milhdes/mm?3). B — Leucdcitos (mil/ mm?). C — Plaquetas (mil/mm?3).
G1 - Grupo controle com veiculo usado para o preparo da pomada; G2 - Grupo
controle com pomada sulfadiazina de prata; G3 - Grupo tratamento pomada 5%; G4 -
Grupo tratamento pomada 10%. Os resultados apresentam a média + desvio padrao
de 6 animais em cada grupo. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente

significante (ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

4.5. Perfil oxidativo tecidual

O perfil oxidativo tecidual foi determinado através da avaliagdo de marcadores
de estresse oxidativo (6xido nitrico e malondialdeido) e atividade de enzimas
antioxidantes (catalase, glutationa S-transferase e superdxido dismutase). As taxas
de malondialdeido (MDA) foram significativamente maiores para o controle contendo
apenas o veiculo (G1) nos tempos 3, 8 e 12 dias pds-lesdo. No terceiro e décimo
segundo dia ap6s a inducao das feridas, os menores valores de MDA foram notados

para o controle positivo (G2) e pomada a base do extrato 10% (G4) (Figura 15).
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Figura 15. Efeito da pomada contendo extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis
sobre a concentragao tecidual de malondialdeido (MDA) (umol/L/mg de proteina) nos
tempos 0, 3, 8 e 12 dias. Os resultados apresentam a média * desvio padrdo de 6
animais em cada grupo. G1 - Grupo controle com veiculo usado para o preparo da
pomada; G2 - Grupo controle com pomada sulfadiazina de prata; G3 - Grupo
tratamento pomada 5%; G4 - Grupo tratamento pomada 10%. Letras diferentes
representam diferencga estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-

hoc de Tukey).

Os niveis de oOxido nitrico nas amostras de pele dos camundongos
eutanasiados nos dias 3, 8 e 12 apds a indugao da ferida foi significativamente
superior no grupo experimental pomada com o extrato 10% (G4) no terceiro e oitavo
dia pos-lesdo. No décimo segundo dia, os niveis de 6xido nitrico de G4 reduziram,
sendo significativamente igual ao controle positivo (G2). O tratamento com a pomada
do extrato a 5% (G3) foi estatisticamente igual ao controle positivo (G2) nos tempos 3

e 8 dias pos-lesao (Figura 16).
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Figura 16. Efeito da pomada contendo extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis
sobre a concentracgao tecidual de 6xido nitrico (umol/L) nos tempos 0, 3, 8 e 12 dias.
Os resultados apresentam a média £ desvio padrao de 6 animais em cada grupo. G1
- Grupo controle com veiculo usado para o preparo da pomada; G2 - Grupo controle
com pomada sulfadiazina de prata; G3 - Grupo tratamento pomada 5%; G4 - Grupo
tratamento pomada 10%. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente

significante (ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

A atividade de catalase teve seu nivel aumentado no terceiro dia apds a
inducdo da ferida. Para este tempo, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos com sulfadiazina de prata (G2), pomada contendo o extrato de H.
brasiliensis 5% (G3) e pomada do extrato 10% (G4). No oitavo dia pds-lesao, nota-se
um aumento mais significante no nivel de catalase nos grupos G3 e G4. Ao final do
tratamento, décimo segundo dia, o maior nivel de catalase foi notado em G3. Os
grupos experimentais G2 e G4 foram significativamente iguais para este mesmo
periodo. Em todos os tempos de anélise o grupo controle negativo (G1) apresentou

0s menores niveis de catalase (Figura 17).
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Figura 17. Efeito da pomada contendo extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis
sobre atividade da enzima catalase (CAT) (U/mg de proteina) nos tempos 0, 3, 8 e 12
dias. Os resultados apresentam a média £ desvio padrao de 6 animais em cada grupo.
G1 - Grupo controle com veiculo usado para o preparo da pomada; G2 - Grupo
controle com pomada sulfadiazina de prata; G3 - Grupo tratamento pomada 5%; G4 -
Grupo tratamento pomada 10%. Letras diferentes representam diferenga

estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

Na figura 18 estdo apresentados os resultados obtidos na determinagao de
superéxido dismutase (SOD). Os niveis de SOD foram mais elevados no oitavo dia
apo6s a indugao da ferida, na qual para o tratamento com a pomada do extrato na
concentragao de 10% (G4) o nivel foi de 52 + 0,8 U/mg de proteina e o segundo maior
valor obtido foi para o tratamento com a pomada 5% (G3) com 44,2 + 1,2 U/mg de

proteina.
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Figura 18. Efeito da pomada contendo extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis
sobre atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) (U/mg de proteina) nos
tempos 0, 3, 8 e 12 dias. G1 - Grupo controle com veiculo usado para o preparo da
pomada; G2 - Grupo controle com pomada sulfadiazina de prata; G3 - Grupo
tratamento pomada 5%; G4 - Grupo tratamento pomada 10%. Os resultados
apresentam a média + desvio padrdo de 6 animais em cada grupo. Letras diferentes
representam diferencga estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-

hoc de Tukey).

A figura 19 apresenta os resultados obtidos na determinagao de glutationa S-
transferase (GST). No terceiro dia apos indugédo da lesdo, o maior nivel de GST foi
observado para o tratamento com a pomada a base do extrato na concentracédo de
10% (G4), seguida do grupo controle positivo (G2). O tratamento com a pomada 5%
(G3) foi estatisticamente igual ao controle negativo (G1) para este mesmo tempo de
analise. No oitavo dia pds-lesdo, os niveis de GST foi maior para o G3, seguido de
G4, G2 e G1. No décimo segundo dia, o nivel mais elevado foi determinado em G4,

ao passo que G2 e G3 foram significativamente iguais.
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Figura 19. Efeito da pomada contendo extrato etandlico de Heteropterys brasiliensis
sobre atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) (U/mg de proteina) nos
tempos 0, 3, 8 e 12 dias. Os resultados apresentam a média * desvio padrao de 6
animais em cada grupo. G1 - Grupo controle com veiculo usado para o preparo da
pomada; G2 - Grupo controle com pomada sulfadiazina de prata; G3 - Grupo
tratamento pomada 5%; G4 - Grupo tratamento pomada 10%. Letras diferentes
representam diferencga estatisticamente significante (ANOVA seguida pelo teste post-

hoc de Tukey).
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5. DISCUSSAO

O retardo no processo de cicatrizagao de feridas € uma das intercorréncias
mais criticas que afeta negativamente a qualidade de vida dos pacientes e impde
maiores gastos hospitalares (RAZIYEVA et al., 2021). Além disso, 0s processos
infecciosos causados por patégenos € um dos fatores agravantes para o atraso na
cicatrizacdo e tem se tornado uma séria ameaga a vida humana (FARAHANI et al.,
2020). Esse evento ocorre, pois, quando uma pele é lesionada o tecido danificado
perde sua fungao primaria como barreira protetora e torna propensa as infecgdes
induzidas por bactérias como, E. coli, S. aureus e Streptococcus pyogenes (S.
pyogenes). Desta forma, a busca por extratos vegetais que apresentem capacidade
antibacteriana torna-se altamente atraente em pesquisas que visam o tratamento de
feridas cutaneas (ZHANG et al., 2021).

Na avaliagdo da atividade antibacteriana dos extratos de H. brasiliensis,
embora tenha-se resultados relevantes para todas as espécies bacterianas testadas,
observou-se os menores valores de CIM, ou seja, uma melhor atividade
antibacteriana, para isolados bacterianos de S. aureus tanto no extrato hexanico
quanto no extrato etandlico. Essa variacdo de CIM pode ser atribuida a composicéo
da parede celular das bactérias testadas. As bactérias gram negativas, como E. coli,
tém uma estrutura de parede celular compreendendo duas camadas de membrana
lipidica flanqueando de cada lado de uma fina camada de peptidoglicano. Em
contrapartida, as bactérias gram positivas, como S. aureus, apresentam uma camada
mais espessa de peptidoglicano no espacgo periplasmatico da membrana celular
(CHINNASAMY et al., 2019). Consequentemente, os compostos ativos presentes nos
extratos de H. brasiliensis podem ter sido capazes de penetrar com maior facilidade a
parede celular de S. aureus e desta forma, inviabilizar mais eficientemente essas
bactérias.

Além do efeito antibacteriano, para que uma formulagdo seja considerada
preferida para cicatrizagao de feridas a mesma deve inibir a superproducao de radicais
livres e a secreg¢ao de longo prazo de citocinas pro-inflamatérias no tecido da ferida,
independentemente se a formulagcdo € constituida por produtos naturais e/ou
compostos sintéticos (AHMADIAN et al., 2021). Este fator esta relacionado a primeira
e essencial fase do processo de cicatrizacdo de feridas que é a fase inflamatéria.

Iniciada durante a hemostasia, esta etapa € caracterizada pelo influxo de células



62

inflamatdrias, acumulo de mediadores lipidicos e inflamatérios como citocinas, e
liberacdo de enzimas de degradacao da matriz extracelular (RODRIGUES et al.,
2019). Um processo inflamatério localizado e adequadamente controlado atua como
um gatilho para as fases proliferativa e de remodelagao. Por outro lado, as respostas
inflamatdrias descontroladas ou prolongadas levam ao comprometimento das fases
subsequentes do processo de cicatrizacdo da ferida (HOLL et al., 2021). Nesse
processo, o NO é uma potente molécula pré-inflamatéria que causa vasodilatacao e
migragdo celular (GARCIA-ARANDA et al., 2020). Portanto, a redugdo do NO pode
ser um bom alvo terapéutico para reduzir uma longa resposta inflamatéria e
consequentemente promover a cicatrizacao eficiente de feridas (CHANIAD et al.,
2020). Assim, no presente estudo, a atividade anti-inflamatoria dos extratos de H.
brasiliensis foi determinada em macréfagos RAW 264.7 induzidos por LPS, uma
importante endotoxina capaz de aumentar fortemente a reposta imunolédgica e a
producdo de NO (SIMPSON & TRENT, 2019; VAN EEDEN et al., 2020; YU et al.,
2019). Os resultados revelaram que ambos os extratos reduziram a produgéo de o6xido
nitrico de forma dose-dependente. Sendo que, o extrato hexanico apresentou uma
maior taxa de reducdo de NO quando comparado ao extrato etandlico para todas as
concentragdes testadas.

Outro parametro que foi utilizado para determinar o potencial anti-inflamatoério
dos extratos in vitro é a avaliagao da inibicdo de desnaturacao de proteina. Os extratos
de H. brasiliensis atuaram como fortes inibidores da desnaturacao da albumina bovina
apo6s tratamento com calor. O extrato hexanico chegou a taxa de inibicao de 99,3 *
0,81% e 98,56 + 0,92% para as concentracbes de 5 mg/mL e 2,5 mg/mL,
respectivamente. Valores muito semelhantes ao controle positivo utilizado
(diclofenaco de sodio) com 99 + 0,91% e 98 + 1,1%, para respectivamente as mesmas
concentracdes. A desnaturacdo de proteinas € uma causa bem documentada de
inflamacao (GOVINDAPPA et al.,, 2011). Anteriormente, também com intuito de
determinar o potencial anti-inflamatorio, varios pesquisadores analisaram o efeito de
diferentes partes de plantas na desnaturagao de proteinas, por exemplo, o extrato
aquoso de Malvastrum coromandelianum em albumina do ovo (YADAY & MOHITE,
2020), extratos de folhas de Moringa oleifera em albumina bovina (SALEEM et al.,
2020) e os extratos alcodlicos de flores de Cocos nucifera também em albumina
bovina (SELVAKUMAR et al.,, 2022). Além disso, ja foi comprovado que anti-

inflamatdérios n&o esteroidais convencionais como, fenilbutazona e indometacina além
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de inibirem a produg¢ao enddgena de prostaglandinas, bloqueando as enzimas COX-
1 e COX-2, também previnem a desnaturagao de proteinas (YESMIN et al.,2020). No
entanto, o mecanismo real pelo qual a desnaturagao proteica se relaciona ao processo
inflamatorio ainda n&o estda bem estabelecido. Foi sugerido que quando ndo ha
desnaturacado de proteinas, ha uma maior estabilizacdo das membranas celulares.
Desta forma, foi proposto que os extratos podem inibir a liberagdo dos constituintes
lisossébmicos dos neutrofilos no local da inflamacéo. Os constituintes lisossémicos séo
enzimas bactericidas e proteinases que, apos a liberacdo extracelular, aumentam a
inflamacéao e dano tecidual (GUNATHILAKE et al., 2018).

Durante o dano tecidual, como na ferida, baixos niveis de espécies reativas
de oxigénio (ERO) sao favoraveis a cicatrizagdo eficiente, uma vez que a migragéo
celular e formagdo de novos vasos sanguineos sao estimulados (XU et al., 2020).
Porém, altas e sustentadas taxas de ERO leva ao estresse oxidativo prejudicando o
reparo de feridas causando o comprometimento das fung¢des dos fibroblastos e
queratinécitos. Portanto, manter o equilibrio de redox nas células, ou seja, alcancar
efetivamente o efeito antioxidante é necessario para o bom processo de cicatrizacio
(DUNNILL et al., 2017). Enzimas antioxidantes sdo responsaveis por controlar ERO
na cicatrizagao de feridas (SARANDY et al., 2022). Neste estudo, foram avaliados in
vivo a atividade antioxidante das pomadas de H. brasiliensis através da determinagao
da concentragdo de importantes enzimas antioxidantes celulares, superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) e dos marcadores
malondialdeido (MDA) e 6xido nitrico (NO) (SARANDY et al., 2022; SAXENA et al.,
2022; STEPHENIE et al., 2020; TUZET et al., 2019).

O extrato etandlico das folhas de H. brasiliensis apresentou uma atividade
antioxidante in vivo, corroborando com os resultados obtidos no ensaio in vitro. No
oitavo dia apos a indugao da lesao os resultados mostraram um aumento significativo
de SOD, CAT e GST evidenciando o efeito antioxidante para ambas as pomadas de
H. brasiliensis e consequentemente um auxilio na cicatrizagdo das feridas. Outro
importante marcador de estresse oxidativo avaliado foi a producdo de MDA, um
produto final bem conhecido da peroxidacao lipidica, que tem sua concentragao
diretamente regulada em resposta ao aumento da quantidade de radicais livres
(ALIZADEH & KHEIROURI, 2019). As taxas de MDA das pomadas contendo o extrato
etandlico de H. brasiliensis foram inferiores ao tratamento contendo apenas o veiculo

da pomada para todos os tempos experimentais.
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Adicionalmente, o perfil oxidativo foi avaliado pela determinagdo de NO, os
resultados obtidos mostraram os niveis mais evidentes no tratamento com a pomada
de H. brasiliensis a 10% no terceiro e oitavo dia apos a inducéo da ferida. O NO pode
atuar na reducao da oxidacao, atuando na inibigao de reagdes de peroxidacao lipidica
e oxidacgao de lipoproteinas (HUMMEL et al., 2006). Desta forma, foi possivel notar a
eficiéncia da pomada de H. brasiliensis no controle do estresse oxidativo. Embora os
resultados obtidos na determinacdo de NO parecam ser contraditorios, visto que in
vitro houve uma diminui¢do de NO na atividade anti-inflamatéria e in vivo um aumento
do mesmo na atividade antioxidante. O NO apresenta uma diversidade quimica muito
grande e consequentemente uma variabilidade na atividade biolégica, dado que o NO
pode ser um sinalizador, uma molécula, uma toxina, um pro-oxidante e um
antioxidante dependendo das condi¢des do meio (HUMMEL et al., 2006). Assim, essa
contradicao nos resultados da quantificacdo de NO in vitro e in vivo se justifica, uma
vez que houve uma diferenca no tempo de analise, além do modelo animal existir uma
complexidade das vias atuantes no processo de cicatrizacao.

Outras espécies do género Heteropterys ja foram descritas por apresentarem
atividade antioxidante. Galvdo e colaboradores (2011) investigaram o efeito do

tratamento oral com o extrato de Heteropterys aphrodisiaca sobre a memdéria de ratos

e a atividade antioxidante pela determinagdo de MDA. Os resultados demostraram
uma melhora do aprendizado e memoéria dos animais tratados com o extrato, além de
uma atividade antioxidante. Mattei e colaboradores (2001) pesquisaram os efeitos dos

extratos de H. aphrodisiaca nas defesas antioxidantes dos cérebros de ratos. Os

niveis de SOD foram aumentados nos animais tratados, porém as enzimas
antioxidantes CAT e GST nao apresentaram valores significativos com os
tratamentos. Os relatos do efeito antioxidante de outras espécies do género
corroboram com os dados obtidos para os extratos de H. brasiliensis.

Quanto ao efeito cicatrizante propriamente dito, foi inicialmente utilizado uma
analise in vitro para dar prosseguimento com os experimentos in vivo, visto que os
estudos utilizando analises in vitro sdo uma ferramenta muito importante para ajudar
a direcionar os estudos in vivo (JAMIESON et al., 2017). O teste de viabilidade celular
possibilita a avaliacdo do efeito citotdéxico ou proliferativo quando células sao
submetidas ao tratamento em diferentes concentracbes de um determinado

composto/extrato (ADAN et al., 2016). Os resultados obtidos demostraram que os
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extratos hexanico e etandlico de H. brasiliensis contribuiram para a proliferagao celular
tanto em fibroblastos quanto em macroéfagos, sendo que a maior taxa de proliferagéo
foi observada no extrato etandlico na maior concentragdo testada (400 pg/mL). A
proliferagdo in vitro dessas linhagens celulares s&o importantes indicadores da
atividade cicatrizante in vivo de espécies vegetais (DINDA et al., 2016; MHLONGO et
al., 2022). Os fibroblastos apresentam um papel fundamental na contragao da ferida,
exercendo estresse na matriz extracelular circundante e estimulando a secrecao de
proteinas da matriz extracelular, como o colageno (THEOCHARIS et al., 2019). Os
macrofagos sao células do sistema imunoldgico que atuam na coordenagdo de
processos inflamatorios, proliferativos e angiogénicos (KIM et al., 2019). Apesar dos
extratos contribuirem de forma significativa para a proliferagdo celular, ndo foi
observado um elevado efeito citoprotetor para as linhagens celulares testadas. Os
achados na atividade antioxidante in vitro e proliferacdo celular de fibroblastos e
macrofagos foram determinantes para o prosseguimento das analises utilizando
apenas o extrato etandlico.

O método de scratch assay foi utilizado para a determinagdo da taxa de
migracao celular de fibroblastos NIH/3T3 e macréfagos RAW 264.7. O método se trata
de uma técnica in vitro importante para avaliar compostos terapéuticos antes do uso
clinico, em especial na busca de terapias que auxiliem no processo de cicatrizagédo de
feridas (BOBADILLA et al.,, 2019). Neste ensaio, as células foram tratadas com
mitomicina C juntamente com o extrato etandlico de H. brasiliensis nas concentracdes
de 200 pg/mL e 400 pg/mL. A utilizagdo da mitomicina C garante a inibicdo da
proliferacdo das células, possibilitando a analise apenas da taxa de migracao celular
(BLAKE et al., 2006). Os resultados mostraram que o extrato etandlico foi capaz de
acelerar o processo migratério, chegando a encobrir quase que a totalidade da fenda
realizada apés 24h com o tratamento na maior concentracdo (400 pg/mL). E sabido
que durante a cicatrizacdo de feridas a migracao de células, em especial de
fibroblastos é fundamental para o reparo da ferida (SAHELI et al., 2020). Desta forma,
a notdéria migragdo das linhagens celulares testadas quando tratadas com H.
brasiliensis possibilitou inferir um grande potencial cicatrizante e o prosseguimento
para os testes in vivo.

Na analise do processo de cicatrizagao de feridas in vivo, foi possivel notar
que as pomadas de H. brasiliensis atuaram na contragao das feridas e auxiliaram na

proliferacao celular. Saiko e colaboradores (2020) afirmam que o indice de contragao
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da ferida € um bom indicador de cicatrizagao potencial. Dey e colaboradores (2019)
retrataram em sua pesquisa que compostos presentes em extratos vegetais podem
aumentar a contragao da ferida e taxa de epitelizacédo através de suas propriedades
anti-inflamatdérias, antimicrobianas e efeitos antioxidantes. No terceiro e oitavo dia
ap6s indugao da ferida foram observados um aumento da celularidade e vasos
sanguineos nos tratamentos utilizando a pomada contendo H. brasiliensis 5% e 10%.
Este evento é um indicativo que o processo de cicatrizagdo nos animais esta na fase
de proliferagdo, caracterizada pelo aumento do numero de células, principalmente
fibroblastos, bem como vascularizagdo e sintese de fibras de colageno
(SUBRAMANIAM et al., 2016). No décimo segundo dia pos-ferida, observou-se uma
diminuicdo de vasos sanguineos e celularidade, demonstrando que a ferida esta em
processo de maturagdo (SARANDY et al., 2022).
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6. CONCLUSAO

Os extratos hexanico e etandlico da planta Heteropterys brasiliensis
apresentaram atividade antibacteriana para bactérias gram-positivas e gram-
negativas. A atividade anti-inflamatoria in vitro foi demonstrada nos dois extratos
testados, com melhores resultados para o extrato hexanico. O potencial cicatrizante
foi notado in vitro pela proliferagdo e migragcéo de células envolvidas no processo de
cicatrizacdo, sendo o extrato etandlico com uma maior taxa de proliferacdo de
fibroblastos e macréfagos. A analise in vivo corroborou com os resultados obtidos in
vitro, as pomadas contendo o extrato etandlico auxiliaram na contragao da ferida,
aumento de vasos sanguineos e celularidade, principalmente na formulagao contendo
5% (m/m) do extrato. A atividade antioxidante tecidual foi notéria nas lesdes tratadas
com as pomadas de H. brasiliensis. Por fim, o efeito anti-inflamatorio, antibacteriano
e antioxidante de H. brasiliensis foram favoraveis na cicatrizagao de feridas cutaneas
induzidas em camundongos, além dos extratos auxiliarem no processo de cicatrizagcao

propriamente dito.
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ANEXO A

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o processo n°
35/2021, intitulado “Atividade cicatrizante in vitro e em feridas cutaneas induzidas em
ratos de extratos de plantas da mata atlintica e cerrado”, coordenado pela
professoraMarisa Nogueira Diaz do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
estd de acordo com a Legislagdao vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as
Resolucdes Normativaseditadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de
Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as
Diretrizes da Pratica de Eutanésia preconizadas pelo CONCEA/MCTIC, portanto sendo

aprovado por esta Comissao em 28/05/2021, com validade de 2 anos.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number 35/2021,
named “Healing activity in vitro and in skin wounds induced in rats from plant
extracts from the Atlantic and Cerrado forests”, is in agreement with the a actual
Brazilian legislation ( Let N° 11.794, 2008, Normative Resolutions edited by
CONCEA/MCTIC, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of
Animals for Scientific and the Guidelines of Practice the Euthanasia recommended by
CONCEA/MCTIC therefore being approved by theCommittee on May 28, 2021 valid for 2

years.
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