. 2d 42 Encontro Nacional de Quimica e Sustentabilidade

dEN uLs, 5a 7 de junho de 2024

s Teresina - Pl
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ACAO CICATRIZANTE IN VIVO
DE CREME A BASE DO EXTRATO ETANOLICO E FRACOES DAS
FOLHAS DA Platonia insignis Mart.

Jorge M. M. Albuquerque'; Adna M. O. Silva'; Savio R. Soares'; Girlene S. de Figueirédo?;
Ticiano G. do Nascimento®; Johnnatan D. de Freitas*; Marly L. de Oliveira'; Gerardo M.
Vieira Junior’; Sdmya D. L. de Freitas®; Valdiléia T. Uchda'

'Departamento de Pés-Graduacdo em Quimica, Universidade Estadual do Piaui — UESPI, Campus Torquato
Neto, 2231, Piraja, Teresina, Piaui, Brasil.

’Departamento de Parasitologia e Microbiologia, Universidade Federal do Piaui — UFPI, Campus Ministro
Petronio Portella, Ininga, Teresina, Piaui, Brasil.

*Departamento de Farmdcia, Universidade Federal de Alagoas — UFAL, Campus Tabuleiro dos Martins,
Maceio, Alagoas, Brasil.

‘Departamento de Quimica, Instituto Federal de Alagoas — IFAL, Campus Centro, Maceid, Alagoas, Brasil.

’Departamento de Pés-Graduagdo em Quimica, Universidade Federal do Piaui — UFPI, Campus Ministro
Petronio Portella, Ininga, Teresina, Piaui, Brasil.

Palavras-Chave: Cicatrizacdo, In Vivo, Antibacteriana.

Introduciao

A cicatrizagdo constitui conjunto dinamico de alteragdes teciduais importantes na
manuten¢do da integridade do organismo, que envolve inflamag¢do, quimiotaxia, proliferacao
celular, diferenciacdo e remodelacao (Leite et al., 2012). Portanto, a cicatrizagdo surge como
resposta tecidual as lesdes, sejam induzidas por traumatismo ou por procedimentos cirirgicos.
E componente necessario ao processo de reparagdo, por proporcionar os mecanismos pelos
quais o tecido lesado € preparado para a reconstrucdo (Garros et al., 2006).

No Brasil, o Ministério da Saude vem criando meios de inclusdo de tratamentos
complementares no sistema oficial de saide, como por exemplo, a criacdo da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) em 2006 e a adogdo pelo Sistema
Unico de Satde (SUS) da resolugdo da diretoria colegiada nimero 10/2010 que lista plantas
medicinais com acdes terapéuticas comprovadas na saide humana. (Piriz et al, 2014)

Viérios foram os fitoterapicos testados e usados no processo de cicatrizacao de feridas
cutaneas que se mostraram promissoras. A Aloe vera (babosa) foi eficaz no tratamento de
feridas cutaneas abertas em ratos diabéticos e normais (Contrera et al., 1985). O uso topico da
solucdo de Papaina a 2% também apresentou bons resultados em feridas cutaneas abertas em
ratos (Sanchez et al., 1993). A emulsdo contendo o polissacarideo de Anacardium ocidentalle
(caju) teve resultados satisfatorios como cicatrizante em lesdes cutaneas de camundongos
(Schirato et al, 2006). O extrato das folhas de Crajiru (Arrabidaea chica Verlot) apresentou
acdo cicatrizante em estudos in vitro e in vivo (Jorge et al, 2008; Aro et al, 2013).

A Platonia insignis Mart., ¢ uma grande arvore da familia das Clusidceas. E nativa
das regides das Guianas, do Brasil, Paraguai e partes da Colombia. No Brasil ¢ conhecida
popularmente por bacuri ou bacurizeiro e ¢ uma espécie frutifera que se destaca por sua
importancia economica para as regides Norte e Nordeste, considerada relevante para o manejo
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e para o desenvolvimento sustentavel. O 6leo das sementes do bacuri ¢ utilizado como
matéria prima para produgdo de sabdo, para o tratamento de varias doengas de pele e para a
manipulagdo de remédios cicatrizantes para ferimentos de animais (LIMA, 2007). Pesquisas
tém demonstrado interesse crescente sobre P. insignis e suas partes, na intencao de comprovar
seus efeitos biologicos.

A acdo cicatrizante relatada na literatura pode ser justificada pela presenga de algumas
substancias, como os taninos, que sdo substincias corantes (avermelhadas) e adstringentes
que atuam eliminando a 4gua intracelular e formando um revestimento protetor pela
precipitacdo das proteinas no leito lesionado, pela formag¢do complexa de tanino-proteina
(Veras e Morais, 2004). Criando uma camada protetora no leito da ferida, evitando assim a
multiplicagdo bacteriana, favorecendo a reparagdo tecidual pela reestruturacao do epitélio,
estimulando a angiogénese, diminuindo a permeabilidade e exsudagdo da ferida e ainda
estimulando os miofibroblastos, fundamentais na cicatrizagdo (Joshi e Joshi, 2000). Em
estudos fitoquimicos realizados com P. insignis indicam-se que o extrato alcoolico da casca do
fruto e do Latex (resina) presente também na casca, demostrou ocorréncia metabolica
secundarias: fenois, taninos, chalconas, flavanoides, antocianinas e triperpendides. Estes
compostos secundarios sdo as substancias responsaveis por esta gama de beneficios na
medicina popular e atividades farmacologicas.

Diante desta perspectiva e com crescente uso popular de P. insignis despertou um
grande interesse no desenvolvimento dessa pesquisa, que tem como objetivo principal avaliar
a eficicia do extrato etanolico e fragdes a partir das folhas de P. insignis o seu potencial
cicatrizante empregando testes experimentais, in vivo. Os resultados obtidos possibilitardao
aprofundar o conhecimento sobre a eficicia dessas ferramentas visando sua aplicacdo na
pratica clinica, bem como evidenciar a importdncia da utilizacdo de novos cicatrizantes
bioldgicos para o tratamento de lesdes da pele.

Material e Métodos
Coleta do material vegetal

Inicialmente, foi realizado o cadastro na plataforma do Sistema Nacional de Gestao
do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN, sob o nimero
ACB65D0. As folhas de P. insignis foram coletadas no més setembro, na cidade de Timon no
Maranhdo, Brasil, nas seguintes coordenadas (04° 50’ 56,6” S 042° 05’ 04,8” W). Uma
exsicata foi depositada no Herbario Graziela Barroso — UFPI, sob o registro TEPB 31.718.

Preparacao do extrato

As folhas (794 g) foram limpas com 4gua corrente, secas a temperatura ambiente e
trituradas por um moinho de facas. Em seguida, o material vegetal foi submetido & maceracao
com etanol (4 L) 8 vezes, em intervalos de 48 h. O solvente foi removido em um evaporador
rotativo sob pressdo reduzida e liofilizado para obter o extrato etanolico das folhas de P.
insignis (80 g).
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Preparacao das fragoes

Utilizando-se do extrato bruto seco obtido, foi realizado o processo de fracionamento,
com a técnica de parti¢ao liquido/liquido, que foram fracionados por solventes com diferentes
polaridades, incluindo acetato de etila e metanol sequencialmente.

Preparacio de creme a base de extrato etanolico e fracées das folhas de P. insignis

Preparo dos animais e procedimento de tratamento no reparo tecidual

Foram realizados dois procedimentos de excisdo cirargica da pele na regido
dorsolateral de ratos de forma padronizada, com area e profundidade iguais para todos os
animais, com posterior aplicagdo topica de creme do extrato etandlico das folhas da P. insignis
e demais tratamentos com seringa de plastico de 1 mL, sem agulha, na lesao.

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Estadual do Piaui sob protocolo 006122/2023-81 — CEUA/UESPI. Foram
utilizados 30 ratos da linhagem Wistar, machos e fémeas com idade entre 12 a 16 semanas,
pesando entre 250 a 300 g, cedidos pelo Biotério do Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia e
Biodiversidade (NPBio — UESPI). Os ratos foram divididos em 5 grupos experimentais, com
6 ratos em cada grupo, como descritos na Tabela 1.

Grupo Descricao
G1 - Controle negativo Tratado com veiculo: creme base.
G2 — Controle positivo Tratado com o Farmaco Iruxolmono (colagenase 1.2u)
G3 - EEPi Tratado com creme do extrato de concentragao 5%
G4 - FMPi Tratado com o creme da fracdo metanolica de concentragdo 5%
G5 - FAPi Tratado com o creme da fragdo acetanolica de concentracao 5%

Tabela 1. Divisdao dos animais em grupos experimentais

Cepas microbianas utilizadas e preparo do inéculo

Foram selecionados para avaliar a atividade antimicrobiana dos cremes, as espécies
bacterianas Staphylococcus aures — ATCC25923 (bactéria gram-positiva) e Escherichia coli-
ATCC25922 (bactéria gram-negativa).

A analise da atividade antimicrobiana dos materiais frente as bactérias, foi executado
pelo método de difusao em pogo (CLSI, 2009) com adaptacdes. Foram realizados 4 orificios
de 6 mm de didmetro na superficie do meio de cultura contido nas placas de Petri com auxilio
de um molde formando os pogos.
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Os halos de inibi¢do do crescimento, quando formados, tiveram os diametros
mensurados por meio de uma régua milimetrada. Os testes foram realizados em triplicata e
foram considerados a média das trés repetigoes.

Resultados e Discussao
Regressao cicatricial

O surgimento da lesdo cutanea nos grupos de Controle Negativo, EEPi, FMPi e FAPi
da P insignis resultou na formacgdo de crostas leves por volta do 7° dia apos a cirurgia. A
partir desse momento, a cicatriz se fortaleceu, tornando-se mais rigida e comegou a se
destacar espontaneamente a partir do 14° dia, progredindo até o 21° dia apds a cirurgia, com
crescimento de pelos ao redor da area afetada (Imagem 1).

Na avaliagdo macroscopica, ¢ considerado a regressao da cicatriz, ou seja, a contracao
da ferida. Essa ¢ fase do processo de cicatrizacdo que ¢ caracterizada pelo movimento
centripeto das bordas, podendo chegar a 62% em comparagdo com a lesdo inicial em feridas
de segunda inten¢do.*? Essa fase também ¢é predominada pela proliferagdo, na qual o tecido de
granulagdo ¢ desenvolvido e enriquecido com fibras colagenas por meio da angiogénese e
fibroplasia, proporcionando o inicio da cicatrizagao na regido afetada (Oliveira, 2012).

Dias Controle Negativo EEPi FMPi FAPi

7 Dias

14 Dias

21 Dias

Imagem 1: Fotos comparativas dos animais do grupo controle negativo com os grupos tratados com
extratos da P, insignis mostrando as lesdes (7, 14 ¢ 21 dias) no pos-operatorio. Fonte: Arquivo Pessoal.
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Os dados sobre a diminuigdo das cicatrizes nos grupos que receberam os extratos de P,
insignis € no grupo controle negativo sdo apresentados na Imagem 2. Na Imagem 2I,
observa-se que os indices de redugdo nas cicatrizes para os grupos tratados com a planta
durante o periodo de 7 dias nao apresentaram diferenca consideravel em comparagdao com o
grupo Controle Negativo. No entanto, na comparacdo entre os grupos, o grupo FMPi, com
aproximadamente 60% de diminui¢do, mostrou uma diferencga estatisticamente significativa
(p<0,05) em relagdo ao grupo FAPi. Ao analisar as Imagens 2II e 2III, nota-se que nos
periodos de 14 e 21 dias, os grupos EEPi, FMPi e FAPi de P. insignis apresentaram uma
maior redugdo percentual das cicatrizes em comparagdo com o grupo Controle Negativo, com
diferenca significativa de p<0,05.

Nos grupos tratados por 21 dias, a reepitelizacdo atingiu aproximadamente 100%. O
fendmeno de contragdo da ferida ocorre devido a presenca de miofibroblastos, que sao células
diferenciadas originadas de fibroblastos, compostas de actina e com funcdo contratil,
contribuindo para a secagem da crosta superficial da ferida, reduzindo seu tamanho e
contraindo o tecido adjacente (Junqueira, 2013).

A andlise e comparacdo dos resultados indicam que todos os componentes da planta
utilizada resultaram em areas menores de cicatrizagdo em comparagdo com o grupo controle
negativo, evidenciando que os extratos tiveram um efeito positivo no processo de
cicatrizagdo. A contribuicdo benéfica das solucdes das folhas de P. insignis esta associada
exclusivamente a agdo cicatrizante ja conhecida dessa espécie.

Tratamento do ferimento — regressdo da ferida
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Imagem 2: Graficos de barras representando a porcentagem de regressao da ferida (indicando o reparo tecidual) em trés
periodos diferentes (7, 14 e 21 dias) ap6s a excisdo cirurgica da pele em ratos Wistar. Fonte: Arquivo Pessoal.

Avaliacdo da atividade antibacteriana do creme base (veiculo) e dos cremes do EEPi,
FAPi e FMPi pelo método de difusao em poco

Na avaliagdo da atividade antibacteriana dos cremes do extrato etandlico e fragdes das
folhas da P. insignis, observou-se que para a bactéria Staphylococcus aureus houve inibi¢do
do crescimento microbiano em todas as amostras testadas, conforme mostra a Imagem 3A,
onde o creme da FMPi apresentou melhor resultado com halo de inibigdo de 14mm. Nos
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testes dos cremes com a bactéria Escherichia coli, ndo apresentou halo de inibicdo do
crescimento microbiano com o creme do EEPi.

Contudo, os demais cremes apresentaram halos de inibi¢do, conforme mostra a
Imagem 3B, onde o melhor resultado apareceu frente ao creme da FMPi com halo de inibigado
de 15mm. Esses resultados demonstram que o extrato e fragdes das folhas de Platonia insignis
possui atividade antimicrobiana tanto para bactérias gram-positivas quanto gram-negativas.

S. aureus

Figura 3. Teste de difus@o em pogos contendo os cremes (Base-1, EEPi-2, FMPi-3 e FAPi-4) contra (A)
Staphylococcus aureus, (B) Escherichia coli. Fonte: Arquivo Pessoal.

Esses resultados corroboram com os estudos realizados por ROCHA et al. (2017) com
extrato hidroetandlico das folhas da P.insignis que apresentaram agdo antimicrobiana frente a
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus , onde houve uma atividade inibitoria de
moderada a alta®®. A tabela 2 mostra os valores de halos de inibi¢do dos cremes do extrato e
fracdes da P. insignis frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Cremes Cremes
Base EEPi FMPi | FAPi | Base | EEPi | FMPi | FAPi
Placa 1 13 11 15 11 10 0 15 12
Placa 2 12 10 15 13 12 0 15 13
Placa 3 0 12 12 12 0 0 15 10
Média 8,3 11 14 12 7,3 0 15 11,6

Tabela 2. valores de halos de inibi¢do (mm) dos cremes do extrato e fragdes da P. insignis contra as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Fonte: Arquivo Pessoal.

Conclusoes

Este estudo preliminar sugere que o creme do extrato das folhas da P. insignis e suas
fragdes metandlica e acetandlica podem promover o reparo tecidual em ratos apos a excisao
cirtirgica da pele. Observou-se uma melhoria significativa no reparo tecidual a partir do 14°
dia, com um aumento notavel no 21° dia. Ja na parte antibacteriana, os resultados
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demonstram que o extrato e fragdes das folhas de Platonia insignis possui atividade
antimicrobiana tanto para bactérias gram-positivas quanto para as gram-negativas.
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