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RESUMO

Os liquens sdo uma associagdo simbiética entre fungos e algas, que apresentam potencial
medicinal, como agentes anti-hipertensivos, antitumorais, antivirais, anti-inflamatérios e
antiparasitarios. O acido salazinico € uma depsidona derivada da B-orcina, presente na
maior parte das espécies do género Ramalina spp. Estudos publicados em periddicos
relatam propriedades antimicrobianas, fotoprotetoras frente a raios UVA, anti-inflamatérias,
antioxidantes. Os objetivos deste estudo foram avaliar a atividade cicatrizante, antioxidante
e antibacteriana do é&cido salazinico extraido do liguen Ramalina complanata. Para a
avaliacdo dos efeitos bioldgicos no modelo de ferida excisional foram usados camundongos
albinos swiss submetidos a uma confec¢do de ferida cirtrgica. Ap6és o procedimento
operatdrio, os camundongos foram organizados em diferentes grupos de tratamento (Grupo
Controle Negativo; Grupo Controle Positivo; Grupo Acido Salazinico 0,3% e o Grupo Acido
Salazinico 1%). Em cada grupo houve sacrificio dos seis animais no 3°, 7° e 14° dias p0s-
cirirgico para avaliacdo da lesédo e do processo de cicatrizacdo da ferida. Para a avaliacéo
da atividade antioxidante, foi utilizado o método de captura de radicais DPPH. A avaliagédo
da atividade antibacteriana do acido salazinico foi realizada através do método de difuséo
em disco de papel, frente as cepas de Escherichia coli, Enterococcus faecalis, MRSA,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Acinetobacter baumannii,
Shigella felxneri, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, e dois
isolados clinicos de MRSA. Os resultados apontam que o &cido salazinico na concentragéo
de 1% apresenta efeito cicatrizante semelhante ao padréo utilizado, embora ndo tenha
havido significAncia estatistica. O acido salazinico apresentou um potencial anti-radicalar,
surgindo como alternativa de antioxidante natural, com uma ECsq, de 0,3027 mg. O acido

salazinico ndo apresentou acéo antibacteriana frente as cepas utilizadas neste estudo.

Palavras-Chave: Ramalina complanata, Parmeliacea, cicatrizacdo, atividade antioxidante,

atividade antibacteriana.
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ABSTRACT

Lichens are a symbiotic association between fungi and algae with great medicinal potential
as anti-inflammatory, antihypertensive agents, antitumor, antiviral, and antiparasitic. The
salazinic acid is a derivative from p-Orcina depsidona, present in most species of the genus
Ramalina sp. Studies published in journals reported antimicrobial properties, photoprotective
against UVA rays, anti-inflammatory, antioxidant. The objectives of this study were to
evaluate the healing, antibacterial and antioxidant activity of the extracted acid salazinic
lichen Ramalina complanata. To study the healing potential swiss albino mice subjected to a
construction of the surgical wound were used. After the surgical procedure, the mice were
organized in different treatment groups (negative control group, positive control group; Group
Salazinic acid 0.3% and the Group of Salazinic acid 1%). In each group there was a sacrifice
of six animals in the 3rd, 7th and 14th postoperative day evaluation of the injury and the
wound healing process. For the evaluation of antioxidant activity, the method of capture
DPPH radical, a free radical and stable with which plant compounds with potential
antioxidant activity interact, exchanging electrons or hydrogen atoms to the free radical
reducing it was used. Evaluation of the antimicrobial activity of salazinico acid was performed
using the diffusion method in the paper disk, strains of Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, MRSA, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium,
Acinetobacter baumannii, Shigella felxneri, Citrobacter freundii were used, Serratia
marcescens, Enterobacter cloacae, and clinically isolated MRSA two. The results showed
that the salazinic acid at 1% has use similar to standard healing effect, although there was
no statistical significance. The salazinic acid presented anti-radical potential, emerging as an
alternative natural antioxidant. The salazinico acid showed no antimicrobial activity against

the strains used in our study.

Key words: Ramalina complanata, Parmeliacea, Wound Healing, Antioxidant, Antibacterial,

Salazinic Acid.
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CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Dentre os produtos naturais que podem ser estudados para contribuir com o
processo de cicatrizagao, os fendis liquénicos sao uma alternativa interessante. Os liquens
sdo uma associacao simbidtica entre fungos e algas, com inimeras utilidades medicinais, ja
descritas em diversas aplicacdes na saude humana, como agentes anti-hipertensivos,
antitumorais, antivirais, anti-inflamatorios, antiparasitarios, entre outras (MAIA, 2002;
RANKOVIC, 2011; FALCAO et al, 2002).

Antioxidantes naturais, presentes particularmente em vegetais e liquens tém
atraido crescente interesse entre a comunidade cientifica. Estudos sugerem que o frequente
consumo desses produtos é associado com a baixa incidéncia de doencas degenerativas
incluindo o céncer, doengas cardiovasculares, inflamacgdes, artrites, declinio do sistema
imune, disfuncdo cerebral, diabetes, mal de Alzheimer e alguns tipos de catarata (ABDILLE
et al., 2005; HE et al., 2007; KUSKOSKI et al., 2005; WU et al., 2004).

A cicatrizacao de feridas € um processo fisioldgico bastante estudado atualmente e
pesquisas tém sido desenvolvidas no intuito de acelerar esse evento, reduzindo os riscos de
infeccdo e oferecendo uma qualidade de vida melhor aos pacientes em tratamento. Para
aperfeicoar a cicatrizacao de lesées, podem ser utilizados varios meios, como biomateriais a
base de polimeros e géis tdpicos que interagem diretamente com a ferida cutdnea, podendo
apresentar diversas a¢fes, como anti-inflamatéria, antioxidante e antisséptica aumentando a
cicatrizacdo e protegendo os tecidos envolvidos no processo cicatricial (RATNER &
BRYANT, 2004).

Existem muitos tipos de produtos disponiveis no mercado para o tratamento de
feridas. Porém, ainda necessita-se de mais alternativas devido a grande variabilidade de
fatores envolvidos no processo e a falta de estudos sobre os efeitos adversos dos
medicamentos utilizados (MARTINS et al, 2006). Neste sentido, conforme visto, os fendis

liquénicos sdo compostos promissores.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade cicatrizante, antioxidante e antibacteriana do acido salazinico

extraido do liguen Ramalina complanata.

1.2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a area de contracdo da ferida, considerando-se o 3°, 7° e 14° dia pos-

cirargico em camundongos.

- Estudar os efeitos do acido salazinico sobre os parametros histolégicos de

fibroplastia, vascularizacéo e inflamacdo em camundongos.

- Avaliar a atividade antioxidante do acido salazinico isolado do liqguen Ramalina

complanata.

- Avaliar a atividade antibacteriana do acido salazinico isolado do liquen Ramalina

complanata frente a bactérias patogénicas ao homem.

1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Uso de produtos naturais na medicina e liquens

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2002), 80% da populagéo dos
paises em desenvolvimento usam quase que exclusivamente a medicina tradicional, sendo
0s vegetais superiores a maior fonte de medicamentos. Sdo cerca de 3,3 milhdes de
pessoas utilizando mais de 9.000 espécies de plantas, entre monocotileddneas,

dicotileddneas, bridfitas, pteridofitas e liquens.

Vérias pesquisas sao feitas sobre as propriedades farmacoldgicas das plantas usadas
na medicina popular, demonstradas por meio de andlises quimicas e atividades biologicas.
No entanto, apesar de bastante promissor, este campo ainda ressente-se da falta de

estudos.
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Os liguens sdo usados pelo homem na medicina tradicional hd séculos, por suas
propriedades terapéuticas. Sdo encontrados dos tropicos aos polos, apresentando grande
capacidade de resisténcia as adversidades ambientais. Os compostos obtidos do
metabolismo secundario dos liquens tém diversos usos, especialmente na inddstria
cosmeética, farmacoldgica e no monitoramento ambiental. Estes organismos séo o resultado
da associacao simbidtica entre alga e/ou cianobactéria e fungo, o que permite a formacéo
de uma estrutura especifica, chamada de talo liquénico. Tal estrutura confere morfologia
diferente da estrutura adquirida pela alga ou fungo quando em vida livre (HALE-JUNIOR,
1983; HONDA & VILEGAS, 1998).

Os liquens produzem um grande numero de substancias, intra e extracelulares. Os
produtos intracelulares, resultantes do metabolismo primario, sdo os carboidratos, vitaminas,
amino&cidos e proteinas, que estdo ligados a parede celular e aos protoplastos, sendo
frequentemente sollveis em &gua. A maioria destes compostos ndo € especifica dos
liguens, podendo ocorrer em fungos e algas de vida livre, bem como em plantas superiores
e animais. Os produtos extracelulares sé@o resultantes do metabolismo secundéario dos
liquens, podendo ser corticais ou medulares. A maioria é de natureza fendlica, insolivel em
agua (HALE, 1983). Dentre as substancias liquénicas conhecidas, as mais importantes
incluem depsideos, depsidonas e dibenzofuranos. Mais de 630 metabdlitos secundérios de
liguens sdo conhecidos. A maioria é produzida unicamente pelos liquens e em torno de 50 a
60, é produzida por fungos de vida livre e plantas superiores (HUNECK & YOSHIMURA,

1996).

Diversas atividades bioldgicas ja foram descritas utilizando extratos liquénicos como
recurso terapéutico. Propriedade antimicrobiana, antiviral, analgésica, antiparasitaria,
hipoglicemiante, antitumoral, entre outras (QUINTANS-JUNIOR, 2008; RANKOVIC, 2011;
QUINTANS-JUNIOR, 2011).

1.3.2 Feridas e cicatrizagdo

O processo de cicatrizacdo envolve diferentes fatores do organismo e do meio
ambiente que o mesmo esta sendo desenvolvido, apresentando diversas fases. A primeira
fase, chamada de fase inflamatoria, se inicia imediatamente apos a lesdo, com a liberacdo
de substancias vasoconstritoras, principalmente tromboxano A2 e prostaglandinas, pelas
membranas celulares. O endotélio lesado e as plaquetas estimulam a cascata da
coagulacdo. As plaguetas tém papel fundamental na cicatrizacdo. Visando a hemostasia,
essa cascata é iniciada e granulos séo liberados das plaquetas, as quais contém fator de

crescimento de transformacédo beta - TGF-B (e também fator de crescimento derivado das
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plaguetas [PDGF], fator de crescimento derivado dos fibroblastos [FGF], fator de
crescimento epidérmico [EGF], prostaglandinas e tromboxanos), que atraem neutréfilos a
ferida. O coagulo é formado por colageno, plaguetas e trombina, que servem de reservatoério
proteico para sintese de citocinas e fatores de crescimento, aumentando seus efeitos. Desta
forma, a resposta inflamatéria se inicia com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, promovendo a quimiotaxia (migra¢éo de neutréfilos para a ferida). Neutréfilos s&o
as primeiras células a chegar a ferida, com maior concentracao 24 horas apos a lesdo. Séo
atraidos por substancias quimiotaticas liberadas por plaguetas. Os neutrofilos aderem a
parede do endotélio mediante ligacdo com as selectinas (receptores de membrana).
Neutréfilos produzem radicais livres que auxiliam na destruicdo bacteriana e séao
gradativamente substituidos por macréfagos. Os macréfagos migram para a ferida apés 48 -
96 horas da leséo, e sdo as principais células antes dos fibroblastos migrarem e iniciarem a
replicagdo. Tém papel fundamental no término do desbridamento iniciado pelos neutrdfilos e
sua maior contribuicdo € a secrecdo 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 (BROUGHTON, 2006).

7

A segunda fase, a proliferativa, é constituida por quatro etapas fundamentais:
epitelizacao, angiogénese, formacgao de tecido de granulagéo e deposi¢do de colageno. Esta
fase tem inicio ao redor do 4° dia ap0s a lesédo e se estende aproximadamente até o término
da segunda semana. A epitelizacdo ocorre precocemente. Se a membrana basal estiver
intacta, as células epiteliais migram em direcdo superior, € as camadas normais da
epiderme sdo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesada, as células
epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa de restabelecer a barreira
protetora (LAWRENCE, 1994). A angiogénese é estimulada pelo fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), e é caracterizada pela migracdo de células endoteliais e formacédo de
capilares, essencial para a cicatrizacdo adequada. A parte final da fase proliferativa é a
formacéo de tecido de granulagdo. Os fibroblastos e as células endoteliais sdo as principais
células da fase proliferativa. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida,
porém precisam ser ativados para sair de seu estado de quiescéncia. O fator de crescimento
mais importante na proliferacdo e ativacdo dos fibroblastos € o PDGF (BROUGHTON,
2006). Em seguida é liberado o TGF-, que estimula os fibroblastos a produzirem colageno
tipo | e a transformarem-se em miofibroblastos, que promovem a contragédo da ferida. Entre
os fatores de crescimento envolvidos no processo cicatricial podem ser citados o PDGF, que
induz a proliferacdo celular, a quimiotaxia e a sintese matricial; o fator epidérmico, que

estimula a epitelizacdo; o fator transformador alfa, responsavel pela angiogénese e pela
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epitelizacao; o fator fibroblastico, que estimula a proliferacao celular e angiogénese e o fator

transformador beta, responséavel pelo aumento da sintese matricial (WITTE, 1997).

A fase de maturacdo ou remodelamento tem como caracteristica mais importante a
deposi¢cdo de coldgeno de maneira organizada, por isso é a mais importante clinicamente. O
colageno produzido inicialmente é mais fino do que o colageno presente na pele normal, e
tem orientacdo paralela a pele. Com o tempo, o colageno inicial (colageno tipo IlI) é
reabsorvido e um colageno mais espesso é produzido e organizado ao longo das linhas de
tensdo. Estas mudancas se refletem em aumento da forca ténsil da ferida. A reorganizagao
da nova matriz € um processo importante da cicatrizacdo. Fibroblastos e leucdcitos
secretam colagenases que promovem a lise da matriz antiga. A cicatrizacdo tem sucesso
guando héa equilibrio entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga, havendo
sucesso quando a deposicdo é maior. Mesmo apdés um ano a ferida apresentara um
coldgeno menos organizado do que o da pele s, e a forca ténsil jamais retornard a 100%,

atingindo em torno de 80% ap0s trés meses (BROUGHTON et al, 2006).

Vérios fatores locais podem influenciar negativamente a cicatrizagdo, dentre eles os
principais sé@o: isquemia, infec¢do, técnica cirargica (DEODHAR, 1997), corpo estranho e
edema / pressao tecidual elevada (AL-ATTAR et al, 2006; ALLENDORF et al, 1997,
LONGAKER, 2001; STEINBRECH, 1999).

Sistemicamente, diversos fatores podem afetar de alguma maneira a cicatrizacao,
dentre eles pode-se citar: diabete melito, deficiéncias vitaminicas (DEODHAR et al, 1997),
hipotireoidismo, doencas hereditarias (sindrome de Ehler-Danlos), alteracbes da
coagulacdo, idade, trauma grave, queimaduras, sepse, insuficiéncia hepética e renal,
insuficiéncia respiratoria, tabagismo, radioterapia, desnutricdo e o uso de corticosterdides,
drogas antineoplasicas, ciclosporina A, colchicina e penicilamina (BROUGHTON et al, 2006;
DEODHAR, 1997; LAWRENCE, 1994).

Partindo do principio da manipulacdo nutricional, diversos estudos foram realizados
com fitoterapicos, mostrando seus efeitos na cicatrizagdo. Dentre os fitoterapicos estudados,
podem ser citar a Passiflora edulis (maracuja); Orbignya phalerata (babacgu) e a Jotropha
gossypiifolia L. (pido roxo) e a Schimus terebinthifolius raddi (aroeira). Todos mostraram, de
alguma forma, melhora na cicatrizacdo da parede abdominal, anastomoses colbnicas e
gastricas, mediante avaliagdo histolégica e ou da forca de ruptura (BALDEZ et al, 2006;
BEZERRA et al, 2006; GOMES et al, 2006; VALE et al, 2006).
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Diversos recursos curativos sédo atualmente disponibilizados nos servigcos de saude,
como curativos a base de &cidos graxos essenciais, alginato de calcio, antissépticos e
degermantes, carvdo ativado, colageno bioldgico, hidrogel, hidrocoléide, sulfadiazina de
prata, entre outros tipos. Tendo em vista seu carater multifatorial, o desenvolvimento de
novas alternativas para potencializar a cicatrizacdo é objeto de estudo em diversos centros
de pesquisa. Entre estas novas tecnologias, podemos citar a cultura de tecidos, terapias por
vacuo, ultrassom e eletroterapia, laser de baixa frequéncia, terapia larval e varias outras
formas alternativas de tratamento, inclusive com fitoterapicos e produtos naturais, como
liguens (GARROS et al, 2006; CARVALHO et al, 2010).

1.3.3 Compostos antibacterianos

Nos ultimos anos, desde a descoberta das penicilinas naturais, o avango da industria
farmacéutica levou ao surgimento de diversos antimicrobianos, com espectro de agcédo cada
vez mais amplo. Entretanto, a exposicdo aos antibacterianos desencadeou resisténcia
bacteriana, limitando as opcfes terapéuticas dos processos infecciosos (CUNICO et al.,
2004). A resisténcia a drogas de patdégenos humanos e animais € um dos casos mais bem
documentados de evolucdo biolégica e um sério problema tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento (DUARTE, 2006).

Substancias antimicrobianas, antibacterianas ou antibidticas constituem um grupo
especial de agentes terapéuticos, geralmente produzidos e obtidos a partir de organismos
vivos. S&o substancias que, em pequenas concentragfes, devem possuir atividade letal ou
inibitéria contra muitas espécies microbianas, e, além de prevenir o desenvolvimento de
microrganismos resistentes, devem apresentar auséncia de efeitos indesejaveis ao

hospedeiro e estabilidade quimica, entre outras caracteristicas (COWAN, 1999).

O conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas tem sido revisto e ampliado, devido aos crescentes problemas associados
ao uso de diversos antibiéticos. Existe uma tendéncia mundial quanto ao uso de
antimicrobianos naturais na conservacdo de alimentos (SOUZA et al, 2005), no tratamento
de sementes (COUTINHO et al, 1999), no combate a microrganismos causadores de
doencas de pele (WECKESSER, 2006; CRUZ et al, 2007), de Ulcera gastrica (STEGE et al,
2006) entre outras doencas (SRINIVASAN et al, 2001; PESSINI et al, 2003). Um dos
principais interesses, no entanto, € o uso de antimicrobianos naturais no combate a
microrganismos resistentes (ARIAS, et al, 2004; NASCIMENTO et al, 2000).
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O interesse dos pesquisadores pelos liguens para investigacbes de novos
antibacterianos € devido a variedade de substancias quimicas pertencentes a diferentes
classes de metabdlitos secundarios, tais como acido Usnico, &cido divaricatico, acido
salazinico, 4cido fumarprotocetrarico, atranorina, hemaventosina, liguexantona, entre tantos

outros.

Véarios métodos de avaliagdo da capacidade antibacteriana de um composto séo
disponiveis na préatica laboratorial. O teste da atividade antibacteriana, pelo método de
difusdo em disco de papel, corresponde a um dos métodos mais amplamente utilizados para
0 ensaio de susceptibilidade bacteriana, devido a simplicidade da realizacéo e interpretacéo
dos resultados, além de ser um método reconhecido e recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI. Modificado e padronizado por Bauer e colaboradores
em 1966, esse método € baseado nos principios de difusdo inibitéria de agentes
antimicrobianos em um meio de cultura apropriado contendo o agente patdgeno a avaliar.
Nesse teste, pequenos discos de papel de filtro com seis mm de didmetro impregnados de
antibiético e dispostos numa placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton solidificado, e
sobre 0 qual se encontram inoculadas as bactérias a serem testadas, sendo em seguida
incubadas por 18 a 24 horas em estufas a 35 °C. Durante esse periodo, o agente
antimicrobiano ira difundir pelo meio e atuara negativamente (ou ndo) sobre o crescimento
do microrganismo, o qual sera visualmente identificado pelo aparecimento de uma area em
volta do disco antibi6tico onde as bactérias ndo se desenvolverdo, denominada halo de
inibicdo. Quanto maior for o seu didmetro, mais susceptivel € o microrganismo enquanto que
a pequena ou nenhuma zona de inibi¢céo indica resisténcia por parte da bactéria (TAVEIRA,
et al, 2004).

1.3.4 Compostos antioxidantes

O termo antioxidante tornou-se bastante popular e tem recebido publicidade e atencéo,
sobretudo nos ultimos 10 anos. De acordo com Huang; Ou; Prior (2005), antioxidantes séo
substancias naturais ou sintéticas que agem no sentido de prevenir ou retardar
deterioracdes causadas pela exposi¢cdo ao oxigénio. Também podem ser encarados como
compostos capazes de retardar ou inibir a oxidacdo de diversos substratos, de simples
moléculas a polimeros e biossistemas complexos, evitando o inicio ou prorrogacdo das
reacdes em cadeira de oxidagdo (NAMIKI, 1990; SIMIC & JAVANOVIC, 1994).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo encontradas em todos o0s sistemas

biolégicos e geradas naturalmente nos organismos pelo processo metabdlico normal. Em
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sistemas aerdbicos, € essencial o equilibrio entre agentes éxido-redutores e o sistema de
defesa. O estresse oxidativo pode ocorrer na vida moderna como resultado da exposi¢cédo
excessiva ao sol (radiacdo UV), aumento da poluicdo do ar, fumo, estresse, dentre outros
fatores. E um evento causado pela deficiéncia do sistema protetor e/ou pelo excesso de
agentes oxidantes e apresenta efeitos prejudiciais ao funcionamento das células, tais como
agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, prejuizo as enzimas, danos ao DNA.
Desta forma, estéa relacionado a véarias doengas, como artrite, cancer, doencas do coragéo e
do pulmao, deméncia senil, esclerose mdaltipla, entre outras. O envelhecimento também é
um evento relacionado com as espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL et al., 1992;
FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VICEDO & CORREAS, 1997).

Alguns autores mencionam a importancia de se| aumentar a ingestéo de antioxidantes
naturais na dieta humana. Os antioxidantes sintéticos podem apresentar toxicidade e altos
custos de producdo, além de demonstrar menos eficiéncia quando comparados aos
naturais. Com isto, os autores chamam a atencdo da necessidade de se identificar
antioxidantes naturais possivelmente mais econbémicos e eficientes (SOONG & BARLOW,
2004).

Experimentos simples podem ser realizados para examinar diretamente a habilidade
antioxidante in vitro e para testar possivel efeito pré-oxidante em diferentes alvos
moleculares. Um dos métodos mais utilizados consiste em avaliar a atividade sequestradora
do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — o DPPH. Este teste permite determinar a
porcentagem de atividade antioxidante — que corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante — que corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante — ou a atividade sequestradora de radicais livre e/ou porcentagem de DPPH

remanescente no meio reacional (SOUSA et al., 2007).
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RESUMO

Os liguens sao uma associagao simbittica entre fungos e algas, com potencial aplicacdo em
saude humana. O &cido salazinico € uma depsidona derivada da B-orcina, presente na
maior parte das espécies do género Ramalina sp. A literatura relata propriedades
antimicrobianas, fotoprotetoras frente a raios UVA, anti-inflamatérias, antioxidantes. Os
objetivos deste estudo foram avaliar a atividade cicatrizante, antioxidante e eventual acdo
antibacteriana do acido salazinico extraido do liguen Ramalina complanata. Para o estudo
do potencial cicatrizante foram utilizados camundongos albinos swiss submetidos a uma
ferida cirargica e tratados com acido salazinico nas concentracdes de 0,3% e 1%. A
atividade antioxidante foi avaliada através do método de captura de radicais DPPH. O
método de difusdo em meio solido com discos de papel foi utilizado para o screening
antibacteriano. Para realizagéo dos testes de avaliagdo da atividade antimicrobiana do acido
salazinico pelo método de difusédo em disco de papel, foram utilizadas 15 cepas bacterianas.
O acido salazinico na concentracdo de 1% apresenta efeito cicatrizante semelhante ao
padrdo Neomicina associada com Bacitracina, embora ndo tenha havido significancia
estatistica. A depsidona apresentou um potencial anti-radicalar, surgindo como alternativa
de antioxidante natural, com uma ECsy, de 0,3027 mg. Em relacao ao antibiograma, o acido
salazinico ndo apresentou potencial antibacteriano contra as cepas utilizadas em nosso

estudo.

Palavras-chave
Ramalina complanata, Parmeliacea, cicatrizagdo, atividade antioxidante, atividade

antibacteriana.
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ABSTRACT

Lichens are a symbiotic association between fungi and algae, with potential application in
human health. The salazinic acid is a B-Orcina depsidona derivative of, found in most
species of the Ramalina sp genus. The literature reports antimicrobial properties,
photoprotective against UVA rays, anti-inflammatory, antioxidant. The objectives of this study
were to evaluate the healing, antioxidant and antibacterial action of salazinic acid extracted
from lichen Ramalina complanata. To study the healing potential swiss albino mice subjected
to a wound and treated with salazinic acid in concentrations of 0.3% and 1% were used. The
antioxidant activity was evaluated by the capture DPPH radicals method. The method of
diffusion with paper discs Solid medium was used for screening the antibacterial. For
conducting the evaluation of the antimicrobial activity of salazinic acid diffusion method in
paper disc tests, 15 bacterial strains were used. The salazinic acid at 1% similar to the
standard features associated with Bacitracin Neomycin healing effect, although there was no
statistical significance. The depsidone showed a potential antiradicalar activity, emerging as
an alternative natural antioxidant. Regarding the antibiogram, the salazinic acid did not

antimicrobial activity over the assay conditions against the strains used in our study.

Key words: Ramalina complanata, Parmeliacea, Wound Healing, Antioxidant, Antibacterial,

Salazinic Acid.

INTRODUCAO

Os liguens sdo uma associagcao simbidtica entre fungos e algas, com potenciais aplicacdes
a saude humana, tais como agentes anti-hipertensivos, antitumorais, antivirais, anti-
inflamatorios, antiparasitarios, entre outras (RANKOVIC et al, 2011, FALCAO et al, 2002).

Dentre os derivados do metabolismo secundario dos liquens, podemos destacar o acido
salazinico, que é uma depsidona derivada da [(-orcina, presente na maior parte das
espécies do género Ramalina sp. (KOMYIA & SHIBATA, 1969). Estudos publicados em
periddicos relatam propriedades antimicrobianas (CANDAN et al, 2007; HONDA et al, 2010),
fotoprotetoras de raios UVA (DEVEHAT et al, 2013), antioxidantes (MANOJLOVIC et al,

2011), entre outras.

Os vérios compostos provenientes do metabolismo dos liquens interessam ao homem

principalmente por sua potencialidade em se tornar um produto terapéutico. Muitos desses
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componentes, quando utilizados em doses adequadas, podem converter-se em
medicamentos (HONDA et al, 2010). Desse modo, produtos secundarios envolvidos na
defesa através de atividade citotdxica contra patégenos podem ser Uteis como agentes
antibacterianos (BRISKIN, 2000). Além da atividade antimicrobiana de metabdlitos extraidos
de plantas, um novo conceito na utilizacdo desses produtos vem sendo estudado, a
associagcdo com antimicrobianos sintéticos (COUTINHO et al, 1999; MATIAS et al, 2010).

O produto natural pode agir minimizando o mecanismo de resisténcia microbiana e, desta
forma, serem considerados como moduladores de resisténcia ou agir de forma sinérgica
com o antimicrobiano, através de mecanismo ainda néo caracterizado (GIBBONS, 2005). O
conceito de utilizacdo de um composto que inibe a resisténcia de um microrganismo e que
pode ser usado em associagdo com antimicrobiano convencional jA& € bem aceito
clinicamente, como por exemplo, na combinagdo dos antibidticos amoxicilina (um beta-
lactamico) com acido clavulanico (um inibidor de beta-lactamases). A eficacia da acéo
antibacteriana € aumentada, pois o inibidor estabiliza a amoxicilina, impedindo a degradacao
pelas enzimas beta-lactamases produzidas pela bactéria como um mecanismo de defesa e
sobrevivéncia do microrganismo (GIBBONS, 2004; SANGWAN et al, 2008).

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em baixas concentracdes,
retarda ou previne a oxidacdo do substrato. Algumas caracteristicas sdo necessarias para
ser considerado um bom antioxidante, por exemplo, ter a presenca de substituintes
doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em fungéo de seu potencial de reducéo;
capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura; capacidade de quelar
metais de transicdo implicados no processo oxidativo; e acesso ao local de acéo,
dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de particdo (SOUSA et al.,
2007).

Quanto ao mecanismo de combate aos radicais livres, os antioxidantes podem ser
classificados em primarios e secundarios. Outra classificacdo divide os antioxidantes em
sintéticos e naturais (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Os antioxidantes sdo conhecidos pela acdo em diferentes niveis do processo de oxidacao
envolvendo moléculas de lipideos. Eles podem agir diminuindo a concentracéo de oxigénio;
evitando a fase de iniciacdo da oxidagdo; quelando ions metalicos; decompondo produtos
primarios a compostos que nado sao radicais.

Existem algumas lacunas com relagdo aos antioxidantes, tais como: a inexisténcia de

recomendacdo para cada antioxidante; falta de padronizacdo quanto ao real valor
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antioxidante dos alimentos; e possiveis efeitos toxicos da administracao de elevadas doses
desses compostos (MANCINI-FILHO et al, 1998).

Os antioxidantes naturais incluem os tocoferois, vitamina C, carotendides e compostos
fendlicos. Os compostos fendlicos existentes nas plantas atuam protegendo-as contra
injarias em seus tecidos, contra a acdo de subprodutos provenientes da fotossintese que
podem causar danos e também contra animais herbivoros. Muitos desses compostos tém
similaridades quanto a estrutura molecular basica, em que todos possuem pelo menos um
anel aromatico com um grupo hidroxila ligado a ele, incluindo, principalmente, os acidos
fendlicos e flavonoides, que conferem defesa contra o ataque de radicais livres (BIANCHI,
1999).

O DPPH é um método quimico, aplicado para determinar a capacidade antioxidante de um
composto em sequestrar radicais livres, sendo um dos mais utilizados, pois ele é
considerado um método rapido, pratico e com boa estabilidade. O DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazil) € um radical de nitrogénio orgénico, estavel, de cor violeta, que possui absor¢ao
na faixa de 515-520 nm. A reduc¢do do radical DPPH é monitorada pelo decréscimo da
absorbancia durante a reagdo. O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos
reconhecidos pelo qual ocorre a acéo dos antioxidantes. O método de sequestro do radical
livre DPPH pode ser utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos
ou de um extrato em curto periodo de tempo (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Este trabalho tem como objetivos avaliar a atividade cicatrizante, antioxidante e

antibacteriana do acido salazinico extraido do liqguen Ramalina complanata.

MATERIAIS E METODOS

Coleta, identificacdo e extragcdo da Ramalina complanata (Sw.) Ach.

Foram coletados 500 g da Ramalina complanata na Reserva Particular do Patrimdnio
Natural (RPPN) Fazenda Brejo, em Salo&, municipio localizado na Mesorregido do Agreste
de Pernambuco, Microrregido Garanhuns - Latitude - 8°58'32,70" e Longitude -36°41'01,63".
O liquen foi identificado pelas caracteristicas morfoldégicas e quimicas do talo pelo
taxonomista de liquens Dr. Ermerson Luiz Gumboski - Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS). Uma exsicata da R. complanata (Sw.) Ach. foi depositada no Herbario UFP
- Geraldo Mariz, do Departamento de Boténica, da Universidade Federal de Pernambuco,

sob o nimero de tombamento UFP 74.408.
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Extrac&o e purificagdo do Acido Salazinico da R. complanata (Sw.) Ach.

O material liquénico foi seco a temperatura ambiente (25 = 2 °C) e armazenado em sacos de
papel até sua utilizacdo. Amostra liguénica de R. complanata, 25 g, foram submetidas a
extracdo com 50 mL de acetona por esgotamento a frio, respectivamente para obtencao dos
extrato organico. Ao extrato, previamente pesado, 9,8 g, foi adicionado cloroférmio e
submetido a cinco extracdes sucessivas. O residuo foi dissolvido em 10 mL de acetona e
centrifugado a 3000 RPM por 5 minutos, o procedimento foi repetido trés vezes. O po6
amorfo obtido foi submetido a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(ASAHINA; SHIBATA, 1954).

Identificacdo por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato acetbnico, o acido salazinico purificado e o padréo do &cido salazinico obtido do
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, do Centro de Ciéncias da Salde da UFPE,
foram submetidos a CCD ascendente, unidimensional (CULBERSON, 1972). Amostras
foram aplicadas sobre as placas de silica Gel prs54+356 Merk®, e desenvolvidas no sistema de
solventes (tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 viviv). Apés a evaporagdo dos solventes,
0 cromatograma foi visualizado sob luz UV curta e longa (254 e 366 nm), e, posteriormente,
pulverizado com &cido sulfarico a 10%, e aquecidas a 50 °C por 30 minutos. Os resultados
foram avaliados mediante comparacdo dos valores do fator de retencdo (Rf) do extrato

acetodnico, do acido salazinico purificado e do padréo de acido salazinico.

Identificagdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os ensaios em CLAE seguiram a metodologia de Vicente; Legaz (1983), em cromatografo
liqguido Hitachi modelo 655-11 acoplado a detector de UV da marca CG, modelo 437-B a 254
nm, coluna C18 de fase reserva, usando metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5 v/iviv)
como fase movel, em sistema isocratico. O extrato acetdnico, o acido salazinico purificado e
o padrao do acido salazinico (0,1 mg/mL) foram dissolvidos em metanol espectroscopico e
injetados 20 pL na coluna. Os resultados foram avaliados mediante tempo de retencao (TR)

das substéncias na coluna e, area dos picos cromatograficos respectivamente.
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Atividade cicatrizante

Identificacdo dos animais

Para os experimentos de cicatrizacao, foram utilizados 36 camundongos albinos swiss, entre
2 e 4 meses de idade, com 20 a 40 gramas de peso, adquiridos no Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), na Universidade Federal de Pernambuco, Campus
Recife, e mantidos no Biotério do Centro Académico de Vitéria de Santo Antdo (CAV). Antes
de serem submetidos aos experimentos, todos os animais passaram pelo processo de
aclimatacdo no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia durante 24 horas.

Apoés aclimatacdo, os animais foram pesados e divididos igualmente em quatro grupos: o
Grupo Controle Positivo (C+); o Grupo Controle Negativo (C-); o Grupo do Acido Salazinico
0,3% (SAL 0,3%) e o Grupo do Acido Salazinico 1% (SAL 1%). Estes foram subdivididos em
3 subgrupos, os quais correspondem aos dias de sacrificio: 3, 7 e 14 dias. Ademais, o
Grupo C+ foi tratado com o farmaco Neomicina + Bacitracina; o Grupo C- foi tratado com
Tween 80 (Tabela 1).

Procedimento Experimental

Com os animais devidamente anestesiados, foi realizada tricotomia na regido dorso-costal
de uma 4area de aproximadamente 6 cm? e em seguida foi feita excisdo cutanea com ajuda
de um punch cirargico de aproximadamente 6 mm de diametro, e com uma tesoura romba,
aprofundou-se a inciséo até a fascia. Contabilizou-se como sendo dia O (zero), a realizacdo
da cirurgia. Através de aplicacao tdpica, administraram-se Neomicina+Bacitracina nos
animais do C+; 40 yL de Tween 80 nos animais do C-; 40 pyL do acido salazinico na
concentracao de 0,3% e 40 uL do acido salazinico na concentracdo de 1%, uma vez ao dia,
respeitando um intervalo de 24 horas durante todos os dias até o sacrificio do animal.

Ap6s os procedimentos cirlrgicos, os camundongos foram distribuidos em gaiolas de
polipropileno, sendo mantidos durante todo o experimento em temperatura e umidade
ambientais controladas (22 £ 2 °C em um ciclo claro/escuro de 12 horas), boas condicGes de
higiene, e alimentados com dieta padrdao do biotério, racdo (Labina — Purina Nutrimentos
LTDA) e 4gua ad libitum (VENTURA; PINTO; SILVA, 2001).

ApOs realizagdo de todos os tratamentos, os animais foram sacrificados por deslocamento

cervical e encaminhados para o biotério do CAV/UFPE para um adequado descarte.
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Analise da area de contracéo

Antes do descarte dos animais, as feridas cirargicas foram fotografadas e passaram por
uma andlise do tamanho da area com o objetivo de avaliar o percentual de contragéo no 3°,
7° e 14° dias em relacao ao dia 0.

Para tanto, utilizou-se o software ImageJ versao 1.44 (Research Services Branch, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Os resultados de area de contracdo das
feridas foram expressos em média + desvio padrdo, submetidos a andlise estatistica
(ANOVA), considerando-se significativo os valores comparados ao nivel de 5% de

significancia.

Histopatologia

Cada ferida do animal foi excisada apos sacrificio e a subsequente fotografia. As feridas
foram acondicionadas em uma solucdo de formol a 10 % neutro tamponado (NBF),
permanecendo nesta solucdo pelo periodo de 48 h. Apds esse procedimento, as amostras
foram desidratadas em &lcool etilico em concentrages crescentes, diafanizadas pelo xilol,
impregnados e incluidos em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo ajustado
para 5 ym. Assim, os cortes obtidos foram colocados em laminas de microscopia e mantidos
em estufa regulada a temperatura de 37 °C, por 24 h para secagem.

Os cortes foram submetidos a técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E.) para
contagem de células inflamatérias, vasos sanguineos e fibroblastos. As imagens
histoldgicas destas laminas foram capturadas por camera digital (Moticam 3.0) acoplada ao
microscoépio 6ptico (Nikon-E200), sob foco fixo e clareza de campo, obtendo-se 15 campos
por lamina com aumento final de 100X. As fotomicrografias foram avaliadas através do
software ImageJ verséo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA.), o plugin “cell counter” foi utilizado na contagem celular, infiltrado
inflamatario, fibroblastos e de vasos sanguineos.

Os dados obtidos da avaliagdo histomorfométrica foram analisados estatisticamente pelo
método ANOVA e Teste de Tukey com o intuito de se verificar possiveis diferencas entre os

grupos nos periodos de 3, 7, 14 dias. Foi adotado o nivel de significancia de 5% ou p< 0,05.

Determinacgéo da dose letal a 50% (DL so)

O &cido salazinico extraido do liguen Ramalina complanata foi submetido ao teste de
toxicidade para determinacdo da dose letal a 50% (DLsy) em 4 (quatro) camundongos,
seguindo-se a metodologia de Karber & Berhrens (1964), modificada por Berlion (1988). O

composto foi administrado por via intraperitoneal sendo a dose aplicada segundo o peso de
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cada animal. Em ambos os ensaios os animais foram observados por periodo de 24, 48 e 72
h, registrando-se o0s principais eventos ocorridos durante periodo avaliado. Os resultados
finais foram avaliados segundo a equacdo descrita por Karber & Bhehrens (1964) e
modificada por Berlion (1988).

a.b

DL50% = Df —L

n
Df = dose minima capaz de matar todos os animais
a = diferenca entre duas doses consecutivas administradas
b = média de animais mortos entre duas doses consecutivas

n = namero de camundongos por lote

Atividade Antimicrobiana
Micro-organismos testados

Foram utilizadas cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC
6057), MRSA (ATCC 33591), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Acinetobacter baumannii (ATCC
19606), Shigella felxneri (ATCC 12022), Citrobacter freundii (ATCC 8090), Serratia
marcescens (ATCC 8100), Enterobacter cloacae (ATCC 13047), obtidos no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Pernambuco, Centro Académico de Vitoria, e dois
isolados clinicos (sitio de infeccao de ferida) de Staphylococcus aureus Meticilina Resistente
(MRSA), obtidos de feridas de pacientes internados no Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Pernambuco.

Padronizagao do in6culo

As suspensdes microbianas foram padronizadas de acordo com a turvacdo equivalente ao
tubo 0,5 da escala nefelométrica de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 x
10® UFC/mL para bactérias (BARRY, 1986).

Teste de difusdo em disco de papel

A atividade antimicrobiana do &cido salazinico foi avaliada pelo método de difusédo em disco
de papel. Discos de 6 mm de diametro foram impregnados com 10 uL da solucdo do acido

salazinico (diluido em DMSO) e colocados sobre a superficie do meio semeado com as
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suspensfes microbianas padronizadas, em placas de Petri de dimensdes de 100x15mm. As
placas foram incubadas a 37 °C, por um periodo de 24 horas. Apos o periodo de incubagao
foi realizada a leitura dos resultados, pela medi¢cédo do diametro do halo de inibicdo formado
em volta dos discos (BAUER; KIRBY, 1966).

Atividade antioxidante

Foi utilizado o método de captura de radicais DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil), que tem por
base a reducédo do radical DPPH, que ao fixar um H (removido do antioxidante em estudo),
leva a uma diminuicdo da absorbancia. Para a analise das amostras, adicionou-se a 250uL
da solucdo metanolica de DPPH (6x10-5M) uma aliquota de 40 uL das amostras contendo
diferentes concentracbes do &cido salazinico. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro (BioRad Xmark) a 374 nm, apds 20 minutos do inicio da reacao. Todas as
determinagcBes foram realizadas em triplicata e acompanhadas de um controle (sem
antioxidante). A queda na leitura da absorbancia das amostras foi correlacionada com o
controle, estabelecendo-se a porcentagem de descoloracdo do radical DPPH, conforme a

formula abaixo:

% protecao = [(Abscontrole— Absbranco) /Abscontrole] x 100

Para o célculo dos valores de ECs, (concentragdo do extrato necessario para reduzir 50 %
do radical DPPH) do &cido salazinico, foi calculada a atividade antioxidante em diferentes
concentracdes, de forma a tracar uma curva linear entre a capacidade antioxidante do acido
salazinico e sua concentracdo. Esses dados foram submetidos a uma regressao linear e
obtida uma equacéo da reta para o calculo do ECs, (BRAND-WYLLIANS et al., 1995).

Aspectos Eticos

O projeto foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco, sendo aprovado sob o processo
n°® 23076.0154402/2013-53, estando esta pesquisa em conformidade com as normas éticas
internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of

Laboratory Animals.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo do acido salazinico extraido da Ramalina complanata

Através do desenvolvimento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foi possivel
a confirmacédo da presenca, como também do grau de pureza da amostra purificada, sendo
entdo identificada como &cido salazinico quando comparado seu fator de retencdo

(Rf=0,173) com aquele referente ao padrdo do acido em questéo (Figuras 2.1 e 2.2).

Figura 2.1 Cromatograma do extrato etéreo de Ramalina complanata (CLAE).
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Figura 2.2 Cromatograma do acido salazinico purificado (CLAE).
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Atividade cicatrizante

Muitos fatores intrinsecos e extrinsecos podem influenciar diretamente no processo de
reparo (TAZIMA; VICENTE & MORIYA, 2008).

A avaliacdo macroscépica empregada, embora de carater subjetivo, é de grande
importancia para o acompanhamento do reparo cutdneo. Na pratica corrente, € 0 meio
disponivel mais usual, de baixo custo e que geram excelentes informacdes em relacdo ao
comportamento dos eventos bioldgicos durante a reparacdo do tecido conjuntivo e epitelial,
ja que em humanos, nao se justificaria retirada de tecidos cirurgicamente, tdo somente para
acompanhamento da evolucdo de uma ferida no controle de eficacia dos tratamentos. A
andlise macroscopica foi baseada de acordo com a presenga ou auséncia das
caracteristicas clinicas das feridas.

Macroscopicamente, no periodo de tratamento, pdde-se observar que junto a superficie da
ferida houve a formacéo de uma crosta superficial a partir do 3° dia pds-cirdrgico, no 7° dia
esta crosta foi tornando-se mais espessa em todos 0s animais dos grupos controle (positivo
e negativo) e dos grupos tratados com o &cido salazinico a 0,3% e 1%. A solugédo de
continuidade causada pela remocdo do fragmento de pele é inicialmente preenchida por
codgulo, fibrina e exsudato inflamatério, que originam uma crosta fibrino-leucocitaria. Esta
crosta protege a ferida contra a ampla perda de eletrélitos e fluidos e contra a contaminacao
por agentes nocivos. A presencga da crosta pode ser observada tanto macroscopicamente
como microscopicamente (MARTORELLI et al 2011).

Os animais mantiveram-se saudaveis e apresentaram caracteristicas de cicatrizacdo sem
evidéncias clinicas e/ou macroscépicas de infeccdo. Macroscopicamente, nos animais dos
grupos controles e dos tratados com o acido salazinico, notou-se o fechamento completo da
lesdo por volta do 14° dia.

As é&reas de contragbes das feridas (TABELA 2.2) do 3°, 7° e 14° dias, obtidas através do
ImageJ e submetidas a andlise estatistica ANOVA, mostram que no 3° dia houve um menor
percentual de contracdo da area da ferida dos Grupos Controle Negativo e SAL 0,3% em
relacdo ao Grupo Controle Positivo. O aumento da area da ferida, verificado em todos os
grupos, no 3° dia de tratamento, deve-se a intensa inflamacéo local neste periodo. O Grupo
SAL 1% apresentou resultados proximos no 3°, 7° e 14° dia de tratamento em relacao ao
Grupo Controle Positivo, demonstrando ser relevante para o processo de cicatrizacdo. As
menores médias de contracdo da ferida foram apresentadas pelo Controle Negativo e pelo
SAL 0,3%, como esperado, desta forma, o acido salazinico em baixas concentracdes nao

demonstra ser eficaz no processo de reparacéo tecidual. Embora estas diferencas sejam
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notadas nos numeros absolutos das médias de reducdo da &rea da ferida, nenhum grupo

experimental apresentou significAncia estatistica (p<0,05).

TABELA 2.1 Porcentagem de contracdo das feridas de camundongos tratados com
Neomicina+Bacitracina (Controle Positivo), Tween 80 (Controle Negativo), Acido Salazinico
0,3% e 1%.

3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS
Controle Positivo -20,7 + 7,86 85,19+ 10,6 97,6 + 3,31
Controle Negativo -53,09 + 27,16 61,69 +£ 16,16 92,3+6,35
SAL 0,3% -55,09 + 24,75 75,87 + 6,32 96,72 £ 5,54
SAL 1% -24,42 + 16,33 79,97 + 17 97,98 + 4,52

Valores apresentados em média * desvio padrao.

Neste estudo verificou-se um aumento da area da ferida no 3° dia de tratamento com o uso
da Neomicina associada com Bacitracina (Controle Positivo), contrapondo-se a
caracteristica do antibiético, de fazer o controle do componente infeccioso, assim
acelerando a reparacéo da leséo. Efeito semelhante ocorreu nos estudos conduzidos por
VITORINO FILHO (2012) e MAGALHAES et al (2008), onde foi empregado clostebol
associado a neomicina no tratamento de feridas em ratos. Segundo Mandelbaum, Di Santis
e Mandelbaum (2003), o uso de antibidticos topicos, para prevencdo ou tratamento de
infeccdo em feridas, tem sido contraindicado, pois, quando empregados em concentragdes
adequadas, apresentam acgdo citotoxica sobre o0s queratindcitos e, se utilizados em
concentracbes muito baixas, podem provocar aparecimento de resisténcia e ainda a
dermatite de contato. Segundo Geronemus; Mertz e Eaglstein (1979), a grande maioria dos
agentes antimicrobianos, quando usados topicamente em lesdo, impede a proliferacdo de
gueratindcitos. Verificou-se neste estudo que houve expansdo da area das feridas no grupo
controle até o terceiro dia ap@s a cirurgia, fase na qual a proliferacdo de queratindcitos €
mais intensa e a presengca da neomicina foi deletéria. Do terceiro dia em diante, o
incremento de reparacdo tissular verificado nas feridas dos animais do grupo controle
sugere que a presenca da neomicina associada com bacitracina nesta etapa da cicatrizacao

ja ndo mais foi consideravelmente negativa.
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Histopatologia

Os resultados do presente estudo demonstram a comparacdo das médias e desvios
padrdes (+-) nos diferentes tempos experimentais, comparando-as entre si e entre 0s

diferentes grupos ao nivel de significancia de 5%.

Infiltrado inflamatorio

A inflamacdo € um processo dindmico que depende do tecido viavel e um fendmeno
benéfico que conduz a cura. A resposta inflamatéria € um instrumento que fornece fatores
de crescimento e citocinas que coordenam as células e o0os movimentos teciduais
necessarios para o reparo. O reparo tecidual em mamiferos é rapido e eficiente e seu maior
objetivo consiste em cessar a hemorragia e reconstituir a barreira estrutural e funcional,
prevenindo o ressecamento e a invasdo de microrganismos no organismo (TORISEVA,;
KAHARI, 2009).

O infiltrado inflamatério € o conjunto de células inflamatérias presentes na regido da injuria
tecidual. A tabela 2.3 se refere & evolugéo do infiltrado inflamatério nos grupos tratados com

o Controle Positivo e Negativo e Acido Salazinico a 0,3% e 1%.

TABELA 2.2 Presenca de infiltrado inflamatério em feridas de camundongos tratados com
Neomicina+Bacitracina (Controle Positivo), Tween 80 (Controle Negativo), Acido Salazinico
0,3% e 1%.

3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS

Controle Positivo 15,48 + 4,26 17,63 £ 6,56 9,39 +4,87
Controle Negativo 39,24 +£10,3* 1152+6,5* 10,13 £ 4,85
SAL 0,3% 19,69 + 5,75 ** 9,16 + 3,61 * 11,32 + 4,64
SAL 1% 16,21 + 3,97 * 31,6 +6,75* 5,73 + 3,91 *

Valores apresentados em média + desvio padrao.
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle positivo (p<0,05)
#Diferenga significativa em relagédo ao grupo controle negativo (p<0,05)

Verificou-se diferenca significativa (p<0,05) nos valores do infiltrado inflamatorio no 3° e 7°
dia, tanto nos grupos tratados com SAL 0,3% quanto a 1%, em relacdo ao Controle Positivo.
Apesar de demonstrar certo efeito irritante, aumentando o numero de células inflamatérias
no 7° dia de tratamento com acido salazinico a 1%, ocorreu um intenso declinio deste
parametro no 14° dia, apresentando diferenca significativa em relacdo ao controle positivo e

negativo.
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Fibroblastos

A fibroplasia caracteriza-se pela presenca dos fibroblastos, que migram para o interior da
ferida a partir do tecido circundante, sendo responsaveis pela producdo e deposi¢do do
colageno, proteina de grande importdncia na matriz extracelular (ISAAC et al, 2010;
DIEGELMANN & EVANS, 2004).

A tabela 2.4 corresponde a evolucdo fibroblastica dos grupos de animais tratados com

Controle Positivo e Negativo e Acido Salazinico nas concentracoes de 0,3% e 1%.

TABELA 2.3 Presenca de fibroblastos em feridas de camundongos tratados com
Neomicina+Bacitracina (Controle Positivo), Tween 80 (Controle Negativo), Acido Salazinico
0,3% e 1%.

3DIAS 7 DIAS 14 DIAS
Controle Positivo 3,15+ 1,85 7,88 +3,35" 25,75 + 10,4
Controle Negativo 4+214 3,46 +1,7* 17,36 £6,6 *
SAL 0,3% 29+21" 16,64 + 7,49 * 16,33+ 6,93 *
SAL 1% 1,2+0,92 * 11,8 £2,91* 20,71 £5,02 *

Valores apresentados em média + desvio padrao.
*Diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle positivo (p<0,05)
#Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle negativo (p<0,05)

Verificou-se diferenca significativa (p<0,05) nos valores do infiltrado inflamatério no 3° e 7°
dia, tanto nos grupos tratados com SAL 0,3% quanto a 1%, em relagéo ao Controle Positivo.
O SAL 1% apresentou p<0,05 em relagcdo do Controle Positivo no 7° e 14° dia. Observa-se
que o SAL 1% induziu uma crescente proliferacéo fibroblastica ao longo dos dias de analise,

resultado semelhante ao controle positivo (p>0,05).

Angiogénese

A angiogénese é etapa fundamental do processo de cicatrizacdo, na qual novos vasos
sanguineos sdo formados a partir de vasos preexistentes. Os novos vasos participam da
formacao do tecido de granulagéo provisorio e suprem de nutrientes e de oxigénio o tecido
em crescimento (MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009).

A tabela 2.5 corresponde a quantidade de vasos sanguineos presentes nas feridas dos
grupos Controle Positivo e Negativo e dos animais tratados com Acido Salazinico nas

concentracdes de 0,3% e 1%.
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TABELA 2.4 Presenca de vasos sanguineos em feridas de camundongos tratados com
Neomicina+Bacitracina (Controle Positivo), Tween 80 (Controle Negativo), Acido Salazinico
0,3% e 1%.

3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS
Controle Positivo 0,11 + 0,38 0,62 +0,91 0,661
Controle Negativo 1,05+1,64* 0,46 + 0,66 0,22+0,48 *
SAL 0,3% 1+1,24* 0,86 + 1,01 0,05+0,21*
SAL 1% 0,13+0,34" 0,77 £ 0,67 0,42 + 0,69

Valores apresentados em média + desvio padrao.
*Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle positivo (p<0,05)
#Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle negativo (p<0,05)

De forma geral, o grupo tratado com acido salazinico na concentracdo de 1% apresentou
resultados de angiogénese semelhantes ao Controle Positivo, tendo uma diferenca
significativa em relagédo ao Controle Negativo (p<0,05). A acentuada redu¢do no numero de
vasos no 14° dia pés-cirtrgico € um achado ja esperado. A baixa tensdo de oxigénio e o alto
conteudo de 4cido latico presentes no leito da ferida, juntamente com fatores de crescimento
endoteliais vasculares secretados pelos queratinécitos, estimulam a angiogénese que
diminui & medida que a oxigenagdo local aumenta (DOUGHTY e SPARKS-DEFRIESE,
2007; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Determinacgéo da dose letal a 50% (DL so)

A dose letal (DLsyy), calculada através do teste de toxicidade aguda do acido salazinico
extraido da Ramalina complanata, por via intraperitoneal em camundongos, foi 268,61
mg/Kg.

Atividade antibacteriana

Neste estudo, ap0s 24 horas de incubacdo, ndo houve formacdo de halo inibitério para
nenhuma das bactérias testadas neste estudo, utilizando o &cido salazinico extraido da
Ramalina complanata, em trés diluicGes diferentes.

Esses dados da avaliacdo antibacteriana ndo corroboram com os estudos publicados sobre
0s extratos liguénicos e seus componentes que tém sido estudados ha muitos anos no

Brasil e no mundo, principalmente em relacdo as bactérias gram-positivas, como nos



35

experimentos de Manojlovic et al (2012), que utilizou o acido salazinico extraido de liquens

do género Parmelia.

Atividade antioxidante

A molécula do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, radical livre e estavel devido a localizacdo
de um elétron sobressalente ao longo da molécula como um todo, o qual ndo dimeriza, o
gue normalmente ocorre com os demais radicais livres, apresenta uma cor violeta intensa, e
guando esta solugcdo entra em contato com uma substancia que pode doar um atomo de
hidrogénio o radical passa a sua forma reduzida, perdendo a coloracao violeta e se tornando

amarelo palido, como pode ser visualizado na Figura 2.16 (MOLYNEUX, 2004).

FIGURA 2.3 Fotografia da placa de microdiluicdo de 96 poc¢os mostrando a reacdo

fotocolorimétrica do acido salazinico pelo método DPPH.

A atividade antioxidante, utilizando o método de captura dos radicais DPPH, do &cido
salazinico isolado da Ramalina complanata, neste estudo esta apresentada na Figura 2.17.
Os resultados foram expressos em ECs, (concentracdo do composto em pg/mL capaz de
reagir com 50% do radical presente na solucdo de DPPH). Portanto, quanto menor o valor

do ECsy, maior sera a atividade antioxidante do extrato analisado.
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FIGURA 2.4 Curva da atividade antioxidante do acido salazinico extraido da R. complanata

pela reducéo do DPPH.
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Como se pode observar na Figura 2.17, o &cido salazinico isolado da R. complanata
apresentou uma atividade antioxidante diretamente proporcional a sua concentracao,
semelhante aos resultados obtidos por Manojlovic et al (2012). Acredita-se que 0s
compostos fendlicos tém um importante papel na atividade antioxidante de liquens. Varios
estudos apontaram a relagdo dos compostos fendlicos com uma evidente atividade
antioxidante (BEHERA et al. 2009; KOSANIT et al. 2012).

A ECs, obtida nesta avaliacdo da atividade antioxidante do &cido salazinico extraido da

Ramalina complanata foi de 0,3027 mg.
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CONCLUSOES

O &cido salazinico extraido do liguen Ramalina complanata na concentracdo de 1% pode
contribuir no processo de reparo tecidual apds ferida cirdrgica, através do estimulo a
fibroplastia e por apresentar efeito semelhante ao controle positivo (hneomicina associada
com bacitracina) na angiogénese. Na avaliagdo antibacteriana, o acido salazinico ndo
apresentou poder de inibicdo bacteriana no teste de difusdo em disco de papel. Entretanto,

demonstrou ser uma opcao interessante de antioxidante natural.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O acido salazinico extraido do liguen Ramalina complanata a 1% apresentou efeito
pré-inflamatério no 7° dia pés-cirtrgico, mas ocorrendo um severo declinio desse parametro
no 14° dia de tratamento, com diferenca significativa em relacdo ao controle positivo e
negativo.

Na avaliacdo da contracdo da ferida, o &cido salazinico a 1% apresentou uma
porcentagem de reducdo semelhante ao grupo controle positivo em todos os dias de
avaliacdo poés-cirargica, embora nao tenha havido diferenca significativa em nenhum dos
grupos acompanhados. O 4cido salazinico também apresentou resultados semelhantes ao
controle positivo na avaliacdo da proliferacao fibroblastica em todos os dias analisados (3°,
7° e 14° dia pos-cirargico).

Apesar da baixa indugdo da formacdo de novos vasos sanguineos, ocorrida em
todos 0s grupos experimentais, o acido salazinico na concentracdo de 1% apresentou
nameros absolutos préximos aos encontrados utilizando o controle positivo, ao longo de
todos os dias de analise.

Diante destas observagcfes, podemos apontar que o acido salazinico na
concentracdo de 1% pode apresentar atividade cicatrizante semelhante a Neomicina
associada com a Bacitracina.

Neste estudo ndo se verificou atividade antibacteriana ao utilizar o acido salazinico
extraido da R. complanata. Este achado ndo corrobora com diversos estudos anteriores e
novas analises devem ser conduzidas para elucidar o efeito encontrado neste experimento.

Quanto a atividade antioxidante verificada neste estudo, o acido salazinico apresenta
potencial antioxidante natural, diretamente proporcional a sua concentracao. Este resultado

corrobora com diversos estudos ja conduzidos ho mundo.
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projeto de pesquisa intitulado, “Avaliagdo dos Efeitos Bioldgicos de Compostos
Isolados do Liquen Cladina dendroides (des Abb) Ahti no Modelo de Ferida em
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cases longer manuscripts may be accepted. When submitting such manuscripts, authors
should provide a justification statement, giving compelling reasons for the length of the
paper.

4. Preparation of Manuscripts
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Please note that papers published in Planta Medica now follow the IRDMAR
structure: Introduction, Results and Discussion, Materials and Methods, Acknowledgements,
References.

In addition to the Guidelines, authors should consult the sample manuscript (for
Original Papers) at http://mc.manuscriptcentral.com/plamed —Instructions and Forms, or at
www.thieme.de/fz/plantamedica prior to preparing their contribution. Commonly used text
processors should be used for preparation of the manuscripts.

For submission of all manuscripts, follow the instructions of the online submission
system. Before submission, prepare the cover letter, and keep ready all information on the
manuscript (title, full name and affiliation of all authors, abstract, name of all files to be
submitted).The author submitting the manuscript will be corresponding author.

4.1. The Title Page must contain the title of the manuscript, the full names referenced
by numerical superscripts with affiliation and addresses of all authors, and the full address of
the corresponding author.

4.2. The Abstract should contain brief information on purpose, methods, results and
conclusion (without subheadings).

4.3 .The Keywords should include the scientific name and family of the plant(s) or
other organism(s) investigated. 4—-6 keywords should be listed.

4.4. Abbreviations should generally be used sparingly. Standard abbreviations such
as m. p., b. p., K, s, min, h, uL, mL, pg, mg, g, kg, nm, mm, cm, ppm, mmol, HPLC, TLC, GC,
UV, CD, IR, MS, NMR can be used throughout the manuscript. Non-standard abbreviations
must be defined in the text following their first use. Provide a list of all nonstandard
abbreviations after the keywords. Define all symbols used in equations and formulas. If
symbols are used extensively, provide a list of all symbols together with the list of
abbreviations.

4.5. The Introduction should state the purpose of the investigation and relate to
current knowledge in the specific topic addressed.

4.6. Results should be presented in a concise manner. Tables and figures should be
presented in a manner which maximises clarity and comprehension. The Discussion should
provide an interpretation of the data and relate them to existing knowledge. Subtitles are only
admitted in exceptional cases.

4.7. Materials and Methods. Specific details about test materials and test compounds,
instrumentation and experimental protocols should be given here. This section should
contain sufficient details so that others are able to reproduce the experiment(s). Purity (%) of

all reference and standard compounds should be mentioned, as well as the method how it
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was determined. Previously reported methods should be referenced only. Suppliers for major
equipment, cell lines, chemicals, biochemical reagents and major disposables should be
indicated.

4.7.1. Documentation of plants and other organisms or starting materials. Use the
correct scientific nomenclature. For plants, the Index Kewensis (electronic Plant Information
Centre ePIC, Royal Botanic Gardens, Kew, UK: http://www.kew.org/epic), and/or the
International Code of Botanical Nomenclature (www.bgbm.fu-
berlin.de/iapt/nomenclature/code/tokyo-e/default.htm) should be followed. Give the scientific
name (in italics), the author of this name and the family. Indicate who identified the material.
The manuscript must include references to voucher specimens of the plants (deposited in a
major regional herbarium) or the material examined including their registration number(s). It
should be mentioned which plant parts have been used.

4.7.2. Description of the preparation of extracts and isolation of compounds. The kind
and amount of starting material, solvents and extraction methods must be indicated. The
description of chromatographic systems should contain the quantitative information that
allows the reader to repeat the work. Column dimensions, stationary phase, particle size,
mobile phase composition, flow rate, sample amount, and elution volumes (or retention
times, k’ values) of fractions should be given. E. g.: “MPLC on silica gel (40—-63 um; 2 x 50
cm), MeOH/EtOAc 8 : 2, 3 mL/min; tR of 1:60-70 mL, 2:120-140 mL,3: 145-175 mL;
detection of eluates by TLC (SiO2, MeOH/H20 9 : 1; Dragendorff reagent), Rfl: 0.35,2:
0.55,3: 0.73).”"When using gradients the volumes of solvents should be presented; fractions
should be defined by their elution volume. Similar information is necessary for HPLC, GLC,
DCCC, MLCC and all other methods of purification. Figures of chromatograms will only be
accepted if they are essential for understanding the methods or the results described. GC
identifications of constituents of essential oils must be supported by retention indices on a
polar and an apolar column. Identification by GC- MS is preferred.

4.7.3. Physico-chemical characterisation of compounds. Data provided for new
compounds should enable an unambiguous identification of the substance and have to
appear in the following order, if available: visual appearance, chromatographic mobility in
TLC, GC, or HPLC, mp, UV- vis, specific optical rotation, CD, IR, 1H- NMR, 13C- NMR,
low resolution MS, high resolution MS, elemental analysis. Note that for specific optical
rotation [a]Dtemp, the symbol cis defined as mass of substance (in g) in 100 mL of solution.
For specific optical rotation no unit should be specified; the “degree” symbol “°” should not be
used. In case of spectroscopic work on known substances refer, if possible, to published

data; the manuscript should then contain the following indication:Copies of the original



XVviii

spectra are obtainable from the corresponding author.Such original spectra and/or spectral
assignments can be provided as Supporting Information (see below), as well as structural
formula outlining NMR spectral correlations, MS fragmentations, etc. IR, NMR, mass, and UV
spectra should normally not be given in the manuscript as figures, but only if the listing of
characteristic signals is not sufficient.

4.7.4. Chemical nomenclature used should be based on the systematic rules adopted
by Chemical Abstracts and IUPAC. Trivial names should be avoided unless they are
definitely advantageous over the corresponding systematic names. Trivial names are not
accepted for close analogues and derivatives of known compounds. For reference drug
substances the INN names should be used.

4.7.5. X- Ray crystallographic data must include a line drawing of the structure, a
perspective drawing, and a discussion of bond lengths and angles. A supplement describing
full details of the structure and methods and means of its determination in a form suitable for
deposition must be submitted to the Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union
Road, Cambridge CB2 1EZ, UK (fax: + 44 (0)1223 33 60 33 or e-mail
deposit@ccdc.cam.ac.uk). Deposition of the data has to be prior to submission of the
manuscript, and appropriate reference has to be made in the Materials and Methods section,
including the deposition number.

4.7.6. Analytical studies. Key data on method validation must be provided and should
typically include information on specificity, linearity, limit of detection, limit of quantification,
accuracy, precision, intermediate precision, and some robustness studies. Information on the
purity of reference compounds, and on the methods used for the determination of purity must
be given. Recoveries of extraction and sample pre-purification steps have to be indicated.
Adequate statistical treatment of data is required. For more information regarding validation
issues, prospective authors should also refer to ICH guidelines. Analytical studies of a
routine nature will not be considered for publication.

4.7.7. Pharmacological investigations. Planta Medica will only consider manuscripts in
which conclusions are based on adequate statistics that incorporate the appropriate tests of
significance, account for the type of data distribution and are based on the number of
experimental observations required for the application of the respective statistical method. In
each case positive controls (reference compounds) should be used and the dose/activity
dependence should be shown. When working with experimental animals, reference must be
made to principles of laboratory animal care or similar regulations, and to approval by the

local ethical committee. The approval number and the corresponding date must be provided.
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Pharmacological investigations of extracts require detailed extract characterisation.
This includes botanical characterisation of plant material, solvent(s), duration and
temperature of extraction, plus other method(s) used for preparation(s). The drug to extract
ratio (DER) must be given. Chromatographic profiling (e.g. HPLC profile with a reference
compound recorded at different wavelengths) should be carried out, with at least the major
peaks identified, or qualitative and quantitative information on active or typical constituents
should be provided. Altogether the phytochemical standardisation of an extract and/or
fraction(s) require state-of-the-art methods.

4.7.9. Biological screening. Papers dealing with the biological screening of a
meaningful number of extracts of plants or other organisms can be considered for publication
in Planta Medica. ldentification of the material should properly be documented, and
preparation of the extracts should clearly be described (see above, sections 4.6.1 and 4.6.2).
Biological activities should be reported by listing IC50 values, or a dose-response
relationship should be shown by using at least two test concentrations. Positive controls
(reference compounds) should be included. Results should be presented in a concise format,
and the discussion should be kept to a minimum.

4.8. Acknowledgements should list persons who made minor contributions to the
investigation and organizations providing support.

4.9. References should be numbered in the order in which they are cited in the text,
using arabic numbers between square brackets, e.g.[1]; for multiple references, e.g. [1-3] or
[1, 2, 5].The list of references should be arranged consecutively according to the numbers in
the text. Use Index Medicus abbreviations for journal titles. Authors bear complete
responsibility for the accuracy of the references. The following examples illustrate the format
for references:

a) Journals

Trute A, Nahrstedt A.Separation of rosmarinic acid enantiomers by three different
chromatographic methods and the determination of rosmarinic acid in Hedera helix.
Phytochem Anal 1996; 7: 204-208

Article in press without doi:

Lim EK, Ashford DA, Hou B, Jackson RG, Bowles DJ.Arabidopsis
glycosyltransferases as biocatalysts in fermentation for region selective synthesis of diverse
guercetin glucosides. Biotech Bioeng, in press

Article in press with doi:
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Lim EK, Bowles DJ.A class of plant glycosyltransferases involved in cellular
homeostasis. EMBO J, advance online publicaton 8 July 2004; doi:
10.1038/sj.emb0j.7600295

b) Books

Citation to complete book:

Mabberley DJ. The plant book, 2nd edition. Cambridge: Cambridge University Press;
1997: 520-521

Citation to article within a book:

Lechtenberg M, Nahrstedt A.Cyanogenic glycosides. In: lkan R, editor. Naturally
occurring glycosides. Chichester: Wiley & Sons; 1999: 147-191

Lorberg A, Hall MN.TOR: the first ten years. In: Thomas G, Sabatini DM, Hall MN,
editors. TOR—target of rapamycin. Heidelberg: Springer Verlag; 2004: 1-18

Multi-volume books and encyclopedias:

Warren SA. Mental retardation and environment. In: International encyclopedia of
psychiatry, psychology, psychoanalysis and neurology, Vol. 7. New York: Aesculapius
Publishers; 1977: 202—-207

Pharmacopoeia of China, Part 1. Beijing: People’s Health Press; 1977: 531-534

¢) PhD and Diploma Theses

Dettmers JM. Assessing the trophic cascade in reservoirs: the role of an introduced
predator [dissertation]. Columbus: Ohio State University; 1995

d) Patents

Cookson AH.Particle trap for compressed gas insulated transmission system. US
Patent 4554399; 1985

e) Conference Paper

Okada K, Kamiya Y, Saito T, Nakagawa T, Kaawamukai M. Localization and
expression of geranylgeranyldiphosphate synthases in Arabidopsis thaliana. Annual Meeting
of the American Society of Plant Physiologists, Baltimore, MD; 1999

f) Electronic Sources

Agatep R, Kirkpatrick RD, Parchaliuk DL, Woods RA, Gietz RD. Transformation of S.
cerevisiae by the lithium acetate/single-stranded carrier DNA/polyethylene glycol protocol.
Technical tips online. Available at http://research.bmn.com/tto. Accessed September 22,
2005.

If no author is given, the title is used as the first element of the citation.
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If reference is made to papers submitted or in press, authors are requested to add a
file of the manuscript or galley proof to the online submission. Avoid references to
unpublished personal communications.

5. Proofs and Reprints

Galley proofs will be sent to the corresponding author as a PDF file. An electronic
author reprint will be supplied free of charge after online publication.
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