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RESUMO

A espécie Terminalia catappa L. (Combretaceae), popularmente conhecida como
castanhola ou amendoeira, é utilizada pelas comunidades tradicionais para o
tratamento de inflamacdes, infeccdes e diabetes. Neste contexto, o objetivo do
estudo foi analisar o perfil fitoquimico e avaliar as atividades antioxidante,
antimicrobiana e cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia
catappa (EHTc). O perfil fitoquimico do extrato foi analisado por meio de
cromatografia em camada delgada (CCD) e os compostos foram identificados por
cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas
(UPLC-DAD-QTOF MS), sendo também quantificados os teores de fendis totais,
taninos totais e flavonoides. A capacidade antioxidante foi avaliada pelos testes do
DPPH, ABTS e fosfomolibdénio. A citotoxicidade foi testada frente as linhagens de
hemacias, fibroblastos, macréfagos e queratindcitos, enquanto a atividade
antimicrobiana foi determinada pelos testes de microdiluicdo em caldo e por inibicéo
e remocdo de biofilmes. Para a avaliacdo da atividade cicatrizante in vivo, foram
preparados os hidrogéis de EHTc 5% e 10% que foram caracterizados e testados
em modelo de excisdo por um periodo de 3, 7 e 14 dias. As classes de metabdlitos
secundarios encontrados foram os taninos hidrolisaveis, alcaloides, flavonoides,
triterpenos e esteroides, confirmados através da analise em UPLC-DAD-QTOF MS.
O EHTc apresentou teores de fendis totais (3,79 g EAG/Qg), taninos totais (2,16 ¢
EAT/g) e flavonoides (2,34 g EQ/g), bem como atividade antioxidante nos diferentes
métodos analisados. O EHTc nao foi capaz de induzir hemolise e ndo apresentou
toxicidade frente as células L929 e macrofagos peritoneais murinos nas
concentragcfes testadas, enquanto que para HaCat apresentou Clsp > 50 ug/mL,
demonstrando baixa citotoxicidade. No ensaio de microdiluicdo em caldo, o EHTc
apresentou inibicdo moderada frente as bactérias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, e para o
fungo Candida albicans. Os biofiimes de Candida spp. apresentaram atividade
metabdlica reduzida quando em contato com o EHTc em concentracfes iguais ou
superiores a 124 ug/mL, sendo mais eficaz na inibicdo da formacé&o dos biofilmes de
C. tropicalis e C. parapsilosis. Os hidrogéis desenvolvidos apresentaram o0s
parametros apropriados para formulacdes topicas. No modelo de cicatrizacao in vivo,

0s animais tratados com o EHTc 5% apresentaram grau de contragéo significativo no



periodo de 7 dias com um percentual de 84,81% de contracdo da lesdo, comparado
ao controle de 72,07%. ApoOs 14 dias, o grau de contragdo foi significativo para o
EHTc 5% e EHTc 10% com um percentual de 91,83% e 90,13% de contracédo da
lesdo, respectivamente, comparado ao controle de 82,39%. Nas andlises
histopatolégicas, o grupo tratado com o EHTc 5% promoveu melhor reepitelizacdo
tecidual com restauracdo do tecido conjuntivo e rearranjo das fibras de colageno.
Desta forma, o estudo mostrou que o EHTc apresenta propriedades antioxidante,
antimicrobiana e cicatrizante, com baixa citotoxicidade, sugerindo que estas

propriedades podem estar associadas a presenca dos compostos fendlicos.

Palavras-chave: Fendlicos. Radicais livres. Infec¢Bes. Feridas cutaneas.



ABSTRACT

The species Terminalia catappa L. (Combretaceae), popularly known as castanet or
almond tree, is used by traditional communities to treat inflammation, diseases, and
diabetes. In this context, the study aimed to analyze the phytochemical profile and
evaluate the antioxidant, antimicrobial and healing activities of the hydroalcoholic
extract of Terminalia catappa leaves (EHTc). The phytochemical profile of the extract
was analyzed by thin-layer chromatography (TLC) and the compounds were
identified by ultra performance liquid chromatography coupled with mass
spectrometry (UPLC-DAD-QTOF MS), and the total phenol, tannins, and flavonoids
contents were also quantified. Antioxidant capacity was evaluated by DPPH, ABTS,
and phosphomolybdenum tests. Cytotoxicity was tested against red blood cells,
fibroblasts, macrophages and keratinocytes, while antimicrobial activity was
determined by microdilution tests in broth and by inhibition and removal of biofilms.
For the evaluation in vivo healing activity, 5% and 10% EHTc hydrogels were
prepared, which were characterized and tested in an excision model for a period of 3,
7 and 14 days. The classes of secondary metabolites found were hydrolyzable
tannins, alkaloids, flavonoids, triterpenes and steroids, confirmed by analysis in
UPLC-DAD-QTOF MS. The EHTc presented contents of total phenols (3.79 ¢
EAG/g), total tannins (2.16 g EAT/g) and flavonoids (2.34 g EQ/g), as well as
antioxidant activity in the different methods analyzed. The EHTc was not able to
induce hemolysis and did not show toxicity against L929 cells and murine peritoneal
macrophages at the concentrations tested, while for HaCat it presented ICso > 50
Mg/mL, demonstrating low cytotoxicity. In the broth microdilution assay, EHTc
showed moderate inhibition against the bacteria Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumonia and Proteus mirabilis, and against
the fungus Candida albicans. Candida spp. biofilms showed reduced metabolic
activity when in contact with EHTc at concentrations equal to or greater than 124
Mg/mL, being more effective in inhibiting the formation of C. tropicalis and C.
parapsilosis biofilms. The developed hydrogels had the appropriate parameters for
topical formulations. In the in vivo healing model, animals treated with 5% EHTc
presented a significant degree of contraction within 7 days with a percentage of
84.81% of injury contraction, compared to the control of 72.07%. After 14 days, the

degree of contraction was significant for 5% EHTc and 10% EHTc with a percentage



of 91.83% and 90.13% of injury contraction, respectively, compared to the control of
82.39%. In the histopathological analyses, the group treated with 5% EHTc promoted
better tissue re-epithelialization with the restoration of connective tissue and
rearrangement of collagen fibers. Thus, the study showed that EHTc has antioxidant,
antimicrobial and healing properties, with low cytotoxicity, suggesting that these

properties may be associated with the presence of phenolic compounds.

Keywords: Phenolics. Free radicals. Infections. Skin wounds.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas na cura dos mais diversos males € uma prética utilizada ha
muitos anos pela humanidade. No Brasil, encontra-se a maior biodiversidade do
mundo, com uma rica flora, a qual desperta interesse das comunidades cientificas
para estudo, conservacao e utilizacao racional destes recursos (MENDONCA et al.,
1998). As plantas medicinais sao fontes de compostos biologicamente ativos para a
sintese e o desenvolvimento de agentes farmacoldgicos eficazes, de baixo custo
operacional e, sobretudo, com menor taxa de efeitos téxicos, quando comparados a
maior parte dos medicamentos convencionais (LORENZI; MATOS, 2008).

A espécie Terminalia catappa Linn., pertence a familia Combretaceae, sendo
conhecida popularmente como castanhola, amendoeira, noz-da-praia, chapéu-de-
sol, dentre outras denominacdes (GILMAN; WATSON, 1994), é originaria da india e
da Malasia e foi difundida pelo mundo em consequéncia da migragdo humana,
adaptando-se aos paises tropicais, principalmente as regides litoraneas. T.catappa
apresenta como principais classes de metabdlitos secundéarios, os taninos,
flavonoides e triterpenos (MARQUES et al., 2012; TERCAS et al.,, 2017),
responsaveis por suas propriedades farmacoldgicas ja descritas como anti-
inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, antiviral e antidiabética (FAN et al., 2004;
MININEL et al., 2014). Embora seja uma espécie muito comum no litoral brasileiro, a
grande maioria dos estudos que evidenciaram suas variedades de substancias
guimicas e farmacologicamente ativas foram realizados com as plantas nativas da
Asia (MAU; KO; CHYAU, 2003; GAO et al., 2004) e da Africa (BABAY! et al., 2004).

A cicatrizacdo tecidual consiste em um processo bioldgico complexo,
dindmico e multifatorial que visa restaurar a homeostasia e a integridade do tecido
lesionado (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005), podendo ser dividido em quatro fases
distintas, denominadas: hemostasia, inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo
(GREAVES et al., 2013). Complicacbes durante o processo de reparo tecidual
podem influenciar no tempo de cicatrizacdo e ainda interferir na qualidade final da
cicatriz (MENON et al., 2012).

A exposicdo do tecido lesionado favorece um ambiente ideal para o
crescimento microbiano (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001). Dentre os
microrganismos mais comumente encontrados em feridas estdo as bactérias do

género Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus, os bacilos Gram-negativos



20

(STEPHENS et al., 2003; DAVIES et al., 2007) e os fungos, sendo a espécie
Candida albicans de maior prevaléncia (LIN et al., 2017). Interagcbes microbianas
podem levar a cronicidade do processo de reparo tecidual e ainda provocar uma
resisténcia aos antimicrobianos disponiveis (SHAI; MAIBACH, 2005).

Os radicais livres sédo produzidos em grandes quantidades nos tecidos
lesionados e inflamados, como forma de defesa contra patdgenos invasores e para
sinalizagdo intracelular (D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007). Quando a taxa de
producéo dos radicais livres ultrapassa a taxa de remocdo pelos antioxidantes
naturais do sistema de defesa celular, ocorre o chamado estresse oxidativo (SIES,
1985), resultando em danos celulares graves com consequente comprometimento
do reparo tecidual (SCHAFER; WERNER, 2008; REUTER et al., 2010). Substancias
antioxidantes séo capazes de reduzir a formacdo dos radicais livres e, ainda,
retardar a degradacéo das substancias biologicas (CONDELLI et al., 2015).

A incidéncia de feridas que evoluem para um estado mais critico ainda se
mantém alta, tendo em vista a interferéncia dos diversos fatores que comprometem
0 processo de cicatrizacdo, tornando-se relevante a busca de novas possibilidades
terapéuticas. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo contribuir para o
conhecimento do perfil fitoquimico e avaliacdo das propriedades antioxidante,
antimicrobiana e cicatrizante das folhas de T. catappa, provenientes do municipio de

Olinda, estado de Pernambuco.
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1.10BJETIVOS

111

Objetivo geral

Investigar a composi¢cdo fitoquimica, avaliar a citotoxicidade e as

propriedades antioxidante, antimicrobiana e cicatrizante do extrato hidroalcodlico

das folhas de Terminalia catappa.

1.1.2

Objetivos especificos

Preparar o extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa (EHTc);
Caracterizar e identificar os principais constituintes quimicos presentes no
EHTc por meio de cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida
de ultra-desempenho acoplada a espectrometria de massas;

Quantificar os teores de fendis totais, taninos totais e flavonoides no EHTCc;
Avaliar a atividade antioxidante in vitro do EHTc;

Determinar o potencial hemolitico e a capacidade citotoxica do EHTc;

Avaliar a propriedade antimicrobiana do EHTc;

Desenvolver e analisar os parametros fisico-quimicos dos hidrogéis
incorporados do EHTc 5% e 10%;

Investigar o potencial cicatrizante dos hidrogéis sobre lesdes cutadneas em

ratos Wistar através de parametros clinicos e histopatoldgicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1PLANTAS MEDICINAIS

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
todo vegetal que contém, em um ou varios de seus 0Orgdos, substancias com
finalidades terapéuticas ou que sejam precursoras de farmacos semissintéticos
(PASQUA, 2009). Estima-se que, aproximadamente, 40% dos medicamentos
atualmente disponiveis foram desenvolvidos de forma direta ou indireta a partir de
fontes naturais, sendo 25% provenientes das plantas (BRASIL, 2006).

A utlizacdo milenar de plantas medicinais como fonte de substancias
terapéuticas se deu de forma empirica pela populagcdo, porém, com o passar do
tempo e com a maior procura por substancias bioativas, a fim de diminuir os gastos
com o desenvolvimento de novos farmacos, a terapéutica vegetal vem ganhando
atencdo no meio cientifico e recebendo incentivos da propria OMS, que recomenda
0 estudo de pesquisas voltadas para area quimica, farmacoldgica, toxicolégica e
clinica das plantas, sendo necessario para conhecé-las quanto a sua eficacia e os
possiveis efeitos adversos (CASTRO et al., 2004; GURIB-FAKIM, 2006).

Nesse cenario, o Brasil é o pais que apresenta a maior biodiversidade
genética do mundo, com cerca de 55 mil espécies de plantas distribuidas nos seus
diferentes biomas: Mata Atlantica, Amazonia, Caatinga, Cerrado, Pantanal e Pampa,
oferecendo recursos farmacologicos para a solucao de muitas doencas (ALBERNAZ
et al., 2010). No entanto, muito pouco tem sido realizado para transformar este
potencial da flora medicinal em produtos, visando a insercdo social e a protecao
desses ecossistemas, sendo necessario que se invista em pesquisas voltadas para
nossa flora nativa (VILLAS BOAS; GADELHA, 2007; ALMEIDA; SCHEFFER, 2012).
Os metabdlitos de plantas medicinais sdo importantes para o desenvolvimento de
novas moléculas, pois a natureza € a mais rica fonte de novas entidades quimicas.

O metabolismo primario das plantas garante substancias como acidos graxos,
proteinas, lipideos e carboidratos, responsaveis pelo seu crescimento. Ja o
metabolismo secundario pode ser visto como a producéo de compostos secundarios,
entre eles os terpenoides, alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas, Oleos
essenciais e etc., responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos ou toxicolégicos das

plantas e pela sobrevivéncia das mesmas, uma vez que estes metabdlitos podem
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atuar na atracdo de agentes polinizadores ou representar uma defesa quimica
contra o estresse ambiental e os predadores (MENDES et al., 2018).

A selecdo de determinada espécie vegetal para um estudo ocorre por meio de
trés abordagens: a randbmica, na qual a escolha € feita ao acaso; a
guimiotaxondmica ou filogenética, em que séo considerados a ocorréncia de certos
metabdlitos secundarios em um género ou espécie; ou ainda por meio da
etnofarmacologia, em que ha uma busca baseada nas informacdes cedidas pela
comunidade. Na abordagem do tipo randémica, a descoberta de novas substancias
ativas é maior, no entanto, é na abordagem etnofarmacolégica que os resultados da
busca se mostram mais eficazes. Assim, a avaliacdo do histérico de uso da planta
pela populacdo faz com que tempo e dinheiro sejam economizados na corrida por

novos medicamentos (MACIEL et al., 2002).

2.2 FAMILIA COMBRETACEAE

A familia Combretaceae é composta por aproximadamente 20 géneros e
cerca de 600 espécies, com distribuicdo pantropical, apresentando maior diversidade
na Africa e na Asia. No Brasil, ocorrem cinco géneros nativos (Buchenavia,
Combretum, Conocarpus, Terminalia e Thiloa), com cerca de 70 espécies, e dois
géneros exoticos (Quisqualis e Bucida) (LINSINGEN; CERVI; GUIMARAES, 2009;
RENDON- SANDOVAL; IBARRA- MANRIQUEZ, 2018).

De acordo com Stace (2004), a familia Combretaceae se subdivide em duas
subfamilias: Strephonematoideae, que nao apresenta espécies no Brasil, e
Combretoideae, com duas tribos, Combreteae e Laguncularieae, compostas por
guatro e doze géneros, respectivamente, sendo 0os géneros Combretum e Terminalia
0s de maior predominancia.

As plantas que compde essa familia sdo caracterizadas como arvores ou
arbustos, que apresentam folhas alternas simples ou opostas, inteiras, cobertas por
tricomas seccionados. Possuem flores pequenas, zigomorfas ou actinomorfas,
pentameras ou tetrameras, receptaculo dividido em duas partes, a inferior envolve o
ovario e a superior termina nos lobos do célice, 4-5 pétalas ou ausentes, 4-5 lobos
do calice, ovario infero, unilocular, 2-6 rudimentos seminais péndulos e ovoides. Os

frutos sdo secos indeiscentes, drupaceos ou betulidios, endocarpo esponjoso ou
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ligneo, uma semente, cotilédones plicados ou convolutos e ndo possui endosperma
(LINSINGEN; CERVI; GUIMARAES, 2009; FERNANDES et al., 2018).

Estudos fitoquimicos realizados com diferentes espécies da familia
Combretaceae identificaram a presenca de iniUmeros compostos bioativos, tais
como: fendis, flavonoides, taninos, triterpenoides, cumarinas, fenantrenos, lignanas e
cardenolideos. Esses resultados estdo possivelmente ligados as diferentes
atividades medicinais que essas espécies possuem (ARAUJO et al., 2013;
FERNANDES et al., 2018).

Membros da familia Combretaceae apresentam diversas propriedades
farmacolbégicas comprovadas pelo uso dos seus extratos ou de suas substancias
isoladas, tais como antibacteriana, antiasmatica, anticancer, antiviral, antiparasitaria,
antidiabética, antimutagénica, antioxidante, antitlcera, antinociceptiva e de
cicatrizacao de feridas (MONGALDO et al., 2016; BASHEER; FARUK, 2018).

2.3Terminalia catappa Linn

2.3.1 Caracteristicas gerais da planta

A espécie Terminalia catappa L., pertencente a familia Combretaceae, é
nativa de regifes da costa do Oceano indico e das regides que compreendem as
ilhas a oeste do Oceano Pacifico, como a Malasia, Indonésia e ilhas da regido da
Melanésia. Esta espécie foi introduzida no Brasil pelos portugueses no periodo de
colonizacéo do pais e se adaptou as condi¢des climaticas por serem resistentes ao
calor, frio, escassez de agua, ventos fortes e salinidade (ANGEL et al., 2003; SILVA
et al., 2010). T. catappa encontra-se largamente distribuida pelas regides litoraneas,
tropicais e subtropicais, principalmente pelas areas costeiras, sendo utilizada para
arborizacdo urbana, ornamentacdo de ruas e avenidas, para fins medicinais,
producdo de madeira, reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas
(MENESES et al., 2003).

Terminalia catappa € conhecida popularmente como castanhola, chapéu-de-
sol, castanheira, améndoa-da-praia, sete copas, amendoeira, guarda-chuva e noz-
da-praia. Apresenta-se na nhatureza como uma arvore de grande porte, podendo
atingir até 40 metros de altura (THOMSON; EVANS, 2006), de tronco alto, aspero e

tortuoso, e com os galhos dispostos horizontalmente ao longo do tronco principal,



25

dando a impressdo de camadas. Favorece o sombreamento das ruas, por
apresentar uma copa ampla com folhas grandes e coridceas agrupadas nas
extremidades dos ramos, cuja coloracéo depende da idade podendo variar do verde
intenso ao vermelho rubro. Suas flores sdo pequenas, pouco vistosas e de coloracéo
branco-amarelada (Figura 1), seus frutos apresentam alto valor nutricional e as

sementes sdo ricas em 6leo (TEIXEIRA, 2010).

Figura 1- A arvore Terminalia catappa Linn (A), suas folhas (B), flores (C) e frutos (D).

Fonte: https://ast.wikipedia.org/wiki/Terminalia catappa e
http://floraufersa.blogspot.com.br/2014/02/castanhola.html

2.3.2 Utilizacdo na medicina popular

No Brasil, as folhas, frutos e raizes da espécie T. catappa sao utilizadas como
medicamento pela populacdo para tratamento de problemas respiratorios, diabetes,
inflamacéo, diarréias, ejaculacdo precoce, problemas nos rins, colicas intestinais,
verminoses, disenterias, dores na coluna e para reducao de peso (MONVISES et al.,
2009; SANTOS et al., 2012). Na india, Filipinas, Malasia e Indonésia, as folhas,
cascas e frutos sdo usados comumente para dermatites, febre, diarreias, hepatites,
diabetes e na prevencao de hepatoma (NAGAPPA et al., 2003; GAO et al., 2004).
Em Taiwan, as folhas sdo usadas para prevencdo e tratamento de hepatites e
doencas do figado (CHYAU; KO; MAU, 2006). Ja a populacdo caribenha utiliza a
espécie para tratamento de gastrite e infeccdo urinaria (GERMOSEN-ROBINEAU,
2014).

2.3.3 Composicao quimica e propriedades farmacolégicas
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Estudos fitoquimicos utilizando diferentes extratos e fracdes das folhas de T.
catappa relataram a presencga de compostos fendlicos, majoritariamente os taninos
hidrolishveis como a punicalina, punicalagina, geranina, tergalagina, &cido
chebuldgico, terflavinas A e B, corilagina, acido gélico e elagico (ANGEL et al., 2003;
KINOSHITA et al., 2007); flavonoides como a isovitexina, vitexina e rutina; e acidos
triterpénicos, como o acido ursolico. Além destes, outros compostos também foram
isolados e caracterizados, como os acidos benzdicos, cumarinas e seus derivados
(FAN et al., 2004; CHYAU; KO; MAU, 2006).

Estudos farmacolégicos utilizando as folhas, frutos e cascas da planta,
comprovaram as atividades antioxidante (KINOSHITA et al., 2007; SAROJA;
ANNAPOORANI, 2012), anticancer (KOTRESHA et al., 2012; NAITIK et al., 2012),
antidiabética (NAGAPPA et al., 2003; PATEL et al, 2012), analgésica
(DHARMASIRI; RATNASOORIYA; THABREU, 2003), antifungica (TERCAS et al.,
2017), antibacteriana (OPARA et al., 2012), antiviral (TANAKA; NONAKA,;
NISHIOKA, 1986), antiparasitaria (MUDI; MUHAMMAD, 2011), antinociceptiva
(RATNASOORIYA et al., 2002), hepatoprotetora e anti-inflamatéria (MOHALE et
al., 2009).

A atividade antioxidante da espécie pode ser associada aos taninos
hidrolisaveis, onde a punicalina e a punicalagina se destacam como 0S compostos
mais abundantes associados a essa propriedade farmacolégica; também pode estar
relacionada aos flavonoides, acidos cumaricos e terpenos, e por isso se tornam
importantes na prevencdo e terapia de doencas, como cancer, doencas
degenerativas e inflamatérias (CHYAU; KO; MAU, 2006). Os acidos triterpénicos
também sdo associados a atividade anti-inflamatoria, principalmente o acido ursolico
(FAN et al., 2004). Os alcaloides estao envolvidos na inibicdo da ejaculacao precoce
(RATNASOORIYA et al., 2002).

A punicalagina e punicalina isoladas de T.catappa sao largamente utilizadas
na medicina por causa de suas propriedades adstringentes. Elas reagem com as
proteinas da pele, precipitando-as e formando uma pelicula que a protege da
contaminacao externa, evita perda de fluidos, reestrutura o epitélio e forma novos
vasos, podendo ser empregadas no tratamento de lesdes cutaneas
(VASCONCELOS et al., 2008). Com base nestes principios, foram realizadas
investigagbes mais detalhadas com relagdo a composicdo quimica e as

propriedades antioxidante, antimicrobiana e cicatrizante desta planta.
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2.4ASPECTOS MORFOLOGICOS E FISIOLOGICOS DA PELE

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, e juntamente com seus apéndices
(pélos, glandulas sudoriparas e sebaceas), € responsavel por fungdes essenciais
para a homeostasia do corpo, incluindo protecdo contra agentes externos,
manutencdo do equilibrio hidrico, regulacdo da temperatura corpérea, percepgao
sensorial, excrecdo de sais e sintese de vitaminas (KIERSZENBAUM; TRES, 2012).

No que se refere a anatomia, a pele pode ser dividida em trés camadas: a
epiderme, que é a camada mais superficial da pele e ndo apresenta vasos,
recebendo sua nutricdo a partir dos vasos sanguineos adjacentes na derme; a
derme é a camada intermediaria da pele, composta por tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e colageno; e a hipoderme é composta por tecido adiposo, glandulas e
terminacfes nervosas, e também é vascularizada (KIERSZENBAUM; TRES, 2012,

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), como estéa apresentado na Figura 2.

Figura 2- Desenho esquematico das estruturas da pele.

epiderme <

derme «

glandula —|
sudoripara

© 2010 Encyclopedia Britamnics, Inc.

Fonte: http://escola.britannica.com.br/assembly/135568/A-pele-humana-tem-tres-camadas-a-
epiderme-a-derme.

2.4.1 Epiderme


http://escola.britannica.com.br/assembly/135568/A-pele-humana-tem-tres-camadas-a-epiderme-a-derme
http://escola.britannica.com.br/assembly/135568/A-pele-humana-tem-tres-camadas-a-epiderme-a-derme
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A epiderme € formada por um epitélio escamoso estratificado e queratinizado,
que é separado da derme por uma membrana basal. Ela € composta principalmente
por quatro tipos celulares: queratinécitos (responsaveis pela renovacao epidérmica e
protecdo), melandécitos (responsaveis pela pigmentacdo da pele e producdo da
melanina), células de Langerhans (responsaveis por captar os sinais antigénicos e
enviar as informacdes para o sistema imunoldgico) e células de Merkel (sintese de
catecolaminas e sensibilidade téatil) (KENDALL; NICOLAOU, 2013).

2.4.1.1 Queratindcitos

Os queratindcitos sdo as células mais numerosas que compde a epiderme.
De acordo com o grau de queratinizacdo, a epiderme pode ser dividida em cinco
camadas que representam os diferentes estagios de maturacdo dos queratindcitos,
sendo elas a camada basal, camada espinhosa, camada granulosa, camada lGcida e
camada cornea (STANDRING, 2008).

A camada basal ou estrato basal € a primeira camada da epiderme localizada
em contato com a derme, formada por uma Unica camada de células com formato
cubico. A camada espinhosa ou estrato espinhoso encontra-se acima da camada
basal e contém varias camadas de células com formato poligonal, além de
apresentar um maior numero de queratina, sendo mais espessa quando comparada
com a camada basal. A camada granulosa ou estrato granuloso é composta por
células achatadas que apresenta granulos queratinizados que contribuem para sua
agregacao. Essas células contém um glicolipideo hidrofébico que reduz a perda de
agua transepidérmica. A camada llucida encontra-se somente em regides onde a
epiderme é mais espessa, como na palma das maos e na sola dos pés. As células
dessa camada sofrem degeneracéo nuclear e, dessa forma, o nucleo e as organelas
nao sao visiveis, dificultando a sua visualizagdo histolégica. A camada cornea ou
estrato corneo forma a camada superficial da pele, composta por células mortas e
gueratinizadas que sdo constantemente removidas da superficie corporal através do
processo de descamacdo ou esfoliacdo. Esta camada de células achatadas e
anucleadas oferece resisténcia e protecdo as células presentes nas camadas mais
internas (EDWARDS, 2005; WYSOCKI, 2012).
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2.4.1.2 Melanbécitos

Os melandcitos sdo células localizadas na camada basal da epiderme,
derivados dos melanoblastos (ROSS; PAWLINA, 2012). Os melandcitos sao
responsaveis pela producdo do pigmento chamado melanina que protege a pele
contra os raios ultravioletas. A melanina produzida fica armazenada nos
melanossomos e através de prolongamentos ramificados chamados dendritos de
melandcitos € transferida aos queratinécitos e liberada por meio da secrecdo
citocrina (KIERSZENBAUM; TRES, 2012).

2.4.1.3 Células de Langerhans

As células de Langerhans sdo derivadas da medula 6ssea, localizadas por
toda a epiderme entre os queratindcitos, sendo mais frequentes na camada
espinhosa. Funcionam como células dendriticas apresentadoras de antigeno que
processam e captam os sinais antigénicos enviando informacgdes para os linfocitos e
para as células responsaveis pelas sinapses das terminacdes nervosas localizadas
na camada basal da epiderme. Uma vez que as células T foram ativadas pelo
antigeno epidérmico, caem na circulagcdo sanguinea e alcancam o local no qual o
antigeno se encontra, liberando citocinas pro-inflamatérias com a finalidade de
neutralizar o antigeno (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

2.4.1.4 Células de Merkel

As células de Merkel sdo encontradas na regido mais profunda da epiderme,
juntamente com a membrana basal e presas aos queratinécitos pelos desmossomos
(KIERSZENBAUM; TRES, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Sao
responsaveis por sintetizar catecolominas e formam terminac¢des nervosas que estao

associadas com a sensibilidade téatil (RABE et al., 2006).

2.4.2 Derme

A derme é formada por tecido conjuntivo vascular, responsavel pela
sustentacao e nutricdo da epiderme e dos apéndices cutaneos. O tecido conjuntivo &
composto pela matriz extracelular e por células residentes e migratorias. As células

residentes sdo aquelas formadas localmente e que permanecem no tecido
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conjuntivo, sdo elas: fibroblastos, plasmocitos, macrofagos, mastocitos, células
adiposas e leucécitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A derme é constituida por
duas camadas distintas: a papilar € a mais superficial e a reticular que é a mais
profunda. A camada papilar € constituida de numerosas papilas que se ligam as
pregas epidérmicas, formando a jungdo dermoepidérmica. Ja a camada reticular € a
mais espessa, constituida por tecido conjuntivo denso, contendo muitas fibras de
colageno e fibras elasticas grossas (EDWARDS, 2005; WYSOCKI, 2012).

2.4.2.1 Fibroblastos

Os fibroblastos séo as células mais numerosas do tecido conjuntivo frouxo.
Séo células originadas a partir das células mesenquimais indiferenciadas e que
apresentam prolongamentos citoplasmaticos irregulares, com nucleo grande, ovoide
e com cromatina fina. Seu citoplasma € rico em reticulo endoplasmatico rugoso
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Os fibroblastos séo responsaveis por sintetizar
componentes da matriz extracelular, auxiliando na formacgéao do tecido de granulacao
(PAGNANO et al., 2008; MASSENO et al., 2010) e sintetizam também as fibras
colagenas, reticulares, elasticas e as proteoglicanas, além da participacdo no
debridamento das feridas e na remodelacdo da pele (HILDEBRAND et al., 2005).

2.4.2.2 Colageno

O colageno é a proteina mais abundante do organismo, além de ser a
principal proteina que compde a matriz extracelular. Apresenta papel fundamental na
estrutura e resisténcia dos tecidos, e nas diversas interacfes entre célula-célula e
célula-matriz. Existem mais de vinte tipos diferentes de colageno, sendo os tipos I, I,
[, 1V, V, VI e VII mais frequentes na derme. O colageno tipo | se destaca como o
principal componente fibroso da derme, responsavel pela resisténcia do tecido as
forcas de tensdo (SAMPAIO; RIVITTI, 2007). O colageno tipo Il corresponde a cerca
de 8 a 12% do colageno dérmico e confere plasticidade ao tecido nas fases iniciais
do processo de reparacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

2.4.3 Hipoderme
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A hipoderme, também conhecida como tecido subcutaneo, é a camada mais
interna do tecido epitelial. Ela € formada principalmente por tecido adiposo e vasos
sanguineos. As func¢des da hipoderme incluem: protecdo dos Orgdos internos,
deposito de gordura e prevencdo da perda de calor pelo corpo (EDWARDS, 2005; DI
MEGLIO; PEREIRA; NESTLE, 2011).

2.5FERIDAS CUTANEAS

Feridas cutaneas sdo representadas pelo rompimento da funcdo anatdmica e
estrutural da pele, em maior ou em menor extenséo, produzida geralmente por acao
traumatica externa que aciona as frentes de defesa do organismo para o contra-
ataque (BLANES, 2004). Tazima, Vicente e Moriya (2008) classificaram as feridas de
trés formas diferentes de acordo com o agente causal, o grau de contaminacdo e o
comprometimento tecidual.

A) Quanto o agente causal: cirargicas (produzidas por instrumento cortante);
contusas (produzidas por objeto de rombo); lacerantes (produzidas através de
rasgao ou arrancamento tecidual) e perfurantes (caracterizadas por pequenas
aberturas na pele).

B) Quanto o grau de contaminacao: feridas limpas (ndo apresentam sinais de
infeccdo); contaminadas (ferimentos que apresentam contaminacao acidental,
com mais de seis horas de trauma ou que tiveram contato com objeto
contaminado) e infectadas (feridas que apresentam sinais nitidos de
infeccao).

C) Quanto ao comprometimento tecidual: grau 1 (comprometimento apenas da
epiderme, sem perda tecidual); grau 2 (ocorre perda tecidual e
comprometimento da epiderme e/ou derme); grau 3 (comprometimento da
epiderme, derme e hipoderme) e grau 4 (comprometimento da epiderme,

derme, hipoderme e tecidos mais profundos).

2.6 CICATRIZACAO

Apés ocorrer a lesdo de um tecido, imediatamente se inicia uma série de
eventos biolégicos complexos, dinamicos e multifatoriais, com a participacdo de

diferentes tipos celulares, mediadores solUveis e componentes da matriz extracelular
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gue interagem para restaurar a funcao e a integridade dos tecidos (GURTNER et al.,
2008; STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009).

Existem quatro tipos de respostas que podem ocorrer ap0s uma leséo
tecidual: cicatrizacdo normal, cicatrizacdo excessiva, cicatrizacdo deficiente ou
regeneracdo. No processo de reparo normal, ha um equilibrio entre a formacédo da
cicatriz e seu remodelamento, sendo considerado o tipo de resposta mais comum.
Na cicatrizagcdo excessiva, existe muita deposicao de tecido conjuntivo, resultando
em alteracdo estrutural e perda de funcdo, como é o caso dos queloides e das
cicatrizes hipertroficas. A cicatrizacao deficiente ocorre quando existe deposicao
insuficiente de tecido conjuntivo, o tecido fica delicado e facilmente pode ser
rompido, como é o caso das Ulceras crdnicas. A regeneracdo ocorre quando o
organismo consegue refazer a estrutura do tecido exatamente como era antes da
lesdo, mas ndo consegue restaurar sua funcdo. A capacidade de regeneracdo do
homem é limitada a alguns tecidos como: hepatico, 6sseo, epiderme e alguma
extensdo de nervos que podem ser parcialmente regenerados apos uma lesao
(DIEGELMANN; EVANS, 2004).

O processo de cicatrizacdo de feridas normalmente € dividido em quatro
etapas distintas, porém, sobrepostas: hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e de
remodelacao (Figura 3) (GREAVES et al., 2013).

Figura 3 - Fases do processo de cicatrizagdo em lesfes cutaneas.
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Fonte: Adaptado de GURTNER et al., 2008.
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2.6.1 Hemostasia

A fase de hemostasia ocorre logo ap0s a lesdo tecidual e constitui-se de
agregacao plaquetéria e formacdo de coagulo sanguineo, que servira de matriz
extracelular proviséria para migracao celular (AKBIK et al., 2014). Além disso, ocorre
ativacdo da cascata de coagulacdo, que vai estimular a formacdo de trombina,
responsavel por transformar fibrinogénio em fibrina. A rede de fibrinas, por sua vez,
fortalece o tampéo plaquetério e torna o coagulo mais estavel (HOSGOOD, 2007).
Os mastQcitos presentes nos vasos sanguineos da regido lesada liberam histamina,
fator de necrose tumoral, leucotrienos e citocinas (GHOSH; GABA, 2013), que
funcionam como sinalizadores para a migracao de leucdcitos, dando inicio a fase

inflamatoéria.

2.6.2 Fase inflamatoria

A fase inflamatéria normalmente dura em torno de 24 e 48 horas apos a lesao
e pode ser caracterizada pelos sinais tipicos como dor, rubor, calor e edema,
resultantes da vasodilatacdo e da permeabilidade capilar aumentada (BAUM,;
ARPEY, 2005; PAZYAR et al., 2014). As principais células envolvidas nesta fase sédo
os neutrofilos e os macrofagos e a principal funcdo desta fase é realizar o
debridamento dos corpos estranhos, preparando o local afetado para o crescimento
do novo tecido, o tecido de granulacdo (ABREU; MARQUES, 2005). Neutrofilos,
macrofagos e fibroblastos produzem oOxido nitrico, radicais livres e proteases, que
destroem as bactérias e removem o0s componentes danificados da matriz
extracelular (STOJADINOVIC et al., 2008).

Quando a descontaminacdo da lesdo é completa, os neutréfilos entram em
apoptose e vao sendo repostos por mondcitos recrutados da circulagcdo sanguinea,
ativados e diferenciados em macréfagos, atraidos por citocinas como fator de
transformacéo do crescimento tipo beta (TGF-B) e fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF) (BEANES et al., 2003; STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). A
presenca de macrofagos na lesdo € um marcador final da fase inflamatéria e inicio
da fase proliferativa, uma vez que estes irdo mediar a angiogénese, a fibroplasia e a
sintese de 6xido nitrico (DIEGELMANN; EVANS, 2004).
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2.6.3 Fase proliferativa

A fase proliferativa inicia logo apos a limpeza do tecido lesado e tem duracéo
média de dois dias até trés semanas. E caracterizada pelo aumento da proliferacéo
celular, formacdo de novos vasos e sintese de matriz extracelular, com deposicao de
colageno, fibronectina e outros componentes proteicos para preencher o tecido
danificado e auxiliar na formagdo do tecido de granulacdo (BUDOVSKY;
YARMOLINSKY; BENSHABAT, 2015). A fase proliferativa apresenta trés eventos
importantes: angiogénese, fibroplasia e reepitelizagao.

A falta de oxigénio e nutrientes no leito da ferida refletem perfusdo tecidual
inadequada devido ao rompimento dos capilares sanguineos, permitindo a liberacéo
de fatores necessarios para trazer um novo suprimento sanguineo por meio de um
processo denominado angiogénese (BAUM; ARPEY, 2005). Células epidérmicas,
fibroblastos, macrofagos e células endoteliais produzem principalmente o VEGF,
além de outros fatores de crescimento como bFGF e TGF-f (ABREU; MARQUES,
2005; BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Conforme 0s novos vasos Vao
entrando na area lesionada, o aporte de oxigénio e nutrientes vai retornando ao nivel
normal (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

Os fibroblastos proliferam (fibroplasia), migram para o local da ferida, tornam-
se ativos e comecam a sintetizar colageno (PAZYAR et al., 2014). Junto a fibroplasia
e a intensa proliferacdo vascular, ocorre a formacdo do tecido de granulacéo,
apresentando aspecto granuloso e avermelhado. O miofibroblasto € uma célula que
estad presente no tecido de granulacdo e confere capacidade contratil ao tecido,
reduzindo a area das feridas apés as lesbes e facilitando a sua reepitelizacéao
(RAMALHO et al.,, 2003). As citocinas pro-inflamatérias, como IL-1 e TNF-a
estimulam os fibroblastos a sintetizar e secretar fator de crescimento dos
gueratindcitos tipo 1 e 2 (KGF-1 e KGF-2) e IL-6, 0os quais estimulam a migracao,
proliferacdo e diferenciacdo dos queratinécitos (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER,
2006; STOJADINOQVIC et al., 2008).

Na reepitelizacdo, ocorre migracdo dos queratindcitos da camada basal da
epiderme por sobre a area de reparacao do tecido conjuntivo subjacente (VIEIRA et
al., 2002). Esta migracao é facilitada através da producédo de proteases especificas,
como por exemplo, a colagenase produzida pelos fibroblastos e também pelo
conteiddo de agua no leito da ferida (GENTILHOMME et al.,, 1999). Feridas
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superficiais ressecadas reepitelizam mais lentamente do que as ocluidas
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

2.6.4 Fase deremodelacao

Com o fechamento da leséo, inicia-se o remodelamento da cicatriz pelos
proximos meses ou anos, com reducdo de vasos e células no tecido cicatricial,
aumento da tensdo e reorganizacao do coladgeno (ABREU; MARQUES, 2005). O
colageno tipo Ill qgue compde a matriz proviséria serd degradado pela acdo das
metaloproteinases e substituido por colageno do tipo I, promovendo maior rigidez ao
tecido (DOUGHTY; SPARKS-DeFRIESE, 2012; PAZYAR et al., 2014). As fibras de
colageno gradualmente se espessam e tornam-se orientadas paralelamente no leito
da ferida, alinhando-se as linhas de tenséo da pele, diferente do modelo de fibras
entrelacadas observado no tecido normal (STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). A
densidade das fibras vai diminuindo gradualmente e a lesdo perde a coloracao
rosada, tornando-se palida. Estruturas dérmicas que foram perdidas durante a leséo,
como pélos, glandulas sebaceas e sudoriparas, ndo séo regeneradas (ABREU;
MARQUES, 2005).

Apesar do processo de cicatrizacdo ser um fenémeno local, pode sofrer
influéncia de fatores ambientais e fisiologicos que interferem na qualidade da
cicatriz, no tempo de cicatrizacdo e na presenca ou ndo de complicacdes (BIONDO-
SIMOES et al., 2006).

2.7TIPOS DE CICATRIZACAO DE FERIDAS

Existem trés formas pelas quais uma ferida pode cicatrizar, a depender da
guantidade de tecido danificado e da presenca ou auséncia de infeccdo: primeira,
segunda ou terceira intencédo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

e Primeira intencdo: € o tipo de cicatrizacdo que ocorre quando as bordas da
ferida sdo aproximadas por suturas cirdrgicas, havendo perda minima de
tecido e auséncia de infec¢ao.

e Segunda intencdo: neste tipo de cicatrizacdo ocorre perda excessiva de

tecido, com exsudato abundante e presenca ou ndo de infeccdo. A
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aproximacdo cirargica das bordas nao é possivel. As feridas sado deixadas
abertas para serem fechadas por contracéo e reepitelizacao.

e Terceira intencdo: este tipo de cicatrizacdo ocorre principalmente quando ha
presenca de infeccdo na ferida, que deve ser tratada inicialmente, para

posteriormente ser suturada.

2.8FATORES QUE INTERFEREM NO PROCESSO DE CICATRIZACAO

Segundo Hess (2002), os fatores que podem interferir no processo de
cicatrizagao séo classificados como locais e sistémicos. Os fatores locais sé&o os que
incidem diretamente na ferida, enquanto que os sistémicos ocorrem de forma
disseminada pelo corpo. Dentre os fatores locais, encontram-se infeccdo local,
profundidade da lesdo, suprimento sanguineo inadequado (isquemia), hipoxia,
edema, necrose tecidual, fatores mecanicos (movimentacao excessiva), presenca de
corpo estranho e os medicamentos de uso topico. Os fatores sistémicos sdo idade
do paciente, estado nutricional, doencas cronicas (diabetes, doencas
cardiovasculares, doencas hematologicas, doencas autoimunes e etc), infec¢des
sisttmicas, uso de medicamentos (anticoagulantes, corticosteroides),
imunossupressao e radioterapia (MITCHELL et al., 2006; JAUL, 2009).

2.8.1 Infeccao

A superficie da pele apresenta mecanismos de defesa que ajudam a prevenir
a invasao e o estabelecimento de microrganismos patogénicos a pele. Por exemplo,
a presenca do estrato corneo fornece uma barreira fisica a invasédo, enquanto que o
pH acido da pele fornece uma barreira quimica de protecdo. Quando essas barreiras
sdo rompidas e a pele tem uma lesdo aberta, os tecidos adjacentes tornam-se
suscetiveis aos efeitos danosos das bactérias e outros microrganismos
(WARRINER; BURREL, 2005; SCHMIDT et al., 2009).

A presenca de um processo infeccioso, numa lesdo, dificulta o reparo
tecidual, podendo levar a quadro de necrose ou aumento do tamanho da ferida
(KINGSLEY, 2001). O comprometimento do processo cicatricial ocorre porque ha
uma competicdo entre as células do hospedeiro e as bactérias por oxigénio e

nutrientes, como também, as bactérias produzem toxinas que modificam ou inativam
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as células do hospedeiro, causando sua morte ou alterando suas atividades normais
(STOTTS, 2012).

Feridas cutdneas comumente séo infectadas por bactérias provenientes da
pele. Dentre as espécies frequentemente isoladas a partir das lesdes epiteliais,
encontram-se Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae (KUMAR et al.,, 2008; PATTANAYAK; SUNITA, 2008). Os fungos
também sdo responséaveis pelas micoses em humanos e podem causar desde
simples infec¢des superficiais até sistémicas graves (SANGUINETTI; POSTERARO;
LASS-FLORL, 2015). A Candida albicans é a levedura de maior prevaléncia, no
entanto, outras espécies ndo albicans como a C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis
e C. tropicalis, também estdo relacionadas aos processos infecciosos (HOFS;
MOGAVERO; HUBE, 2016; LIN et al., 2017).

Neste cenario, a ma utilizacdo dos antimicrobianos, seja por uso excessivo ou
de forma incorreta, contribui para o surgimento global de microrganismos
patogénicos de alta resisténcia (PASTOR-SANCHEZ, 2006; RODRIGUEZ- ROJAS
et al., 2013). Os mecanismos de resisténcia ocorrem de diversas formas, incluindo a
alteracdo do sitio de acéo, alteracbes na permeabilidade celular e de efluxo,
transferéncia de genes de resisténcia e formacdo de biofilmes, o que reflete
negativamente na populacdo com o aumento das taxas de mortalidade, de
morbidade e dos custos com tratamentos (RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES,
2014).

2.8.1.1 Formacao de biofilmes

O potencial de viruléncia pode ser definido como a capacidade de um
microrganismo em aderir na superficie do hospedeiro, infeccionar e provocar
doencas. Uma das principais formas de viruléncia € a capacidade de adesao e
adaptacdo dos microrganismos a diferentes superficies, formando comunidades
microbianas complexas denominadas biofilmes (SUZUKI, 2009).

Os biofilmes microbianos sdo formados por microrganismos de uma unica ou
multiplas espécies (LINDSAY; VON-HOLY, 2008), ligados irreversivelmente a um
substrato ou uns aos outros por meio de uma interface (DONLAN; COSTERTON,

2002), representando o tipo mais prevalente de crescimento de microrganismos na
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natureza, sendo fundamentais para o desenvolvimento de infecc¢des clinicas
(DAVEY; O'TOOLE, 2000).

A formacédo dos biofilmes ocorre em trés fases coordenadas, como ilustrado
na Figura 4. Na fase inicial, os microrganismos denominados colonizadores
primarios aderem a superficie do substrato por meio das intera¢des hidrofébicas e
eletrostaticas (Figura 4a). Na fase intermediaria, as células aderidas comecam a
proliferar, formando microcolénias que sintetizam uma matriz exopolissacaridica
(EPS) que permite a circulagéo de nutrientes dentro do biofilme e serve de substrato
para a associacdo de novos microrganismos denominados colonizadores
secundarios (Figura 4b). Estes colonizadores secundarios podem aderir diretamente
aos primarios ou aderir a outros microrganismos, formando os chamados
coagregados, que vao aderir aos primarios (DONLAN; COSTERTON, 2002),
possibilitando o desenvolvimento do biofilme como mostra a Figura 4c.

Na fase final, o biofilme maduro vai liberar microrganismos para que possam
colonizar novos ambientes. A medida que o processo ocorre, a complexidade e a
variedade da comunidade aumentam (Figura 4d). O decurso encerra quando ndo ha
mais espaco disponivel para novas populacdes microbianas (FLEMMING;
WINGENDER, 2010).

Figura 4 - Representacao da formacao de biofiime.
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A sinalizacdo célula a célula € um processo de comunicagdo intra e
interespécies microbianas imprescindivel na formacdo dos biofilmes. Esta
comunicacao € intermediada por auto-reguladores que controlam a superpopulacao
desnecessaria e a competicdo por nutrientes e tem consequéncias criticas no
estabelecimento e disseminacdo do processo infeccioso (RAMAGE et al., 2005).

As vantagens para 0S microrganismos se organizarem em biofiimes
consistem em aumentar a captacado de nutrientes, permitirem proliferagcdo maior e
mais rapida, proteger contra a fagocitose e outros mecanismos de defesa do
hospedeiro, além de aumentar a resisténcia aos antimicrobianos (SUZUKI, 2009).

2. 9TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS PARA LESOES CUTANEAS

As lesdes cutaneas ndo ocorrem como um evento isolado, portanto, uma
avaliagdo completa do paciente & necessaria para estabelecer um tratamento
individualizado, eficaz e de qualidade. A avaliacdo deve conter a causa da leséao,
bem como analise de fatores locais e sistémicos que talvez estejam comprometendo
0 processo de reparacéao tecidual (ROLSTAD; BRYANT; NIX, 2012), como é o caso
das doencas crbnicas, as quais precisam ser tratadas para corrigir as anormalidades
no processo de cicatrizacdo (HARDING; MORRIS; PATEL, 2002).

Atualmente, existem diversos métodos terapéuticos utilizados no tratamento
de feridas, entre eles a aplicacao de curativos e solucdes antissépticas como o PVPI
(polivinilpirrolidona iodo, a 10%) e pomadas a base de antimicrobianos como
neomicina, sulfadiazina de prata 1%, nitrofurasona e mupirocina 2% s&o
amplamente utilizadas na prética clinica (PEREIRA; BACHION, 2005).

Os curativos que promovem a absorcdo de umidade como as fibras de
alginato de calcio e sodio, as fibras de carboximetilcelulose e espumas de
poliuretano sao utilizados durante a fase inflamatéria, pois o excesso de exsudato
compromete a evolucdo do processo de cicatrizacdo. Os filmes de poliuretano ou
polietileno séo curativos utilizados quando os tecidos estdo umidos, mas apresentam
pouco exsudato. J& os hidrogéis a base de carboximetilcelulose e alginato de calcio
sd0 necessarios quando os tecidos estdo secos, pois eles hidratam e restabelecem
a umidade tecidual. Curativos a base de acido hialurénico sdo utlizados no

tratamento de feridas crénicas, como as ulceras venosas (VACHON; YAGER, 2006).
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A terapéutica disponivel aumenta a possibilidade da cura de lesdes,
entretanto, apresentam eficacia restrita e algumas técnicas sdo de custo elevado
uma vez que se trata de produtos importados de alta tecnologia (MASSON-MEYERS
et al.,, 2013). Dessa forma, almeja-se o estudo de novos farmacos acessiveis a
populacdo e que apresentem efeitos anti-inflamatoério, antimicrobiano, analgésico,
antioxidante e cicatrizante (VIEIRA et al., 2008; MAVER et al., 2015), capazes de
restaurar a integridade tecidual.

O processo inflamatorio embora essencial na reparacdo do tecido, quando
prolongado pode retardar a cicatrizagdo (HOSGOOD, 2007). A contaminagcdo no
leito da ferida é um fator que aumenta a inflamacéo local e compromete o reparo
tecidual, necessitando da acéo de agentes anti-inflamatério, antimicrobiano e do uso
de analgésicos para reduzir o processo doloroso (MITTAL; SATISH; ANIMA, 2013).
Os processos inflamatérios também envolvem a liberacéo de radicais livres os quais
apresentam um ou mais elétrons desemparelhados e ao capturar elétrons das
moléculas estaveis causam sua desestabilizacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2006; LOPEZ-DELIS et al, 2018). Quando os radicais livres alcancam
concentragcfes elevadas no meio fisiolégico ocorre estresse oxidativo, provocando
danos reversiveis ou irreversiveis as moléculas biolégicas importantes na resolucéo
da lesdo, como os lipidios, proteinas, colageno, acido hialurénico e proteoglicanos
(SCHAFER; WERNER, 2008; REUTER et al., 2010).

Por outro lado, os antioxidantes sdo moléculas capazes de inibir a formacao
de radicais livres ou os fenbmenos de complexacédo e ainda reduzir ou retardar a
degradacao das substancias bioldgicas (CONDELLI et al., 2015). Essas moléculas
podem ser divididas por meio do seu comportamento, como enzimaticas ou nao
enzimaticas. As enzimaticas como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase
(CAT) séo de maior representatividade por estarem presentes em todas as células
do corpo, enquanto as ndo enzimaticas podem ser obtidas através da alimentacao,
como as vitaminas C e E (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

Porém, no estresse oxidativo tecidual a taxa de producéo dos radicais livres
ultrapassa a taxa de remoc¢do pelos antioxidantes naturais do sistema de defesa
celular do organismo (SIES, 1985), sendo necessario durante o tratamento de

feridas cutaneas o uso de produtos topicos que oferecam potencial antioxidante.
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2.9.1 Hidrogéis

Os hidrogéis séo formados por 4gua e por um polimero hidrofilico que devido
sua estrutura tridimensional consegue reter grande quantidade de agua e intumescer
rapidamente, apresentando-se como um material flexivel e elastico que adere tanto
a pele saudavel quanto a pele lesionada (WANG et al., 2004). Normalmente, sao
utilizados para o tratamento de Ulceras diabéticas ou de pressdo, queimaduras de
primeiro ou segundo grau e traumas na pele em geral (ROSIAK; OLEJNICZAK,
1993).

Apresentam propriedades fisicas semelhantes as dos tecidos vivos, como
manutenc¢do do teor de 4gua relativamente alto, sédo biocompativeis e hidrofilicos, de
consisténcia macia e boa aderéncia, além da baixa tenséo superficial com a agua ou
outros fluidos bioldgicos (SATISH; SATISH; SHIVAKUMAR, 2006), despertando
grande interesse para uma variedade de aplicagdes médicas e farmacéuticas, tais
como: lentes de contato, curativos, peles artificiais, cordas vocais, tenddes artificiais,
dentre outros (PEPPAS, 1996).

No processo de cicatrizacdo, os hidrogéis auxiliam promovendo o
amolecimento e remocdo do tecido desvitalizado por meio de desbridamento
autolitico, absorvem o exsudato, formam barreira contra 0s microrganismos e
permitem o0 acesso de oxigénio para a ferida. Possuem a vantagem de serem
utilizados em vérias fases da cicatrizacdo sem comprometer o resultado, nao
danificam o tecido de granulacdo (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM,
2003; FRANCO; GONCALVES, 2008), sdo hipoalergénicos, de baixo custo e facil
preparacdo (ROGERO et al., 2003). Dessa forma, a incorporacédo do extrato de T.
catappa com o hidrogel apresenta-se como uma alternativa promissora no

tratamento de feridas cutaneas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1MATERIAL

3.1.1 Material botanico

As folhas da espécie Terminalia catappa foram coletadas no municipio de
Olinda (Rua Jo&o Alexandre de Tavares, n° 91, bairro de Jardim Atlantico), zona
metropolitana de Recife - PE, em 28 de agosto de 2019. Uma exsicata do material
botanico (Figura 5) foi depositada no acervo do Herbéario Geraldo Mariz, do Centro
de Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) devidamente

enumerada e catalogada (n°® 86.171).

Figura 5 - Exsicata da Terminalia catappa.

Fonte: A autora (2021).

3.1.2 Células

As células L929 (fibroblastos murinos), macrofago peritoneal murino e HaCat
(queratindcito humano) foram provenientes da seccdo de Cultura de Células do
BIOFARMATOX do Departamento de Antibidticos/UFPE, mantidas em meio DMEM

suplementado com 10% soro fetal bovino e 1% antibidticos (penicilina 1000 Ul/mL
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contendo estreptomicina 250 mg/mL e 1% L-glutamina 200 mM), em uma atmosfera
umida de 5% de CO, a 37°C.

3.1.3 Microrganismos

Os microrganismos padrbes utilizados foram obtidos da Colegdo de
Microrganismos do Departamento de Antibidticos (UFPEDA) e da Colecdo de
Culturas da Micoteca (URM) da Universidade Federal de Pernambuco. Foram
utilizadas quatro bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus (UFPEDA 01),
Staphylococcus epidermidis (UFPEDA 113), Streptococcus pyogenes (UFPEDA
1043b) e Enterococcus faecalis (UFPEDA 138); quatro bactérias gram-negativas:
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39), Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella
pneumoniae (UFPEDA 212) e Proteus mirabilis (UFPEDA 16) e as leveduras
Candida albicans (UFPEDA 1007), Candida krusei (URM 6258), Candida tropicalis
(URM 5034), Candida glabrata (URM 9415) e Candida parapsilosis (URM 4261).

3.1.4 Animais experimentais

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), pesando entre
250 a 300g, provenientes do Biotério do Departamento de Antibioticos da UFPE. Os
animais foram acondicionados em gaiolas de polietieno com grades de aco
inoxidavel e maravalha como cobertura, tendo acesso livre a agua “ad libitum” e
racdo balanceada (Presence-Purina Brasil), mantidos num ambiente com
temperatura de 22 = 2 °C e luminosidade controlada, proporcionando um ciclo claro-
escuro de 12 horas. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE, sob protocolo de niimero 0010/2020
(Anexo A).

3.2METODOS

3.2.1 Obtencéao do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa a 45 °C por um periodo
de 14 dias e, em seguida, triturado com o auxilio de um moinho de facas. Para
obtencédo do extrato hidroalcodlico das folhas de T. catappa (EHTc), foi utilizado 180

g do material vegetal para 500 mL de solucdo etanol/ agua 70% (v/v) e submetido a
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extracdo por maceragdo exaustiva por um periodo de 72 horas em temperatura
ambiente. Posteriormente, o extrato obtido foi filtrado, o solvente etandlico foi
totalmente retirado através de um evaporador rotativo a baixa pressédo e depois
liofilizado para remocdo completa da agua. O rendimento final do extrato foi
calculado de acordo com a férmula: RE (%) = [Peso do extrato liofilizado (g)/ Peso

do pé utilizado na preparacao do extrato (g)] x 100.

3.2.2 Perfil fitoquimico do EHTc

3.2.2.1 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD)

Foi realizado segundo metodologia descrita por Wagner e Bladt (2009). Uma
amostra do extrato bruto, na concentracdo de 10 mg/mL, foi aplicada em placas
cromatograficas de silica gel 60 (0,20 mm) como fase fixa e solventes orgéanicos
como fase movel pré-selecionados. Apos a corrida cromatogréfica, as placas foram
reveladas utilizando reagentes especificos de acordo com a classe de metabdlitos
pesquisados: taninos condensados e hidrolisaveis, alcaloides, flavonoides,

triterpenos, esteroides e cumarinas (Tabela 1).

Tabela 1 - Fase mdével com os padrdes e reveladores especificos para as classes de metabdlitos
secundarios utilizados na CCD do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa (EHTc).

Classes de Padrbes Reveladores Fase movel/Proporgéo
metabadlitos
secundarios

Taninos Catequina Vanilina cloridrica Acetato de Etila: Acido
condensados Férmico: Acido Acético glacial:
Agua (100:11:11:27 v/v)

Taninos Acido galico Aluminio de ferroa 1% Acetato de Etila: Tolueno:
hidrolisaveis Acido Formico (10:3:1 v/iv)
Alcaloides Pilocarpina Dragendorff Acetato de Etila: Acido

Férmico: Acido Acético glacial:
Agua (100:11:11:27 v/v)
Flavonoides  Quercetina NEU Acetato de FEtila: Acido

Férmico: Acido Acético glacial:
Agua (100:11:11:27 v/v)

Triterpenos e  B-sitosterol Liebermann -Burchard  Tolueno: Acetato de Etila
esteroides (90:10 v/v)
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Cumarinas Acido UV- 365 nm Eter: Tolueno: Acido Acético
cumarico 10 % (50: 50: 50 v/v)

Fonte: A autora (2021).

3.2.2.2  Analise por UPLC- DAD - QTOF MS

O espectrometro de massa XEVO-G2XSQTOF (Waters, Manchester, Reino
Unido) foi conectado ao sistema ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, EUA)
através de uma interface de ionizacdo por eletropulverizacdo (ESI). O detector
analitico utilizado foi o de Waters Acquity PDA, que foi configurado para uma faixa
de comprimento de onda de 200- 400 nm. A separacdo cromatografica dos
compostos foi realizada no ACQUITY UPLC com um amostrador automatico
condicionado a 4 °C, usando uma coluna C18 (50 mm x 2.1 mm i.d., tamanho de
particula de 1,7 um) (Waters, Milford, MA, EUA). A temperatura da coluna foi
mantida a 40 °C. A fase movel constituida por agua com 0,1% de acido formico em
agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B) foi bombeada a uma taxa de fluxo de
0,4 mL min™. O programa de eluicdo com gradiente foi 0 seguinte: 0-5 min, 5-10% A;
5-9 min, 10-95% B. O volume de injecao foi de 10 uL. A analise MS foi realizada em
um Xevo G2 QTOF (Waters MS Technologies, Manchester, Reino Unido), um
espectrometro de massa acoplado a uma fonte de ionizacdo por eletropulverizacéo
no modo iénico negativo ou modo iénico positivo. O intervalo de varredura foi de 50
a 1200 m/z para aquisi¢ao de dados.

Além disso, foram realizados experimentos de MSE que permitem que 0s
dados de ions de precursores e produtos sejam adquiridos em uma unica injecdo. As
condicBes de origem sdo as seguintes: tensdo capilar - 3,0 kV; cone de amostra,
temperatura da fonte - 100 °C; temperatura de dessinacéo - 250 °C; taxa de fluxo de
gas cone - 20 Lh™; taxa de fluxo de dessolvatacdo (N2) - 600 Lh™. Todas as andlises
foram realizadas usando o lockspray, o que garantiu precisdo e reprodutibilidade. A
leucina-encefalina (10 ng mL™) foi utilizada como um composto padrdo ou de
referéncia para calibrar espectrometros de massa durante a andlise e introduzida por
uma lockspray a 10 yL min™ para aquisicdo de massa precisa. Toda a aquisicéo e

analise de dados foram controladas usando Waters MassLynx v 4.1.
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3.2.3 Quantificagdo dos fendis totais, taninos totais e flavonoides no EHTc

3.2.3.1 Determinacao do contetdo de fendis e taninos totais

O conteudo de fendis e taninos totais foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu, conforme descrito por Li et al. (2008). 0,5 mL do extrato foi misturado com
2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu (1:10 diluido com agua destilada) por 5 min e em
seguida adicionado 2 mL de Na,COs aquoso (7,5 %, p/v). A mistura foi deixada em
repouso por 2 horas e a absorbancia foi medida em espectrofotébmetro a 760 nm
contra um branco preparado com metanol. Acido gélico (AG) em concentracées de
31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pyg/mL foram usados para obter a curva de
calibracdo padrédo (em triplicata). O teor de fendis totais foi expresso em gramas
equivalentes de acido galico por grama de extrato (g EAG/g). Para taninos totais, 0
acido tanico (AT) em concentragdes de 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL
foram usados para obter a curva de calibracdo padrdo (em triplicata). O teor de
taninos totais foi expresso em gramas equivalentes de acido tanico por grama de
extrato (g EAT/Q).

3.2.3.2 Determinacao do conteudo de flavonoides

O conteudo de flavonoides foi determinado de acordo com Woisky e Salatino
(1998). Uma aliguota de 0,5 mL do extrato foi adicionada a 0,5 mL de solucéo AIClI;
(2%, pl/v) preparada em etanol/agua. Apos 1 hora de incubacdo em temperatura
ambiente, protegida contra a luz, a absorbancia da amostra foi medida em
espectrofotometro a 420 nm contra um branco preparado com metanol. Quercetina
(Q) nas concentracbes de 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL foram usados
para obter a curva de calibracdo padrdo (em triplicata). O teor de flavonoides foi

expresso em gramas equivalentes de quercetina por grama de extrato (g EQ/g).

3.2.4 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro do EHTc

3.2.4.1 Ensaio de eliminacéo do radical DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico das folhas de

T. catappa pelo método de sequestro de radical livre foi medida por meio da doagéo



47

de hidrogénio utilizando o radical estavel DPPH (VERAS et al., 2020). As medi¢des
foram realizadas em triplicata, utilizando 250 pL da solu¢cdo de DPPH (1 mM) a 40
ML de diferentes concentragdes do extrato (31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1.000 pg/ml).
As solugbes foram deixadas em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente. Logo apdés, a absorbancia foi medida em espectrofotometro
com comprimento de onda de 517 nm e as atividades de inibicdo foram calculadas
com base na porcentagem de DPPH removido. Um anélogo da vitamina E (Trolox ®-
Sigma-Aldrich, Alemanha) foi utilizado como padréo. A porcentagem de inibicdo (%)
foi calculada usando a seguinte equacao: 1% = [(Ac -As) / (Ac)] x 100, onde Ac é a
absorbéancia do controle e As é a absorbancia da amostra. A Clsy da atividade do
DPPH foi calculada com base na regressao linear da porcentagem do DPPH

remanescente contra a concentracao da amostra.

3.2.4.2 Ensaio de eliminacéo do radical ABTS

A atividade antioxidante do extrato hidroalcoodlico das folhas de T. catappa
pelo teste ABTS (acido 2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) foi baseada na
geracao do radical cromoforo catiénico obtido a partir da oxidacdo de 7 mM de ABTS
com 140 mM de persulfato de potassio, os quais foram incubados a temperatura
ambiente e na auséncia de luz, por 12-16 h (tempo necessario para a formacao do
radical). ApOs este periodo, a solucéo foi diluida em etanol até a obtencdo de uma
absorbancia de 0,70 (x 0,05) no comprimento de onda de 734 nm. Posteriormente,
foram misturados 30 pL de diferentes concentracées do extrato (31,25; 62,5; 125;
250; 500; 1.000 pg/ml) com 3 mL da solucéo, deixados em repouso durante 6 min e
determinada absorbancia a 734 nm (VERAS et al., 2019). As medi¢cbes foram
realizadas em triplicata e as atividades de inibicdo foram calculadas com base na
porcentagem de ABTS removido. Um analogo da vitamina E (Trolox ®-Sigma-
Aldrich, Alemanha) foi utilizado como padrdo. A percentagem de inibicdo (1%) foi
calculada usando a seguinte equacédo: 1% = [(Ac -As) / (Ac)] x 100, onde Ac € a
absorbancia do controle e As é a absorbancia da amostra. A Clso da atividade de
ABTS foi calculada com base na regresséao linear da porcentagem de ABTS restante

contra a concentracao da amostra.

3.2.4.3 Atividade antioxidante total
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A atividade antioxidante total (AAT) foi determinada por meio do ensaio de
fosfomolibdénio, baseando-se na reducdo de molibdénio™ a molibdénio™ pela
amostra e posterior formacdo de um complexo fosfato/molibdénio™ esverdeado
(COSTA et al., 2011). 100 uL de diferentes concentracdes do extrato (31,25; 62,5;
125; 250; 500; 1.000 pg/ml) foram misturados a 1 mL da solu¢do composta por acido
sulfarico 600 mM, fosfato de sédio 28 mM e molibdato de ambénio 4 mM,
posteriormente incubados a 100 °C por 90 min. As absorbancias das amostras foram
medidas a 695 nm contra um branco, em triplicata. O acido ascérbico foi utilizado
como padrdo. A atividade antioxidante total (1%) foi calculada usando a seguinte
equacao: 1% = [(Ac -As) / (Ac)] x 100, onde Ac € a absorbancia do controle e As é a
absorbancia da amostra. A Clsp da AAT foi calculada com base na atividade de

regressao linear contra a concentracdo da amostra.

3.2.5 Avaliacéo da atividade citotdxica in vitro do EHTc

3.2.5.1 Avaliacéo da atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada em hemacias obtidas do sangue periférico
de ratos. Os eritrocitos foram lavados trés vezes em solucédo salina (NaCl 0,9% +
CaCl, 10 mM) e centrifugados por 5 min a 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e 0s eritrocitos ressuspensos em solucdo de NaCl 0,9% para se obter uma
suspensao de eritrocitos a 2%.

Este ensaio foi realizado em placas de 96 pogos: 100 yL de solugéo salina
(controle negativo); 50 pL da solugao salina e 50 uL do veiculo (branco); 80 uL de
solugéo salina + 20 yL de Triton X — 100 a 1% (controle positivo); 100 pyL de solugao
salina + 100 pL dos extratos separadamente diluidos em DMSO a 10% e distribuidos
nos pogos. Por ultimo, foi adicionado 100 pyL da suspensao de eritrocitos a 2% em
todos 0s pocos.

Em seguida, a placa foi deixada sob agitacdo constante em temperatura
ambiente, por um periodo de 30 minutos e logo depois centrifugada por 5 minutos a
3000 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para outra placa e a absorbancia
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 540 nm. Amostras
gue apresentam uma concentracao capaz de hemolisar 50% das hemacias (CHsp) <
200 pg/mL sao consideradas hemoliticas (COSTA-LOTUFO et al., 2002).
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3.2.5.2 Avaliacao da viabilidade celular

Foi realizada pelo ensaio colorimétrico de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio), conforme proposto por Alley et al. (1998). Suspensfes de 10°
células/mL para cada uma das linhagens celulares estudadas (L929, macréfagos e
HaCat) foram distribuidas separadamente em placas de 96 micropo¢os contendo
meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal. As placas
foram mantidas em estufa a 37 °C, por um periodo de 24 horas, em atmosfera Umida
enriquecida com 5 % de CO,. Em seguida o EHTc, previamente dissolvido em
DMSO (0,1%), foi adicionado aos pog¢os nas concentragbes de 1,56; 3,12; 6,25;
12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. ApGs 72 horas de reincubacdo, foi adicionado 25 pL de
MTT (5 mg/mL) e depois de 3 horas de incubacdo, o meio de cultura com o MTT foi
aspirado e 100 yL de DMSO adicionado a cada poco. A absorbancia foi medida em
um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. Os experimentos
foram realizados em triplicata e a percentagem de inibic&o foi calculada no programa
GraphPad Prism 5.0.

3.2.6 Ensaios microbioldgicos

3.2.6.1 Microdiluicdo em caldo

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela metodologia de microdiluicdo em
caldo para determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracao
Minima Bactericida (CMB) seguindo o CLSI (2018). O extrato hidroalcodlico das
folhas de T. catappa com concentragédo inicial de 1.024 ug/mL em DMSO a 1%, foi
adicionado a placa de 96 micropocos contendo meio Caldo Mueller Hinton para
bactérias e RPMI-1640 (Sigma) para fungos, logo em seguida, uma suspensao
microbiana na concentracdo 1,5 x 10°unidades formadoras de col6nias (UFC/mL)
correspondentes a 0,5 da escala de McFarland, foi adicionada nas placas. As placas
foram incubadas a 35 °C por 24 horas para bactérias e por 48 horas para fungos.
Para melhor visualizacdo do crescimento bacteriano, foi adicionado resazurina (0,01
mg/mL) a todos os pocos, seguindo-se de incubacéo por 2 horas e posterior leitura

das placas para determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI). Para a
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determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB) foi repicada, em placas
de Petri contendo meio &gar Mueller Hinton para bactérias e 4gar Sabouraud para
fungos, uma aliquota das concentracdes que apresentaram atividade no teste de
CMI. Estas placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas para bactérias e por 48
horas para fungos. Para Concentracdo Minima Bactericida (CMB) foi considerada a
menor concentragdo do extrato onde ndo houve crescimento do microrganismo. Os

testes foram realizados em triplicata.

3.2.6.2 Inibicdo da formagé&o do biofilme

Em uma microplaca de poliestireno de fundo chato (TPP; Trasadingen,
Suica), contendo 96 pocos, foi adicionado em cada poco 180 pL de caldo RPMI, 20
uL da suspensdo microbiana de turbidez de 0,5 de McFarland ou 1,5 x 108 UFC/mL
e as concentracdes de 1.024 a 2ug/ml do extrato. A placa foi incubada em estufa
bacterioldgica durante 48 horas a 35 °C. Apés o periodo de incubacgao, o conteudo
liquido da placa foi descartado e trés lavagens com 200 pL solucdo salina estéril
foram realizadas de modo a remover as células microbianas ndo aderidas a
superficie polimérica (células planctdnicas).

As células aderidas foram fixadas com 200 pL de metanol, durante 20
minutos. Entdo, o metanol foi removido por pipetagem, a microplaca foi invertida e
submetida a secagem por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se 200 pL de cristal violeta 0,5% por 15 minutos, para corar as células
microbianas aderidas a microplaca. Apés isso, removeu-se 0 cristal violeta e
procedeu-se lavagem das microplacas em agua corrente e, depois de secagem a
temperatura ambiente, o biofilme corado foi eluido com 200 pL de etanol 95%,
durante 30 minutos. A absorbancia foi medida em um comprimento de onda de 590
nm, em aparelho leitor de microplaca (Behring EL 311- HOECHST, Akasaka, Japan).
Como controle positivo foi realizado somente o crescimento microbiano com o meio
de cultura, um controle para validar o teste realizado com a cepa de Candida
albicans e como controle de esterilidade somente o meio de cultura (branco), sem
inéculo. Os testes foram realizados em triplicata.

O valor da densidade optica (DO) utilizado foi o valor médio obtido nas trés
leituras para cada isolado, subtraido do valor medido para o controle branco

(controle de esterilidade); desta forma foi possivel excluir os valores mais
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discrepantes e controlar a variabilidade. Considerou-se produtor de biofilme as
amostras, cuja média de leitura da DO para cada isolado, foi maior ao valor do ponto
de corte (DOc), definido pela seguinte formula: [B + 3(s)], onde B é a média da
leitura do branco e s € o desvio padrao das leituras do branco.

Os isolados foram classificados como fortes produtores de biofilme quando
4DOc < DO moderado quando 2DOc < DO < 4DOc, fraco quando DOc < DO < 2DOc
e néo produtor de biofilme quando o valor obtido foi igual ou menor ao valor de DOc.

A porcentagem de inibicdo de formacao do biofilme para cada concentracéo foi
calculada de acordo com Jadhav et al. (2013), usando a seguinte formula: % de
inibicdo do biofilme = [(DO da amostra tratada) / (DO do controle positivo ndo
tratado)] x 100.

3.2.6.3 Remocéao do biofilme pre-formado

Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 180 pL de caldo RPMI + 20 L
do in6culo microbiano e incubados por 6 horas a 35 °C. ApOs esse periodo as
concentracfes do extrato foram adicionadas ao biofilme pré-formado e a placa
incubada novamente por 38 horas a 35 °C. As etapas de lavagem, leitura do biofilme
e classificacao foram as mesmas descritas no item 3.2.6.2.

Como controle positivo foi realizado somente o crescimento microbiano com o
meio de cultura, um controle para validar o teste realizado com a cepa de Candida
albicans e como controle de esterilidade somente o0 meio de cultura (branco), sem

inéculo. Os testes foram realizados em triplicata.

3.2.7 Preparacédo do hidrogel de Terminalia catappa

A formulacéo do hidrogel-base foi orientada por alguns estudos da literatura,
como os de Ferreira (2010) e Batistuzzo, Itaya e Eto (2011), com modificacdes. Os
componentes escolhidos para preparacdo do hidrogel, bem como suas
concentracdes, sdo apresentadas no Quadro 1.

Em um gral, foram solubilizados os componentes metilparabeno e
propilparabeno com o propilenoglicol e, em seguida, acrescentada agua destilada.
Posteriormente, foi pulverizado o Carbopol® sobre a mistura e homogeneizado até a

completa solubilizacdo do polimero. O sistema permaneceu sob agitacdo, por
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aproximadamente 30 minutos, até a formacdo do gel. O pH foi ajustado com
trietanolamina na faixa de 5,0-6,0. ApGs preparacdo do hidrogel-base, foi feito a
incorporacao do extrato hidroalcodlico das folhas de T. catappa, sendo utilizado 5g
do EHTc em 95g do hidrogel-base (100 g- concentragdo 5%); e utilizado 10g do
EHTc em 90g do hidrogel-base (100 g- concentracdo 10%).

Quadro 1 - Férmula para preparacao de 100g do hidrogel-base.

Componente Concentracéo (%) Funcéo
Carbdémero (Carbopol® 940) 29 Geleificante
Metilparabeno 0,39 Conservante
Propilparabeno 0,1g Conservante
Propilenoglicol 49 Emoliente
Agua destilada 93,6 mL Veiculo
Trietanolamina g.s.p.* (8 a 10 gotas) Neutralizante

Fonte: A autora (2021). *g.s.p. = quantidade suficiente para equilibrar o pH

3.2.8 Analise fisico-quimica do hidrogel de Terminalia catappa

3.2.8.1 Caracteristicas organolépticas

Apo6s a manipulacdo dos hidrogéis, foram avaliados os seguintes parametros:

caracteristicas organolépticas, pH e viscosidade.

e Aspecto: A amostra foi analisada quanto as suas caracteristicas
“macroscopicas” para verificagdo de sinais de instabilidade (BRASIL, 2004;
BRASIL, 2008).

e Cor: A amostra foi observada visualmente, em temperatura ambiente, sob
condi¢cBes de luz natural (sol) e artificial (branca) (BRASIL, 2004; BRASIL,
2008).

e Odor: O odor da amostra acondicionada no material de embalagem foi
avaliado diretamente através do olfato (BRASIL, 2004; BRASIL, 2008).
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3.2.8.2 Determinacao de pH

ApOs calibracdo do eletrodo com solugdo tampédo 4,0 e 7,0, a medida foi
realizada em duplicata em pHmétro digital utilizando-se amostras diluidas a 10% em
agua destilada (BRASIL, 2008).

3.2.8.3 Determinacao da viscosidade

Utilizando um viscosimetro rotacional de Brookfield com spindle set. Os
valores foram obtidos ap6s 1 minuto de rotacao do spindle n°® 4, na velocidade de 30
rpm e expressos em porcentagem (%) de reducédo de viscosidade em relagdo ao
tempo zero. O resultado final foi calculado em centiPoise (cP) (BRASIL, 2004).

3.2.9 Modelo de ferida excisional

Os ratos Wistar machos foram previamente anestesiados com uma
associacao de ketamina (10 mg/kg?) e xilazina (3 mg/kg™?), por via intramuscular.
Posteriormente, os animais foram posicionados em decubito ventral, e em seguida,
realizada a tricotomia manual e antissepsia com alcool iodado 0,1% e na linha média
dorsal da regido cervical de cada animal, a area incidida foi demarcada usando um
punch metalico com lamina cortante na sua borda inferior (x 10 mm?2). No
procedimento cirurgico para retirada da pele, tecido subcutaneo, paniculo carnoso e
fascia, utilizou-se tesoura reta de iris e pinca de Adson.

Apés a cirurgia, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos:
Grupo | (controle: hidrogel-base); Grupo Il (EHTc 5%: Formulacdo do extrato
hidroalcodlico das folhas de T. catappa na concentracdo de 5%); Grupo Il (EHTc
10%: Formulacdo do extrato hidroalcoodlico das folhas de T. catappa na
concentracdo de 10%) e Grupo IV (padrdo: Dersani®) em todos 0os grupos 0s
respectivos produtos foram aplicados (x 95 mg) diariamente, durante 3, 7 e 14 dias,
utilizando espatula metalica. Ao final do tratamento, os animais receberam uma
superdose de anestésico e suas feridas foram fotografadas para analise do

percentual de contracdo e em seguida foram removidas para analise histopatologica.
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3.2.9.1 Analise macroscopica do fechamento da leséo

As fotografias foram utilizadas para avaliar a contracao das feridas tratadas
com os diferentes produtos, as mesmas foram medidas utilizando o programa
ImageJ pro 6.1. O grau de contracdo foi mensurado utilizando a seguinte equacao
proposta por Ramsey et al. (1995): % de contragéo = [(Wo — Wi) / (Wo0)] x 100, onde
Wo € a area inicial da ferida e Wi é a area final da ferida. As feridas foram avaliadas
também quanto a presenca de exsudato e edema, formacdo de crosta e inicio da

reepitelizacao.
3.2.9.2 Analise histopatolégica

As feridas removidas dos animais foram fixadas em formalina tamponada a
10% por um periodo de 48 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as
amostras foram desidratadas a variadas concentracfes de etanol, clareadas com
xilol e embebidas em parafina. O corte do material emblocado foi realizado em
microtomo, ajustado para 5 um de espessura. As laminas montadas foram mantidas
em estufa a 37°C por 24 horas para secagem e coradas com hematoxilina/eosina
(HE). As anélises foram realizadas no microscopio 6ptico Olympus BX-50 (aumento

de 40x) e as fotografias digitalizadas pelo programa DP2-BSW.

3.3ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos por média + desvio padréo e avaliados
por meio da andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguido pelo teste
de multiplas comparacfes de Bonferroni (para os ensaios de MTT) ou teste Tukey
(para os ensaios de cicatrizagdo). Para o intervalo de confianca de 95%, valores de

p” menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia

estatistica. Os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1RENDIMENTO DO EHTC

ApOs a preparacao do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa
L. foi possivel calcular o rendimento de 23% do extrato (Tabela 2).

Tabela 2 - Relagdo das massas e rendimento do extrato de Terminalia catappa.

Terminalia catappa EHTc
Massa das folhas (g) 180
Massa do extrato liofilizado (g) 415
Rendimento (%) 23

Fonte: A autora (2021).

Os solventes possuem influéncia significativa em relacdo aos compostos
extraidos da planta. Extracdes utilizando-se de solventes polares apresentam
maiores teores de compostos como flavonoides, taninos, saponinas, acidos
triterpénicos e carboidratos. Ja extracdes com solventes apolares como o hexano,
contém mais esteroides e terpenos (CECHINEL; YUNES, 1998).

A mistura polar etanol: agua 70:30 (v/v), utilizada neste trabalho, possibilitou a
extracdo de maior quantidade de compostos vegetais da amostra, assim o
rendimento do extrato é devido a predominancia dos compostos polares em T.
catappa. A confirmacdo desse fato foi constatada apds analises cromatograficas do

extrato obtido.

4.2 PERFIL FITOQUIMICO DO EHTC

4.2.1 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD)

O estudo do perfil fitoquimico tem por objetivo a deteccdo preliminar dos
diferentes constituintes quimicos das plantas, através de reacfes quimicas que

resultam no desenvolvimento de coloracédo e/ou precipitado, caracteristico para cada
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classe de substancias analisadas (SIMOES et al., 2004), além de ser uma técnica
rapida e de baixo custo (ARAUJO et al., 2010).

Por meio da analise fitoquimica preliminar, foi possivel identificar as classes
de metabdlitos secundarios de interesse farmacolégico presentes no extrato
hidroalcodlico das folhas de T. catappa, tais como os taninos hidrolisaveis,

alcaloides, flavonoides, triterpenos e esteroides (Tabela 3).

Tabela 3 - Classes de metabdlitos secundarios encontrados no EHTc.

Classes de metabdlitos secundarios EHTc

Taninos condensados -

Taninos hidrolisaveis F++
Alcaloides +
Flavonoides ++
Triterpenos e esteroides +
Cumarinas -

Fonte: A autora (2021). (-) ndo detectéavel; (+) fraco; (++) médio; (+++) forte.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com as classes de
metabolitos encontradas no trabalho de Krishnaveni et al. (2015), que comprovaram
a presenca de taninos, flavonoides, alcaloides, terpenoides e esteroides no extrato

aquoso das folhas T. catappa.

4.2.2 Caracterizacdo de compostos por UPLC- DAD- QTOF MS

A cromatografia liquida de ultra-desempenho acoplada a espectrometria de
massa (UPLC/QTOF MS) foi utilizada para caracterizar os compostos secundarios
presentes no EHTc. 26 compostos foram identificados (Figura 6) e as vias de
fragmentacao foram analisadas para facilitar a identificacao estrutural. Foram obtidas
informacfes essenciais para cada composto, incluindo o tempo de retencao (Tr), os
espectros UV/vis e 0 modo de ionizacdo na polaridade negativa, como evidenciados
na Tabela 4.

Os taninos hidrolisaveis sdo os compostos majoritarios, num total de 16, onde

2 sao unidades estruturais dos taninos hidrolisaveis (acido galico e acido elagico), 1
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galotanino (4cido metil-flavogalénico) e 13 sdo elagitaninos (corilagina, punicalina,
castalagina, punicalagina isdmero | e I, terflavina A isdmero 1, Il e lll, telimagrandina
I, geraniina isbmero | e Il, acido diacetil-rhamnosil-O-metil elagico e acido dimetil
elagico).

Oito compostos identificados pertencem a classe dos flavonoides: robinetina-
O-rutinosideo, canferol-O-rhamnosideo, herbacetina-O-glucosideo, orientina-O-
galato, vitexina-O-galato, isorhamnetina, luteolina e herbacetina-O-acetato, e 2 s&o
triterpenos (&cido arjundlico e arjungenina).

Os compostos citados acima ja foram relatados no género Terminalia e na
espécie Terminalia catappa, e, por meio deste trabalho, suas presencas foram

comprovadas nas folhas de T. catappa.

Figura 6 - Cromatograma UPLC-DAD/MS do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa.
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Tabela 4 - Dados de espectrometria de massa dos principais constituintes identificados no extrato
hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa.

Pico Composto Tr Amax [M-H]" [M-H]® Peso Férmula Referéncias
Identificado (min) experiment calculado  molecular molecular
al (g/mol)

1 Corilagina 0.39 376 633.0726 633.0733 634.5 Cy7H»,013 Chang et al.
(2019)

2 Punicalina 0.48 377 781.0515 781.0530 782.5 C3sH»0,; Chang et al.
(2019)

3 Acido galico 0.52 377 169.0132 169.0142 170.1 C7HeOs Abiodun et al
(2016)

4 Castalagina 0.62 376 933.0580 933.0640 934.6 CsuHx02 Chang et al.

(2019)


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H22O18
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C34H22O22
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C41H26O26
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Punicalagina
isdbmero |

Punicalagina
isdbmero I

Terflavina A
isdbmero |

Terflavina A
isébmero I

Terflavina A
isémero Ill

Telimagrandina |
Geraniina
isdbmero |

Geraniina
isdbmero I

Acido elagico
Robinetina -O-
rutinosideo

Canferol -O-
rhamnosideo

Herbacetina - O-
glucosideo

Orientina -O-
galato

Vitexina -O-galato

Isorhamnetina

Acido arjundlico

Acido-diacetil-
rhamnosil-O-metil
elagico

Luteolina

Acido
flavogalénico

metil-
Herbacetina - O-
acetato

Acido
elagico

dimetil

Arjungenina

0.73

1.06

1.23

141

1.63

1.88

2.44

2.57

2.76

2.96

3.00

3.08

3.14

3.48

3.77

4.30

4.48

4.68

4.82

6.26

6.57

6.75

376

378

376

376

376

376

376

376

368

348

358

350

350

~394

360

~368

~386

~377

375

~368

1083.0530

1083.0522

1085.0710

1085.0702

1085.0669

785.0817

951.0706

951.0698

300.9970

609.1439

431.0971

463.0874

599.1019

583.1072

315.0137

487.1253

545.2009

285.0395

471.1279

343.0445

329.2316

503.3357

1083.0593

1083.0593

1085.0749

1085.0749

1085.0749

785.0843

951.0745

951.0745

300.9990

609.1461

431.0984

463.0882

599.1042

583.1093

315.0026

487.1398

545.0937

285.0405

471.1264

343.0459

329.2333

503.3378

1084.7

1084.7

1086.7

1086.7

1086.7

786.6

952.6

952.6

301.9

610.5

432.4

464.4

600.5

584.5

316.3

488.7

546.4

286.2

4721

344.3

330.2

504.7

CagH28030

CagH28030

CagHz0030

CagHz0030

CagHz0030

Ca4H26022

C41H28027

C41H28027

Ci14HgsOs

C27H30016

C21H20010

C21H20012

C2gH24015

C28H24014

C16H1207

C30H1g0s

Ca5H2014

C15H1006

C22H16012

C17H1208

Ci6H100s

C30H4806
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Kaneria et al
(2018)

Kaneria et al
(2018)

Chang et al
(2019)

Chang et al
(2019)

Chang et al
(2019)

Chang et al
(2019)

Chang et al
(2019)

Chang et al
(2019)

Chandrasekhar
et al. (2017)

Kaneria et al
(2018)

Singh et al
(2016)

Kaneria et al
(2018)

Kaneria et al
(2018)

Tercas et al.
(2017)

Venkatalakshmi,
Vadivel e
Brindha (2016)

Ichéron, Tor-
Anyiin e Igoli
(2018)
Singh et al
(2016)

Singh et al
(2016)

Chandrasekhar
et al. (2017)

Kaneria et al
(2018)

Zhou et al
(2020)

Zhou et al
(2020)

Fonte: A autora (2021).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H18O15S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C48H30O30
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C48H30O30
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C48H30O30
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C34H26O22
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C41H28O27
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C41H28O27
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C14H6O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H30O16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H20O10
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H20O12
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C28H24O15
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C28H24O14
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H48O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H22O14
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H22O14
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H12O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H10O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H48O6
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O composto correspondente ao pico 1 (Tr= 0, 39 min) apresentou absorcao
maxima no espectro UV-Vis de 376 nm e [M — H]” em 633 m/z, sendo identificado
como corilagina. O pico 2 (Tr= 0,48 min) foi identificado como punicalina com [M —
H]” em 781 m/z e absorcdo maxima em 377 nm. O pico 3 (Tr= 0,52 min) foi
identificado como acido géalico com [M — H]” em 169 m/z. O pico 4 (Tr= 0,62 min) é a
castalagina com [M — H]" em 933 m/z e absor¢cdo maxima em 376 nm. O pico 5 (Tr=
0,73 min) e 6 (Tr= 1,06 min) com [M — H]” em 1083 m/z sdo isdbmeros da
punicalagina, uma vez que apresentam o mesmo valor de massa negativa em
diferentes tempos de retengcédo. O pico 7 (Tr= 1,23 min), 8 (Tr= 1,41 min) e 9 (Tr=
1,63 min) com [M — H]” em 1085 m/z s&o os isdbmeros da terflavina A. O pico 10 (Tr=
1,88 min) é a telimagrandina | com [M — H]” em 785 m/z e absor¢cdo maxima em 376
nm. Os picos 11 (Tr= 2,44 min) e 12 (Tr= 2,57 min) s&o isdmeros da geraniina com
[M — H] em 951 m/z. O pico 13 (Tr= 2, 76 min) é o acido elagico com [M — H]" em
300 m/z e absor¢gdo maxima em 368 nm. O pico 21 (Tr= 4,48 min) € o acido diacetil-
rhamnosil-O-metil elagico com [M — H]” em 545 m/z e absorcdo maxima de
aproximadamente 368 nm. O pico 23 (Tr= 4,82 min) é o acido metil-flavogalénico
com [M — H]" em 471 m/z e absorcdo maxima de aproximadamente 377 nm. O pico
25 (Tr= 6,57 min) € o acido dimetil elagico com [M — H]” em 329 m/z e absorcao
maxima de aproximadamente 368 nm. Este composto ja foi identificado em outras
espécies como Terminalia bellerica e Terminalia chebula (ZHOU et al., 2020), no
entanto, o presente estudo relata pela primeira vez a presenca do acido dimetil
elagico em Terminalia catappa.

Os taninos hidrolisaveis citados acima, como a punicalagina, punicalina e a
terflavina A apresentam propriedade cicatrizante (NEMA; ARJARIYA; TIWARI,
2013). A telimagrandina | (AL-SAYED; ESMAT, 2016), corilagina (CARVALHO et al.,
2013), punicalina e punicalagina (LIN et al., 2001), acido galico e elagico
(ANNEGOWNDA et al., 2010) apresentam propriedade antioxidante, podendo auxiliar
no tratamento de uma variedade de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, tais
como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (ROLEIRA et al.,
2015).

Punicalagina e punicalina (ARJARIYA; NEMA; TIWARI, 2013), geraniina
(ALCHE et al., 2002), corilagina (LI et al., 2018) e &acido galico (CHANWITHEESUK

et al., 2007) apresentam propriedade antimicrobiana. Além disso, experimentos com
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a punicalagina e punicalina (LIN; HSU; LIN, 1999) e geraniina (ALCHE et al., 2002)
demonstraram marcante atividade anti-inflamatoria.

O pico 14 (Tr= 2,96 min) é a robinetina-O-rutinosideo com [M — H]” em 609
m/z e absor¢do maxima em 348 nm. O pico 15 (Tr= 3,00 min) é o canferol-O-
rhamnosideo com [M — H]” em 609 m/z e absorcao no espectro UV de 358 nm. O
pico 16 (Tr= 3,08 min) com [M — H]" em 463 m/z, foi identificado pela primeira vez na
T. catappa. A molécula desprotonada foi detectada em 302 m/z com um fragmento
em 162 m/z, caracterizando a herbacetina-O-glucosideo. Essa identificacdo foi
confirmada através de Kaneria et al. (2018) que constatou o composto herbacetina
nas cascas de T. catappa. O pico 17 (Tr= 3,14 min) é a orientina -O-galato com [M —
H] em 599 m/z. O pico 18 (Tr= 3,48 min) é a vitexina -O-galato com [M — H]” em 583
m/z e absor¢cdo maxima de aproximadamente 394 nm. O pico 19 (Tr= 3,77 min) é a
isorhamnetina com [M — H]” em 315 m/z e absor¢gdo maxima em 360 nm. O pico 22
(Tr= 4,68 min) é a luteolina com [M — H]” em 285 m/z e absorcdo maxima de
aproximadamente 386 nm. O pico 24 (Tr= 6,26 min) & a herbacetina-O-acetato com
[M — H]" em 343 m/z e absor¢cdo maxima de 375 nm.

Os flavonoides citados acima, como a isorhamnetina, apresentam potencial
antioxidante e efeito anti-inflamatorio, a partir da inibicdo da expressdo da COX-2
(SEO et al., 2016). A vitexina possui atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria e
antioxidante (KIM et al.,, 2005). O canferol apresenta variadas atividades
farmacoldgicas, entre elas, antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral e
antifangica (ZHANG et al., 2015; ILK; SAGLAM; OZGEN, 2016). A robinetina
apresenta potente atividade antioxidante, como sequestrador do anion superoéxido
(HIDEKI et al., 1995). A herbacetina e seus derivados tém atividade antibacteriana,
em especial sobre Pseudomonas aeruginosa (CAMPOS et al., 2010). Luteolina e
orientina apresentam forte potencial no tratamento de doencas inflamatérias, além
de apresentar propriedade antioxidante (PRAVEENA, 2014).

O pico 20 (Tr= 4, 30 min) é o acido arjundlico com [M — H]” em 487 m/z. O
pico 26 (Tr= 6,75 min) é a arjungenina com [M — H]” em 503 m/z, ja identificada em
outros trabalhos com espécies do género Terminalia (ZHOU et al., 2020), no
entanto, o presente estudo relata pela primeira vez a presenca desse composto na
espécie Terminalia catappa.

Os triterpenos citados acima, como a arjungenina, apresentam como principal

efeito a capacidade antibacteriana (SINGH et al., 2014). O acido arjundlico,
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apresenta propriedades anti-inflamatéria (SANTOS et al.,, 2010) e antioxidante
(MAU; KO; CHYAU, 2003).

As estruturas moleculares dos compostos caracterizados na andlise por
UPLC/QTOF MS foram desenhadas no programa ChemDraw. De acordo com as
diferengcas estruturais, os taninos podem ser classificados como taninos
hidrolisaveis, taninos condensados ou taninos complexos. Os taninos hidrolisaveis
(Figura 7) sdo constituidos por um nucleo poliol (geralmente glicose),
multiesterificados com acido galico ou seus derivados. Suas ligacbes ésteres sao
prontamente hidrolisaveis em condi¢cfes acidas ou bésicas, formando os galotaninos
(provenientes do acido galico) e os elagitaninos (provenientes do acido elagico)
(HAGERMAN, 1987).

Figura 7 - Estrutura béasica dos taninos hidrolisaveis.

Fonte: NAKAMURA; TSUJI; TONOGAI, 2003.

Os compostos 1-13, 21, 23 e 25, identificados neste trabalho, sdo taninos
hidrolisaveis; 3 e 13 sao as unidades estruturais dos taninos hidrolisaveis; 1, 2, 4, 5,

7,10, 11, 21 e 25 séo elagitaninos. O 23 é o galotanino.
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Os flavonoides apresentam uma estrutura basica (Figura 8) que consiste de
quinze &tomos de carbono arranjados em trés anéis denominados A, C e B (MARAIS
et al., 2006). Os anéis aromaticos A e B estao ligados a um anel heterociclico C, o
gual se apresenta sob diferentes estados de oxidagcdo, em especial entre as
posicdes 2 e 3 (SIMOES et al., 2007).

Figura 8 - Estrutura béasica dos flavonoides.

Fonte: HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002.

Conforme a posicédo da ligacdo do anel aromatico B ao anel heterociclico C,
os flavonoides podem ser classificados de trés formas distintas (STOBIECKI;
KACHLICKI, 2006). Segundo a nomenclatura da IUPAC, os que derivaram de 2-
fenilcrom-4-ona (2-fenil-1,4-benzopirano), séo classificados de flavonoides (9A), os
gue derivaram de 3-fenilcromon-4-ona (3-fenil-1,4- benzopirano) de isoflavonoides
(9B) e os que derivaram de 4-fenilcumarina (4-fenil-1,2- benzopirano) de
neoflavonoides (9C) (DIXON; PASINETTI, 2010).

Figura 9 - Estrutura dos nudcleos A, B e C, respectivamente.

Fonte: IUPAC (2012).

De acordo com o grau de oxidacao e insaturacdo do anel C, os flavonoides
podem ser subdivididos em grupos de: flavonas, flavonois, flavanonas, flavanois e
antocianinas (MARAIS et al., 2006). Os compostos 15, 16, 18, 19 e 24, identificados
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neste trabalho, sao flavonoides do grupo flavonois, os compostos 17 e 22 pertencem

ao grupo das flavonas e o composto 14 ao grupo flavanol.
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(22) Luteolina (24) Herbacetina-O-
acetato

Fonte: A autora (2021).

Os terpenos sao formados a partir de duas vias de biossintese: a via do
mevalonato, responsavel pela formacdo dos sesquiterpenos (C15) e triterpenos
(C30) e a via alternativa, conhecida como via do metileritritol fosfato (MEP), que
origina 0s monoterpenos (C10), diterpenos (C20) e tetraterpenos (C40)
(VERPOORTE, 2000).
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Os compostos 20 e 26 apresentam estrutura pentaciclica com 30 carbonos,

sendo assim classificados como triterpenos.

} | J[ }
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(20) Acido arjundlico (26) Arjungenina

Fonte: A autora (2021).

4.3QUANTIFICACAO DOS FENOIS TOTAIS, TANINOS TOTAIS E FLAVONOIDES
NO EHTC

O extrato hidroalcoodlico das folhas de T. catappa apresentou teor de fenois
totais (3,79 g EAG/ g), taninos totais (2,16 g EAT/ g) e flavonoides (2,34 g EQ/ g), de
acordo com o apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Doseamento de fendis totais, taninos totais e flavonoides do extrato hidroalcodlico das
folhas de Terminalia catappa.

Classes de compostos Teores (Média £ D.P.)
Fendis totais (g EAG/ g) 3,79 £ 0,08
Taninos totais (g EAT/ @) 2,16 £ 0,31
Flavonoides (g EQ/ g) 2,34 £0,02

Fonte: A autora (2021). g EAG/g = gramas equivalentes de acido galico por grama de extrato;
g EAT/g = gramas equivalentes de 4cido tanico por grama de extrato; g EQ/g = gramas equivalentes
de quercetina por grama de extrato.

Os dados quantitativos desta pesquisa indicaram altos teores de compostos
fendlicos, em especial, taninos e flavonoides nas folhas de T. catappa. Corroborando
0S nossos resultados, Pandya et al. (2013) realizaram a quantificacdo de fendis
totais pelo método de Folin-Ciocalteu e observaram a presenca de 354,02 mg EAG/g

para fendis totais e 51,67 mg EQ/g de flavonoides no extrato etandlico das folhas de
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T. catappa. Rajesh et al. (2015) determinaram o conteldo de taninos totais do
extrato metandlico (50,46 mg EAT/g) das folhas de T. catappa utilizando o método
de Folin-Ciocalteu e o acido tanico como padrao.

A afinidade dos compostos fendlicos pelos solventes polares melhora sua
extracdo, pois a maioria dos compostos fendlicos ndo é encontrada na natureza no
seu estado livre, mas sob forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto,
sollveis em agua e em solventes organicos polares (MONTEIRO; ALBUQUERQUE;
ARAUJO, 2005).

Os compostos fendlicos que possuem um ou mais grupos hidroxilas ligados a
um anel aromatico destacam-se de outras classes de metabdlitos secundarios
porgue sdo amplamente distribuidos e possuem inimeras atividades farmacoldgicas,
cientificamente comprovadas, sendo bem representadas por taninos e flavonoides
(AMORIM et al., 2008).

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DO EHTC

Estudos demonstram que ndo existe um ensaio Unico capaz de avaliar o
potencial antioxidante de forma quantitativa e com precisao (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005), sendo essencial 0 uso de no minimo dois métodos (SCHLESIER et al., 2002).
Portanto, a atividade de eliminacéao de radicais livres DPPH, atividade de eliminacao
de radicais livres ABTS e atividade antioxidante total (AAT) foram realizadas para

determinar a capacidade antioxidante do EHTc, como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa pelos
métodos DPPH, ABTS e AAT.

DPPH" ABTS" AAT
Extrato/Padrdes
Clso (Mg/mL) Clso (ug/mL) Clso (Hg/mL)
EHTc 42,30 + 3,56 407,10 £ 9,99 2.209,98 + 206,92
Trolox® 28,13 +0,11 214,00 = 5,00 N.A.
Acido ascorbico N.T. N.T. 500,00 + 0,00

Fonte: A autora (2021). Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. EHTc: Extrato
hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa; DPPH: Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS:
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Radical 2,2-azobis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato); AAT: atividade antioxidante total; N.A. — N&o
Aplicavel; N.T. — Nao Testado.

O método de eliminag&o dos radicais livies DPPH é amplamente utilizado por
ser um procedimento simples, rapido, sensivel e reproduzivel. O radical livre estavel
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) de coloragéo violeta, quando entra em contato com
substancias antioxidantes capazes de doar elétrons para o radical, é neutralizado
em 2,2-difenil-1-picrilhidrazina e muda de cor para o amarelo (ZOU; LU; WEI, 2004).
O resultado é expresso em Clsp que determina a concentracdo da amostra capaz de
neutralizar 50% da concentracao inicial de DPPH, e quanto menor o valor da Clso,
maior é a sua capacidade antioxidante. No ensaio de eliminacdo dos radicais livres
DPPH, o EHTc apresentou Clsp (42,30 pg/mL) proxima aos valores do padrao
Trolox® (Clsp= 28,13 pg/mL).

O ensaio de eliminacdo do radical ABTS é frequentemente utilizado para
avaliar a capacidade anti-radicalar de antioxidantes de natureza hidrofilica e
lipofilica, pois pode ser usado tanto para sistemas de solventes organicos como
sistemas aquosos. Este método consiste na formagdo do cation radical livre ABTS™,
por meio da reacdo de oxidacdo do 2,2"-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS) com o persulfato de potassio, e sua neutralizacdo na presenca de
antioxidantes doadores de hidrogénio é medida espectrofotometricamente a 734 nm,
guando é convertido para uma forma nao radical (RAKHOLIYA et al., 2011). Neste
ensaio, o EHTc apresentou Clsp (407,10 ug/mL) capaz de neutralizar os radicais
livres ABTS™ préxima ao padrédo Trolox® (Clsode 214,00 pug/mL).

A formacédo do complexo fosfomolibdénico determina a atividade antioxidante
total (AAT) de uma amostra frente a uma reacdo de oxido-reducao. Este método se
fundamenta na reducdo do molibdénio*™ a molibdénio™ na presenca de
determinadas substancias com capacidade antioxidante com formacdo de um
complexo fosfato/molibdénio™ esverdeado (ZENGIN et al., 2014). No teste de
reducdo do molibdénio™, o EHTc apresentou Clso (2.209,98 pg/mL) relativamente
alta em relacéo ao padréo acido ascorbico (Clsode 500,00 pg/mL).

O extrato desempenhou melhor atividade nos ensaios de eliminacdo dos
radicais DPPH e ABTS, possivelmente atuando mais por neutralizacdo do que por
reducado do radical livre. Alguns estudos relatados anteriormente comprovam oS

nossos resultados, um exemplo é o estudo de Chanda et al. (2013) no qual
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investigaram a atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas de T. catappa
por meio do teste de remocé&o de radicais livres DPPH e observaram uma Clso de 23
pg/mL, proxima ao padrao &cido ascoérbico (Clso de 11,4 pug/mL) utilizado. Quanto a
remocdo de radicais livres ABTS, o0 extrato metandlico das folhas de T. catappa
apresentou uma Clsp de 8,25 pg/mL também proxima ao padrdo acido ascorbico
(Clsode 6,25 pg/mL), revelando um potencial antioxidante promissor da T. catappa.

Krishnaveni et al. (2015), utlizando o teste do fosfomolibdénio para
determinacdo da atividade antioxidante total (AAT), observou que o extrato aquoso
das folhas de T. catappa apresentou uma Clso de 256,66 mg/g equivalentes de acido
ascorbico, desempenhando consideravel atividade antioxidante por este metodo.

Sabe-se que os tecidos lesados e inflamados produzem grandes quantidades
de radicais livres, em decorréncia da acdo do sistema imunolégico, para destruir
corpos estranhos e células infectadas por bactérias ou virus (BEDARD; KRAUSE,
2007). Quando a taxa de producéo de radicais livres ultrapassa a taxa de remocao
pelos antioxidantes naturais do sistema de defesa celular, ha um desequilibrio e,
consequentemente, ocorre 0 estresse oxidativo, proporcionando a peroxidacéo
lipidica, carbonilacdo de proteinas, inativacdo enzimatica e danos graves ao DNA
celular (BERRA; MENCK, 2006).

Existe uma relacdo entre os teores de compostos fendlicos e a capacidade
antioxidante em diversas espécies de plantas. Por exemplo, os flavonoides podem
agir por captura e neutralizacdo das espécies oxidantes como 0 anion superoxido
(0%, radical hidroxila ou peréxido e, ainda, atuar por sinergismo com outros
antioxidantes como as vitaminas C e E (SIMOES; ALMEIDA, 2015) e os taninos
atuam como captadores de radicais livres e interceptam o oxigénio ativo, formando
radicais estaveis (MELLO; SANTOS, 2001), o que justifica a atividade antioxidante

das folhas de T. catappa pelos trés métodos empregados nesse estudo.

4.5AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO DO EHTC

4.5.1 Avaliacdo da atividade hemolitica

No estudo biolégico e toxicolégico de extratos vegetais, existe a necessidade
da verificacdo do potencial hemolitico das espécies analisadas, uma vez que a lise

das hemacias permite a liberacdo de ferro do grupamento heme, proveniente da



69

hemoglobina livre no plasma, podendo ocasionar danos em 0rgdos vitais, como
figado e rins (BEDNARCZUK et al., 2010).

Por meio do ensaio hemolitico realizado, verificou-se que o EHTc apresentou
CHso superior a 200 pg/mL e, portanto, ndo foi capaz de induzir hemdlise quando
comparado ao grupo controle. Esse resultado indica que o extrato de T. catappa néao
apresentou potencial hemolitico sobre os eritrécitos nas concentragfes testadas,
provavelmente pela baixa quantidade de compostos hemoliticos presentes no
extrato, como exemplo as saponinas, dando margem de seguranga para sua
utilizac&o nos testes in vivo.

Os resultados da pesquisa realizada por Wen et al. (2011) corroboram o0s
Nnossos, pois demonstram a capacidade de protecao do extrato hidrofilico das folhas
de T. catappa sobre os eritrocitos submetidos a hemolise oxidativa in vitro induzida
pelo 2,2 azobis amidinopropano (AAPH). Assim, € possivel associar esta protecéo a
presenca dos compostos fendlicos no extrato, e seu consequente, efeito

antioxidante.

4.5.2 Avaliacdo da viabilidade celular

Os testes de toxicidade celular fornecem informagdes preliminares sobre a
seguranca dos compostos a serem testados e utilizados terapeuticamente (OSORIO
et al., 1998). Essas técnicas de bioensaios avaliam e definem a concentracdo de
uma substancia capaz de causar morte celular como consequéncia de danos as
funcdes basicas celulares (RANG et al., 2004; GHOSH et al., 2012).

O efeito citotoxico do extrato hidroalcodlico de T. catappa foi investigado
através de ensaios de reducdo do MTT, técnica utilizada por ser um método rapido,
econdmico e eficaz para avaliar a viabilidade celular de diferentes linhagens,
baseando-se em uma reacdo colorimétrica. Nas células viaveis, a enzima succinato
desidrogenase converte o MTT (coloragdo amarela) em cristais de formazan
(coloracdo purpura) na mitocondria, que vai ser quantificado por medicéo
colorimétrica (MOSMANN, 1983).

O extrato ndo apresentou citotoxicidade significativa frente as linhagens de
fibroblastos murinos (L929) e macréfagos peritoneais murinos nas concentracdes
testadas (1,56 - 100 pg/mL). Com relagdo aos queratindcitos humanos (HaCaT),

causou uma reducédo da viabilidade celular nas concentragbes de 6,25 a 100 pug/mL
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quando comparado ao grupo controle (100% das células vidveis) e desempenhou
baixa citotoxicidade por ter apresentado uma Clsp > 50 pg/mL. Estes resultados

podem ser observados na Figura 10.

Figura 10 - Avaliagao citotoxica do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa frente as
linhagens L929, macréfagos peritoniais murinos e HaCat ap6s 72 horas de tratamento, avaliado pelo
ensaio do MTT.
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Fonte: A autora (2021). Os dados correspondem a média + desvio padréo de trés experimentos
independentes em triplicata, analisados por ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni. *** diferenca
estatisticamente significante (p< 0,001) em relacdo ao controle (ctl).

Huang et al. (2018), utilizando o ensaio colorimétrico de MTT para avaliar a
capacidade citotoxica do extrato metandlico das folhas de T. catappa (5 - 100 pg/mL)
frente a linhagem de fibroblastos humanos (Hs68), perceberam aumento da
proliferacdo celular em todas as concentracdes testadas. Abiodun et al. (2016), por

meio do ensaio de MTS, observaram que n&o houve alteracao na viabilidade celular
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de macréfagos murinos RAW 264.7 frente as diferentes concentracdes (5 - 100
pMg/mL) do extrato etandlico das cascas de T. catappa. Outro estudo realizado por
Singh et al. (2014), utilizando o extrato metandlico das frutas de T. chebula (10 - 100
pg/mL), também concluiram que com o aumento das concentracdes do extrato
houve uma diminuicdo gradual da proliferacdo dos queratinécitos, embora nao tenha
apresentado citotoxicidade significativa.

De acordo com Martins et al. (2009), os macrofagos e os fibroblastos sao
células fundamentais para a evolucao de todo o processo cicatricial. Os macrofagos
participam ativamente da fase inflamatoria, contribuindo para o desenvolvimento do
tecido de granulacdo, além de fagocitar as bactérias presentes nas feridas. Os
fibroblastos tém como funcédo a sintese de elastina, fibronectina, proteases e fibras
colagenas, tornando-se encarregados pela remocao do tecido desvitalizado presente
nas feridas e o remodelamento total da area lesionada (HILDEBRAND et al., 2005).
Por outro lado, os queratinocitos desempenham funcdes estruturais na epiderme por
meio da sintese de queratina, que garante impermeabilidade, elasticidade e
resisténcia a pele, importante no controle homeostatico do 6rgdo (ECKERT; EAKS,
1989) e ainda podem interagir com as células do sistema imunolégico, participando
das respostas imunes e inflamatdrias que acometem o tecido epitelial (BARKER,
1998). Dessa forma, por apresentar baixa toxicidade frente as linhagens celulares
testadas, o extrato hidroalcodlico das folhas de T. catappa pode facilitar o processo

de cicatrizacao tecidual.

4.6 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.6.1 Microdiluicdo em caldo

O ensaio de microdiluicdo em caldo utilizado € uma técnica simples, rapida e
sensivel para pesquisa de novas drogas antimicrobianas, uma vez que varias
concentracfes do extrato podem ser testadas em um uUnico ensaio (LIBANORE,
2008).

Segundo Aligiannis et al. (2001), extratos de plantas que apresentam
atividade antimicrobiana com valores de CMI até 500 pg/mL séo considerados fortes
inibidores. Para valores de CMI entre 600 - 1500 pg/mL, o extrato tem inibicao

moderada e, quando maior que 1600 pg/mL, é considerado inibidor fraco. Diante do
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exposto, o EHTc apresentou inibicdo moderada frente as bactérias Gram-positivas
S. aureus e S. epidermidis (CMI e CMB de 1024 pg/mL), Gram-negativas K.
pneumoniae e P. mirabilis (CMI e CMB de 1024 pg/mL) e frente ao fungo C.
albicans, com CMI de 512 pg/mL e CMB de 1024 pg/mL (Tabela 7).

Tabela 7 - Concentracao Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima Bactericida (CMB) do
extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa.

Microrganismos CMmI CMB
(ng/mL) (Hg/mL)
Staphylococcus aureus 1024 1024
Staphylococcus epidermidis 1024 1024
Streptococcus pyogenes >1024 >1024
Enterococcus faecalis >1024 >1024
Pseudomonas aeruginosa >1024 >1024
Escherichia coli >1024 >1024
Klebsiella pneumoniae 1024 1024
Proteus mirabilis 1024 1024
Candida albicans 512 1024

Fonte: A autora (2021).

Ajiboye et al. (2016), testaram diferentes concentracdes (100, 80, 60, 40 e 20
mg/mL) dos extratos acetato de etila e aquoso das cascas de T. catappa e
observaram efeito antibacteriano contra isolados de S. aureus, K. pneumoniae, P.
aeruginosa e E. coli. O extrato acetato de etila apresentou melhor desempenho com
CMI de 80 mg/mL e CMB de 100 mg/mL, enquanto o aquoso, uma CMI de 100
mg/mL e CMB > 100 mg/mL para todos os isolados bacterianos. Estes achados
podem ser relacionados a capacidade deste solvente conseguir extrair mais
compostos ativos da casca do que no caso o solvente aquoso (MARMONIER, 1990).

O potencial antimicrobiano de T. catappa esta provavelmente relacionado a
presenca dos compostos fendlicos como os flavonoides - os quais agem na
membrana ou parede celular do microrganismo, causando danos funcionais e
estruturais (SCAZZOCCHIO et al.,, 2005), e os taninos pela formacdo de um
complexo enzimatico capaz de inviabilizar a troca de ions essenciais para a
sobrevivéncia microbiana (ANDRADE et al., 2006).
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Se um material vegetal em teste para cicatrizagcdo cutanea apresentar
também atividade antimicrobiana, este pode se tornar uma excelente opcao
terapéutica, uma vez que a pele lesionada fica exposta a invasdo por
microrganismos potencialmente patogénicos que podem ocasionar um processo
infeccioso, sendo a infeccdo o principal fator responsavel por retardar o reparo
tecidual (SCHMIDT et al., 2009). Diante do exposto, o uso do extrato hidroalcodlico
das folhas de T. catappa como componente ativo de uma formulagcéo topica pode

contribuir significativamente no tratamento de feridas.

4.6.2 Inibic&do e remocéao de biofilme

As espécies de Candida apresentam notavel capacidade de aderéncia aos
tecidos e células do hospedeiro, permitindo a colonizagéo e, consequentemente, a
formacéo de biofilmes, fator preocupante para hospitais e industrias, uma vez que a
presenca de biofilme maduro dificulta a acdo dos antifungicos e pode se tornar
reservatorio de células resistentes as drogas disponiveis. Além disso, as células em
biofiimes sdo capazes de resistir a fagocitose e outros mecanismos de defesa do
sistema imunologico do individuo (VERSTREPEN; KLIS, 2006; HOIBY et al., 2010).

Para avaliacdo do efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de T. catappa
sobre os biofiimes de Candida spp., foram inicialmente selecionadas as espécies
com maior capacidade em produzir biofilme. Em seguida, foram realizados os
ensaios para avaliar a capacidade do extrato em inibir a formacao de biofilme e
remover o biofilme pré-formado, como apresentado nas Tabelas 8 e 9,

respectivamente.

Tabela 8 - Efeito antimicrobiano do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa na
inibicdo da formacéo dos biofilmes de Candida spp.

Microrganismos EHTc Farmaco padréo
Candida albicans 55,90% + 0,64 78,15% + 8,11
Candida parapsilosis 55,92% + 2,08 55,58% + 10,73
Candida krusei 54,62% + 2,17 75,00% + 5,62
Candida glabrata 55,87% + 1,47 93,09% + 1,13
Candida tropicalis 59,22% + 0,69 75,97% + 1,91

Fonte: A autora (2021). % de inibicdo da formacao de biofilme.
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Tabela 9 - Efeito antimicrobiano do extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa na
remocé&o de biofilmes pré-formados de Candida spp.

Microrganismos EHTc Farmaco padréo
Candida albicans 58,10% + 0,38 78,94% + 1,95
Candida parapsilosis 53,65% + 1,44 45,82% £ 1,09
Candida krusei 58,07% + 0,45 74,75% + 0,93
Candida glabrata 57,45% + 0.94 93,09% + 3,16
Candida tropicalis 55,12% £ 2,02 74,47% + 3,73

Fonte: A autora (2021). % de remocao do biofilme pré-formado.

O extrato apresentou inibicdo e remocdo significativa dos biofilmes em
relacdo ao controle ndo tratado, o qual foi normalizado para 100% de formacéo de
biofiime. No entanto, foi mais eficaz na inibicdo da formacdo dos biofilmes de C.
tropicalis e C. parapsilosis, uma vez que a concentracao necessaria para inibicdo de
= 50% do biofilme foi de 124 pg/mL e 256 pg/mL, respectivamente. Enquanto que
para inibicdo dos biofilmes de C. albicans, C. krusei e C. glabrata e no ensaio de
remocao dos biofilmes pré-formados de Candida spp., a dose efetiva foi a de 512
pg/mL.

Os diferentes graus de hidrofobicidade da superficie celular das espécies de
Candida avaliadas neste trabalho justificam o maior potencial do EHTc no controle
da formacao dos biofilmes de C. tropicalis e C. parapsilosis. Sabe-se que C. krusei,
C. glabrata e C. tropicalis sdo mais hidrofébicas e as espécies C. albicans e C.
parapsilosis sdo as menos hidrofébicas (MIYAKE et al., 1986). No entanto, alguns
estudos observaram que a C. albicans apresenta a estrutura da membrana celular
mais complexa com maior capacidade de adesdo e formacdo de biofilmes
(CALDERONE; BRAUN, 1991), em comparacdo a espécie C. tropicalis que
apresenta menor capacidade de formacao de biofilmes (MINAGI et al., 1985).

Existem poucos estudos sobre as propriedades antifangicas do género
Terminalia e sobre a atividade anti-Candida das folhas de T. catappa. Um estudo
mais recente de Goncalves et al. (2019), utilizando a fracdo n-butanol das folhas de
T. catappa, revelou que a concentracdo de 2500 pg/mL do extrato reduziu a

formacéo do biofilme de C. albicans em relagdo ao controle, enquanto que para C.
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glabrata a concentracdo efetiva foi de 250 pg/mL. Ambas as espécies foram
suscetiveis ao extrato, no entanto, o n-butanol por ser uma fracdo apolar apresentou
maior afinidade pelas membranas hidrofébicas, como é o caso da C. glabrata (SILVA
et al., 2015; GONCALVES et al., 2018), resultando em maior efeito antifiingico.

A atividade antifungica das folhas de T. catappa pode ser relacionada a sua
composicao quimica. Sabe-se que os taninos hidrolisaveis, em especial punicalina e
punicalagina, agem na membrana celular dos microrganismos, precipitam suas
proteinas e modificam os processos metabdlicos vitais (ENDO et al., 2010; ANIBAL
et al., 2013). Acido gélico e flavonoides est&o relacionados a inativagdo de enzimas
responsaveis pela adesdo celular, considerada pré-requisito para a colonizacao e
estabelecimento de infec¢cdo por Candida spp. Além disso, eles podem impedir o
transporte de proteinas e provocar lises na célula fungica (KINOSHITA et al., 2007;
TERCAS et al., 2017).

4.7 ANALISE FiSICO-QUIMICA DO HIDROGEL DE Terminalia catappa

Em termos farmacotécnicos, foi possivel incorporar o extrato hidroalcodlico
das folhas de T. catappa no hidrogel-base de Carbopol®. A ndo ocorréncia de
separacao de fases foi indicativa de estabilidade das amostras ensaiadas.

No dia do preparo, foram avaliadas as propriedades organolépticas, pH e a
viscosidade das formulacdes desenvolvidas. O hidrogel-base apresentou aspecto
homogéneo, incolor, transparente e sem cheiro; e os hidrogéis de EHTc a 5% e 10%
apresentaram aspecto homogéneo, coloracdo esverdeada e odor caracteristico do
extrato de T. catappa (Quadro 2).

Ao submeter as amostras para medicdo do pH, obteve-se 5,75; 6,26 e 6,38
unidades para o hidrogel-base, hidrogel de EHTc a 5 e 10%, respectivamente. O pH
das formulacdes encontram-se dentro do intervalo permitido de 5,5 - 6,5, que é a
faixa de pH normal da pele (BRASIL, 2004; BRASIL, 2008). A viscosidade para
ambas as formulacbes desenvolvidas foi de 13.300 centPoises, apresentando boa

percepcao sensorial e facil espalhabilidade quando testada na superficie da pele.



76

Quadro 2 - Parametros organolépticos, pH e viscosidade das formula¢ces desenvolvidas.

Tipo de
formulacao

Caracteristicas pH Viscosidade
organolépticas

Hidrogel-base

Cor: Incolor 5,75 13.300 cP
Aspecto: Homogéneo

Odor: Sem cheiro

Hidrogel com o
EHTc 5%

Cor: Esverdeada 6,26 13.300 cP
Aspecto: Homogéneo

Odor: Caracteristico do
extrato de T. catappa

Hidrogel com o
EHTc 10%

Cor: Esverdeada 6,38 13.300 cP
Aspecto: Homogéneo

Odor: Caracteristico do
extrato de T. catappa

Fonte: A autora (2021).

4.8AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DO EHTC SOBRE LESOES
CUTANEAS EM RATOS WISTAR

O potencial cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de T. catappa

(EHTc) foi analisado por um periodo de 3, 7 e 14 dias. Ao longo desse periodo, a

evolucdo das areas

das lesdes foi analisada macroscopicamente, indicando uma

melhor reepitelizacdo nos grupos tratados com EHTc 5% e Dersani®, quando

comparados ao grupo controle (Figura 11).

Figura 11- Aspectos macroscoépicos das lesBes cutaneas antes do tratamento e apds o tratamento
com hidrogel-base (controle), EHTc 5%, EHTc 10% e Dersani® durante um periodo de 3, 7 e 14 dias.

Pré-tratamento

P6s- tratamento

3 dias

Controle EHTc 5% EHTc 10% Dersani®
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7 dias

14 dias

Do 1° ao 3° dia de tratamento com o EHTc 5%, EHTc 10% e Dersani® foi
observada a presenca de exsudato e pouco edema, enquanto o grupo controle,
apresentou exsudato e edema moderado. A presenca de exsudacdo faz parte da
fisiologia da fase inflamatéria da cicatrizacdo, ocasionada pela vasodilatacao
(OLIVEIRA et al., 2010). O exsudato contém nutrientes e fatores de crescimento que
estimulam o desenvolvimento de células endoteliais e fibroblastos (KATZ et al.,
1991).

Com a retirada de um fragmento de pele, constituindo a lesdo cuténea, ocorre
a formacao de uma solucao de continuidade que é preenchida por fibrina, coagulo e
exsudato inflamatério, dando origem a formacédo da crosta que vai recobrir a ferida
(MARTINS et al., 2006).

No 7° dia, todos 0s grupos apresentaram crosta, especialmente 0s grupos
tratados com o hidrogel-base e o EHTc 10%, além da auséncia de exsudato e
edema. O aparecimento de crosta ocorre em razao do contato da lesdo tecidual com
o ar, promovendo seu ressecamento e desidratacdo celular e que muitas vezes
mascaram o tamanho real da ferida. O papel da crosta € conter a hemorragia na
area lesada e liberar mediadores quimicos inflamatérios, que por sua vez iréo
auxiliar no processo de angiogénese (REINKE; SORG, 2012), mas em excesso pode
comprometer a contracdo da ferida e ainda dificultar a absor¢cdo do produto pela
pele, interferindo na evolucao do processo de cicatrizacdo (LIMA, 2010).

As crostas exuberantes presentes no grupo tratado com o EHTc 10% podem
ser atribuidas aos altos niveis de taninos presentes na formulacdo, uma vez que
estd mais concentrado do que o EHTc 5%. Em processos de cura de feridas,
gueimaduras e inflamagfes, os taninos auxiliam formando uma camada protetora

(complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados,
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permitindo que, logo abaixo dessa camada, o processo de reparacédo tecidual ocorra
naturalmente (VIEIRA, 2015).

No periodo entre o 9° e 14° dias, os grupos tratados com Dersani®, EHTc 5%
e 10% apresentaram desprendimento da crosta com formacé&o do tecido cicatricial e
presenca de pelos na area da tricotomia. Enquanto que os animais do grupo controle
ainda apresentavam fragmentos de crosta, caracterizando uma lenta formacéo do
tecido cicatricial.

Em relacdo ao grau de contracdo das lesdes teciduais, no periodo de 3 dias
nao foi observado diferenca significativa entre os grupos tratados, pois entre 48 a 72
horas as feridas ainda se encontravam na fase inflamatéria da cicatrizacdo, sem
reducdo significativa de sua area (MITTAL; SATISH; ANIMA, 2013). Apés 7 dias, os
grupos tratados com EHTc 5% e Dersani® reduziram significativamente a area das
lesbes apresentando grau de contracdo de 84,81% e 83,98%, respectivamente, em
comparacao ao grupo controle de 72,07%. Ao 14° dia, o grau de contracdo dos
grupos tratados com EHTc 5% (91, 83%), EHTc 10% (90,13%) e Dersani® (90,72%)
foi significativo em relacdo ao grupo controle (82, 39%), sendo os tratamentos com

EHTc 5% e Dersani® os de maiores significancia (Figura 12).

Figura 12- Efeito cicatrizante das formula¢des semi-sélidas contendo o extrato hidroalcodlico das
folhas de Terminalia catappa (EHTc) nas concentracdes de 5 e 10% sobre lesdes cutaneas em ratos
Wistar (n=5 animais/grupo).
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Fonte: A autora (2021). Os valores foram expressos como média + desvio padrao e a diferenca entre
grupos foram determinados por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey. *
p< 0,05; ** p< 0,01

O animal escolhido foi o rato da linhagem Wistar, por possuir cicatrizacao
semelhante aos humanos, sendo todos machos e adultos jovens, com o0 proposito
de evitar interferéncia de variagdes hormonais do ciclo das fémeas no mecanismo
cicatrizante (MARTINS et al., 2006).

O modelo de ferida aberta, com cicatrizacdo por segunda intencdo, € o
modelo de escolha quando se quer saber a influéncia de substancias de acéo tépica,
pois assim as feridas podem ser avaliadas quanto a presenca de células
inflamatorias, formacdo de colageno, grau de reparacdo e tecido de granulacéo
(COHEN; MAST, 1990).

As lesbes cutaneas, principalmente as queimaduras e as Ulceras, tém a
capacidade de destruir a conservacédo fluidica normal da pele (WU et al., 1996),
sendo assim, 0s curativos a base de hidrogel mantém o leito da ferida Umido,
promovendo o amolecimento e remocdo do tecido desvitalizado, auxiliando no
reparo tecidual (FRANCO; GONCALVES, 2008).

A utilizacdo de fitoderivados tem demonstrado atividades promissoras no
processo de reparo das feridas cutaneas, pois 0s compostos que sao isolados de
plantas podem atuar em diversas fases da cicatriza¢do, o que possibilita a contracéo
das feridas de forma mais eficaz e agil em relacdo a outros farmacos
comercializados (NETO et al.,, 2015). Os taninos, especialmente punicalina e
punicalagina, participam ativamente do processo de cura das feridas, auxiliando na
formacdo de uma camada protetora devido a precipitagdo das proteinas dos tecidos

lesionados favorecendo a regeneragcdo tecidual, promovem aumento da
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vascularizagcédo, bem como auxiliam na contracdo da ferida, na formagédo do tecido
de granulacdo e no remodelamento cicatricial (MELLO; SANTOS, 2001; LI et al.,
2011). Os flavonoides, por sua vez, auxiliam na cicatrizagéo de feridas devido a seus
efeitos terapéuticos como anti-inflamatorio, antioxidante e antimicrobiano (OLIVEIRA
et al., 2016).

Resultados semelhantes a este trabalho foram encontrados por Khan et al.
(2014), que afirmam que o tratamento com cremes produzidos a partir do extrato
metandlico das cascas de Terminalia catappa reduziu em 97% o tamanho da ferida
em ratos Wistar comparado a 81% do controle.

No presente estudo, os animais que receberam tratamento com o hidrogel do
extrato hidroalcoodlico das folhas de T. catappa, principalmente na concentracao de
5%, apresentaram reducdo mais acelerada dos ferimentos quando comparado ao
grupo controle. O potencial antioxidante, antimicrobiano e cicatrizante do EHTc pode
se relacionar a presenca dos compostos fendlicos que somados com as
propriedades terapéuticas dos hidrogéis podem auxiliar no reparo tecidual, tornando-
se uma alternativa promissora no tratamento de feridas cutaneas uma vez que se

trata da planta nativa de nossa flora, de facil aquisicéo e de baixo custo.

4.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apés o tratamento de 3 dias (Figura 13) com o hidrogel de EHTc 5% e
Dersani® foi possivel observar: presenca moderada de infiltrados inflamatérios,
intensa proliferacdo vascular e consequentemente um quadro de hiperemia,
presenca de crosta fibrinosa, inicio da reepitelizacdo e reestruturacao da derme com
formacédo do tecido de granulacdo. O grupo tratado com o hidrogel de EHTc 10%
mostrou presenca moderada de infiltrados inflamatorios, moderada proliferacéo
vascular, hiperemia, presenca de crosta fibrinosa, sem reconstituicdo do epitélio e
reestruturacdo da derme com formacédo do tecido de granulacdo, enquanto o grupo
tratado com o hidrogel-base mostrou presenca intensa de infiltrados inflamatérios,
pouca proliferacdo vascular, hiperemia, presenca de crosta fibrinosa, sem
reconstituicdo do epitélio e a derme nédo estruturada com formacao do tecido de

granulacao.
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Figura 13- Fotomicrografias dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional
apos 3 dias de tratamento (aumento de 40 X).

Fonte: A autora (2021). Os grupos séo representados por (A) hidrogel-base, (B) EHTc 5%, (C) EHTc
10% e (D) Dersani®. CF: Crosta de Fibrina, IF: Infiltrado inflamatério, H: Hiperemia, PV: Proliferacéo
vascular, Estrela: Formacéo do epitélio, Quadrado: Tecido de granulacédo. Coloragao H. E.

Apoés o tratamento de 7 dias (Figura 14), observou-se no grupo tratado com
hidrogel-base: presenca moderada de infiltrados inflamatoérios, reepitelizacdo néo
continua na regido cicatricial, formacéo do tecido conjuntivo frouxo e dos anexos da
pele, pouca presenca de vasos sanguineos, presenca do tecido de granulacdo na
area da lesdo e hiperemia. No grupo tratado com o hidrogel de EHTc 5% observou-
se reepitelizacdo ndo continua com area da lesdo menor, formagdo do tecido
conjuntivo frouxo com seus anexos, presenca do tecido de granulacdo na area da
lesdo, intensa presenca de vasos sanguineos e poucos infiltrados inflamatérios. O
grupo tratado com o hidrogel de EHTc 10% apresentou lenta formacdo do epitélio,

presenca do tecido de granulacdo sem formacao do tecido conjuntivo frouxo, anexos
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da pele em desenvolvimento, presenca moderada de vasos sanguineos, hiperemia e
poucos infiltrados inflamatérios. Enquanto que o grupo tratado com Dersani®
apresentou reepitelizacdo avancada e reestruturacdo do tecido conjuntivo frouxo,
presenca do tecido de granulacdo, presenca moderada de vasos sanguineos,
poucos infiltrados inflamatérios e indicios da formacgéo dos anexos da pele.

Figura 14- Fotomicrografias dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional
apos 7 dias de tratamento (aumento de 40 X).

Fonte: A autora (2021). Os grupos séo representados por (A) hidrogel-base, (B) EHTc 5%, (C) EHTc
10% e (D) Dersani-. CF: Crosta de Fibrina, IF: Infiltrado inflamatério, H: Hiperemia, VS: Vasos
Sanguineos, AP: Anexos da Pele, RNC: Reepitelizagdo ndo Continua, Estrela: Formacéo do epitélio,
Quadrado: Tecido de granulacao, Circulo: Tecido conjuntivo frouxo. Coloragéo H. E.

Apoés o tratamento de 14 dias (Figura 15), observou-se nos grupos tratados
com o hidrogel-base e com o hidrogel do EHTc 10%: reepitelizagdo completa da

regido cicatricial e reorganizacao do tecido conjuntivo frouxo, porém ainda apresenta
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tecido de granulacéo, sinalizando processo de cicatrizagéo lento. No grupo tratado
com o hidrogel do EHTc 5% foi observado a reepitelizacdo completa da regido
cicatricial, reorganizacdo do tecido conjuntivo frouxo com arranjo modelado das
fibras coldgenas proximas ao epitélio e intensa presenca de vasos sanguineos. O
tratamento com Dersani® se assemelhou ao tratamento com o hidrogel do EHTc 5%,

exceto pela presenca moderada de vasos sanguineos.

Figura 15 - Fotomicrografias dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional
apo6s 14 dias de tratamento (aumento de 40 X).

Fonte: A autora (2021). Os grupos séo representados por (A) hidrogel-base, (B) EHTc 5%, (C) EHTc
10% e (D) Dersani®. VS: Vasos Sanguineos, AP: Anexos da Pele, RC: Reepitelizagdo Completa, TA:
Tecido Adiposo, Quadrado: Tecido de granulacéo, Circulo: Tecido conjuntivo frouxo. Coloragéo H. E.

Segundo Kant et al. (2014), o processo inflamatério € necessario para
fornecer protegdo contra microrganismos e preparar a ferida para as fases seguintes

7

da cicatrizacdo. Essa resposta inflamatoria é caracterizada pelos eventos
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vasculares, observando-se a vasodilatacéo local e o aumento da permeabilidade
vascular, e a migragdo celular com a presenca de infiltrado inflamatorio de células
polimorfonucleares (LEE et al., 2010).

A reepitelizacdo trata-se da reconstrucao do epitélio através da proliferacédo
endotelial levando ao fechamento da ferida e pode ser observada pela contragéo
das suas bordas, juntamente com a fase de fibroplasia que além de promover a
formacdo de tecido de granulacdo, € um grande produtor de colageno e elastina
visando o preenchimento da ferida e por ultimo a fase da angiogénese responsavel
pela formagdo dos novos vasos sanguineos a partir do brotamento das células
epiteliais para que o tecido em formagao receba oxigénio e nutrientes (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

Kamamoto (2007) discorre que no leito de uma ferida, a organizacdo das
fiboras colagenas € fundamental no processo de contracdo e reparo tecidual,
determinando a qualidade final da cicatriz.

Com base nas andlises histopatologicas, foi possivel observar cicatrizacao
mais lenta do grupo tratado com o hidrogel de EHTc 10% quando comparado ao
EHTc 5%, uma vez que a intensa formacdo de crostas pode ter dificultado a
contracao das feridas dos animais tratados com o EHTc 10% e, consequentemente,
comprometido sua reepitelizagcdo. De acordo com Mandelbaum, Di Santis e
Mandelbaum (2003), feridas que formam crostas exuberantes, epitelizam mais
lentamente. Sendo assim, a aplicacdo topica do hidrogel de Terminalia catappa na
concentracdo de 5% parece ser a concentracao ideal por possibilitar reepitelizacéo
mais rapida e eficaz, além da reorganizacdo do tecido conjuntivo com fibras
colagenas e aumento de vascularizacao tecidual.

Resultados semelhantes foram encontrados na avaliacéo do efeito do latex de
Euphorbia tirucalli (50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12% e 1,6%) na cicatrizacdo por
segunda intencdo de feridas cutaneas em ratos. Ao 3° dia de experimento foi visto
gue os animais do grupo tratado com a concentracdo de 3,12% apresentaram
formacdo de uma crosta fina e presenca discreta de infiltrados inflamatérios,
enquanto que os grupos de 50% e 25% apresentaram formac&o de uma crosta mais
espessa e enegrecida e processo inflamatério mais evidente. Ao 15° dia de
experimento os animais do grupo tratado com 3,12% do extrato apresentaram
reepitelizacdo acentuada quando comparado aos demais grupos, destacando-se por

apresentar evolugcdo mais rapida em todas as avaliacdes (BATISTA et al., 2014).
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Li et al. (2011) realizaram ensaios de cicatrizagcdo em rator Wistar com extrato
das frutas de Terminalia chebula. Os resultados das andlises histopatologicas
demonstraram formacéo de tecido de granulagdo, moderada quantidade de fibras
colagenas organizadas e reepitelizacdo completa do tecido lesionado.

Adewumi et al. (2020) observaram nas andlises histolégicas de animais
tratados com a fracdo em acetato de etila das folhas de Terminalia avicennioides
melhor reepitelizacéo, restauracdo dos anexos da pele e reorganizacdao do tecido
conjuntivo com rearranjo das fibras de colageno enquanto que a cicatrizacdo foi
retardada no grupo controle, além da presenca intensa de infiltrados inflamatdérios.

Todos esses resultados explanados corroboram os achados no presente trabalho.



86

5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir
que:

v' O extrato hidroalcodlico das folhas de Terminalia catappa apresentou, na
avaliacdo fitoquimica, a presenca de taninos hidrolisaveis, flavonoides,
alcaloides e triterpenos, confirmados através da analise em UPLC- DAD-
QTOF MS, em que os taninos hidrolisaveis sdo a classe de metabdlitos
majoritarios presentes no extrato, seguidos por flavonoides e triterpenos;

v' O extrato apresentou teores de fenois totais (3,79 g EAG/g), taninos totais
(2,16 g EAT/Qg) e flavonoides (2,34 g EQ/Q), sugerindo sua relevante atividade
antioxidante;

v' O extrato desempenhou baixa citotoxicidade frente as hemacias, fibroblastos,
macréfagos e queratinocitos;

v O extrato revelou atividade antimicrobiana moderada frente as bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, Gram-
negativas Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, e frente ao fungo
Candida albicans, além de ter apresentado capacidade de inibicdo e remocéao
dos biofilmes de Candida spp;

v' Os hidrogéis desenvolvidos com o EHTc nas concentracdes de 5% e 10%
apresentaram-se dentro dos padrdes permitidos para formulagdes tépicas;

v' As feridas tratadas com o EHTc 5% apresentaram maior grau de contracao
guando comparadas ao grupo controle no periodo de 7 e 14 dias; enquanto
gue o EHTc 10% foi significativo no periodo de 14 dias;

v" Na andlise histopatoldgica, o grupo tratado com o EHTc 5% promoveu uma
melhor reepitelizacao tecidual, com reconstituicdo do tecido conjuntivo frouxo
e rearranjo das fibras de colageno, caracterizando uma evolucao mais rapida
do processo cicatricial quando comparado aos outros tratamentos;

v' Portanto, os resultados alcancados revelaram o potencial antioxidante,
antimicrobiano e cicatrizante das folhas de Terminalia catappa, possivelmente
relacionado a presenca dos compostos fendlicos, o que torna esta espécie
uma alternativa terapéutica no tratamento de infec¢des e no reparo de lesées

cutaneas.
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