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REsSuUMO

ALBUQUERQUE, J.M.M. Perfil fitoquimico de extrato e fracdes,
estudo in silico, atividade antimicrobiana, toxicidade e acdao
cicatrizante in vivo de cremes a base das folhas da Platonia insignis
Mart.. 2024. 91 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual do Piaui. Teresina.

A Platonia insignis Mart, popularmente conhecida como Bacuri, é valorizada pelo
Oleo extraido de suas sementes, amplamente usado no tratamento de doencas
de pele e cicatrizacdo. O objetivo deste trabalho foi investigar o perfil fitoquimico
do extrato etandlico das folhas da P. insignis (EEPi),bem como de suas fracdes
acetato de etila (FAPi) e metanol (FMPi). Além disso, buscou-se caracterizar
parametros farmacocinéticos e toxicologicos, avaliar os efeitos antibacteriano,
antifingico, toxicoldgico e de cicatrizacdo dos cremes do EEPi, FAPi e FMPi. O
perfil fitoquimico foi determinado através de prospeccéo preliminar e analise de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), estudos farmacocinéticos e
toxicolégicos desses compostos utilizando os softwares PreADMET e
SwissADME. A atividade antimicrobiana dos cremes foi realizada por meio de
difusédo em pocgo e a avaliacao toxicoldgica pelo potencial irritante na membrana
corio alantéide (HET-CAM) e acéo cicatrizante in vivo. O perfil fitoquimico por
prospeccdo preliminar permitiu identificar seis classes de metabdlitos
secundarios (saponinas, taninos, triterpenoides, alcaloides, flavondides e
catequinas), por UPLC identificou os flavonéides (naringenina, pinobanksina,
pinocembrina e galangina), os resultados farmacocinéticos indicaram alta
absorcdo intestinal humana (HIA), média permeabilidade Caco-2 e alta
permeabilidade a barreira hematoencefalica (BBB) e os constituintes néo
infringiram as Regras de Lipinski. A atividade antibacteriana dos cremes foi
positivo para as espécies bacterianas Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
uma espécie fungica Candida albicans, com melhor resultado para o creme da
FMPi. Ja a avaliacdo toxicologica dos cremes por HET-CAM, revelou que o grau
de irritacdo na membrana foi leve ou néo existiu, sugerindo que os cremes
desenvolvidos podem ser aplicados com seguranga por via topica. Observou- se
pela analise macroscopica e microscopica, cremes atuaram positivamente no
processo de cicatrizacdo de feridas cirurgicamente induzidas em ratos,
evidenciado através de reducéo de areas das feridas e na reepitelizacdo mais
acelerada, quando comparados ao Grupo Controle Negativo, principalmente, no

periodo de 14 dias. O tratamento com o creme a base da FMPi apresentou



melhor resultado, pois mostrou uma diminuicdo das células polimorfonucleares
e FAPi com um aumento de fibroblastos em compara¢ao aos outros grupos no
periodo de 14 dias. Os resultados deste estudo mostraram que o0 extrato
etanolico das folhas de P. insignis e suas fracdes apresenta-se como uma nova

opc¢ao de abordagem terapéutica no processo de cicatrizacdo da pele.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacdo de feridas; Fitoterapico; Platonia insignis; Prospeccado

fitoquimica.



ABSTRACT

Platonia insignis Mart, popularly known as Bacuri, is valued for the oil extracted
from its seeds, which is widely used in the treatment of skin diseases and healing.
The aim of this study was to investigate the phytochemical profile of the ethanolic
extract of the leaves of P. insignis (EEPI), as well as its ethyl acetate (FAPi) and
methanol (FMPi) fractions. In addition, we sought to characterize pharmacokinetic
and toxicological parameters, evaluate the antibacterial, antifungal, toxicological
and healing effects of the EEPi, FAPi and FMPi creams. The phytochemical profile
was determined through preliminary prospecting and ultra-performance liquid
chromatography (UPLC) analysis, pharmacokinetic and toxicological studies of
these compounds using PreADMET and SwissADME software. The antimicrobial
activity of the creams was carried out using well diffusion and toxicological
evaluation using the irritant potential on the chorio allantoic membrane (HET-CAM)
and in vivo healing action. The phytochemical profile by preliminary prospecting
identified six classes of secondary metabolites (saponins, tannins, triterpenoids,
alkaloids, flavonoids and catechins), UPLC identified the flavonoids (naringenin,
pinobanksin, pinocembrin and galangin), the pharmacokinetic results indicated
high human intestinal absorption (HIA), medium Caco-2 permeability and high
blood-brain barrier (BBB) permeability and the constituents did not infringe
Lipinski's Rules. The antibacterial activity of the creams was positive for the
bacterial species Staphylococcus aureus, Escherichia coli and a fungal species
Candida albicans, with the best result for the FMPi cream. The toxicological
evaluation of the creams by HET-CAM revealed that the degree of irritation to the
membrane was mild or non-existent, suggesting that the creams developed can be
safely applied topically. Macroscopic and microscopic analysis showed that the
creams acted positively on the healing process of surgically induced wounds in
rats, as evidenced by a reduction in wound areas and accelerated re-
epithelialization, when compared to the Negative Control Group, especially during
the 14-day period. Treatment with the cream based on FMPi showed better results,
as it showed a decrease in polymorphonuclear cells and FAPi with an increase in
fibroblasts compared to the other groups over the 14-day period. The results of this
study show that the ethanolic extract of P. insignis leaves and its fractions are a
new therapeutic option for the skin healing process.

KEYWORDS: Wound healing; Phytotherapeutic; Platonia insignis; phytochemical

inspection.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

A pele recobre todo o corpo e atua como uma barreira fisica entre 0 organismo
e 0 ambiente exterior, sendo um dos maiores oOrgdos do corpo humano e
representando cerca de 16% do peso corporal. E constituida por uma porcéo epitelial
mais externa, chamada de epiderme e uma porgéo conjuntiva, abaixo da epiderme,
chamada de derme. Além da hipoderme, camada mais internada da pele, formada por
tecido conjuntivo frouxo responsavel por permitir que a pele se deslize sobre os
tecidos ou 6rgdos sobre os quais ela se encontra. A principal caracteristica desta
camada é a presenca de tecido adiposo, que pode variar em densidade conforme o

local do corpo.t

A pele tem varias funcdes: de protecao (funcdo mecanica); como uma barreira
impermeével; de regulacdo da temperatura corporal (conservacdo e dissipacdo do
calor); de defesa nao-especifica (barreira contra microrganismos); de excre¢do de

sais; de sintese de vitamina D; como um érgéo sensorial e de sinalizagdo sexual.?

Essas funcbes podem ser comprometidas se a pele sofrer danos a sua
integridade, que chamamos de feridas, as quais sdo causados por incisoes,
gueimaduras, escalddes e lesdes humanas (pé diabético, Ulceras venosas, Ulceras de
pressao, etc.) e quando maltratadas pode resultar em muitos problemas, por exemplo,
sangramento, infeccédo, inflamacéo, cicatrizes, dificuldade de angiogénese e
regeneracdo. O tratamento eficaz de feridas € um grande desafio para a saude
humana. A falha na cicatrizagéo, processo que consiste em perfeita e coordenada
cascata de eventos celulares, moleculares e bioquimicos que interagem para que
ocorra a reconstituicao tecidual, e um tempo de cura prolongado aumentam o0s custos
econOmicos e sociais para as instituicdes, profissionais de salde, pacientes e suas

familias.34
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Se uma por¢do da pele é danificada ou destruida, ela deve ser rapidamente
reparada através de um mecanismo sequencial chamado de cicatrizacdo. Este
mecanismo ocorre em quatro etapas: hemostasia (formacéo de um coagulo de fibrina
e plaquetas); inflamacdo (recrutamento de leucdcitos); proliferacdo  (

neovascularizacao e proliferagéo celular) e remodelagéo tecidual.?

Produtos naturais de plantas medicinais tém sido usados para tratar doencas
humanas em muitos paises e sociedades. Eles sdo a espinha dorsal da medicina
popular e tém atraido atencdo devido ao seu potente potencial terapéutico.> Além das
potencialidades terapéuticas do tratamento natural ou a base de ervas, elas sao
baratas, disponiveis e seguras, com efeitos colaterais minimos em comparacao aos
medicamentos quimicos.® O potencial curativo das plantas medicinais se deve
principalmente a uma ampla gama de metabdlitos secundarios, como glicosideos,

alcaloides, flavonoides, terpenos e taninos.>

Os metabdlitos secundarios das plantas desempenham papéis importantes na
fisiologia vegetal e possuem muitas potencialidades terapéuticas, como antivirais,
antifingicas, antibacterianas, antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancer.” Os
fitoquimicos antimicrobianos, antioxidantes e cicatrizantes estimulam a coagulacéo do
sangue, combatem infeccdes e aceleram a cicatrizacdo de feridas. Plantas medicinais
ricas em polifendis séo relatadas como possuidoras de notével atividade cicatrizante

de feridas.8:9:10

Os fendlicos promovem a cicatrizacdo de feridas principalmente devido as suas
propriedades adstringentes, antimicrobianas e eliminadores de radicais livres.11:1?
Componentes polifendlicos como os flavonoides podem promover excelente
cicatrizacdo de feridas, provavelmente por meio de propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, inibindo a peroxidacéo lipidica, o que leva a prevencdo de danos
celulares e ao aumento da viabilidade das fibrilas de colageno.'31* Muitas pessoas
nas partes menos desenvolvidas do mundo ainda usam a medicina tradicional,

especialmente para tratar feridas.

Dentre as inUmeras espécies vegetais de interesse cicatricial esta o bacurizeiro,
gue pertence a familia Clusiaceae e ao género Platonia. A familia botanica Clusiaceae
engloba aproximadamente mil espécies subordinadas a 47 géneros, dispersos em

regides tropicais, subtropicais e temperadas. Em nove
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desses géneros, cerca de 90 espécies sdo plantas cujos frutos sédo comestiveis.*®> No
Brasil, o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) € uma planta nativa da regido amazénica
e do nordeste do pais, de uso popular por sua acdo cicatrizante, antimicrobiana,
antitumoral, citotoxica e antioxidante.1® O interesse crescente pelo uso de P. insignis
esta relacionado com as diversas propriedades farmacoldgicas, desde a sua forma
como extrato até o composto isolado de diversas partes da planta.

Essas propriedades farmacoldgicas estdo relacionadas a presenca de
metabdlitos secundarios, que desempenham um papel importante na evolucdo dos
vegetais e também sdo responsaveis pela acdo terapéutica das plantas. Nesse
sentido, existe na literatura registros de estudos fitoquimicos da P. insignis nas cascas
das sementes, nos frutos e no caule, na polpa, na semente, nas flores e folhas que
mostram a presenca de metabdlitos secundarios como as classes de terpenos,
xantonas e fendlicos como constituintes majoritarios. A presenca desses constituintes
mostra varias acdes farmacolégicas, como atividade antioxidante, citotoxica,
anticolinesterasica, antimicrobiana, anticonvulsivante, cicatrizante, antileishmania e

gastroprotetora.t’

Portanto, o presente trabalho investigou a presenca de metabdlitos
secundarios através da triagem fitoquimica por prospecc¢éao preliminar e analises por
UPLC; caracterizou parametros farmacocinéticos e toxicolégicos dos compostos
identificados no UPLC através da ADMET; avaliou os efeitos antibacteriano,
antifangico, toxicologico e o potencial de cicatrizagdo, em feridas cutdneas induzidas
em Rattus norvegicus, linhagem Wistar, de cremes a base do EEPi e das fracdes FAPI
e FMPi, comparando o efeito desses cremes com uma pomada comercial com
utiizagdo no tratamento de feridas cutaneas, descrevendo as observagoes

macroscopicas e microscopicas no processo cicatricial.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar o perfil fitoquimico do extrato etandlico das folhas da P. insignis e

fracOes, acetato de etila e metanol, caracterizar parametros farmacocinéticos e

toxicoldgicos, avaliar os efeitos antibacteriano, antifingico, toxicolégico e o processo

de cicatrizag&o in vivo dos cremes do extrato e fragdes.

1.1.2 Objetivos Especificos

Preparar o extrato etandlico e as fracOes, acetato de etila e metanol, das
folhas da P. insignis;

Realizar a triagem fitoquimica por prospeccao preliminar do extrato etandlico
das folhas de P. insignis;

Investigar o perfil fitoquimico do extrato e fracbes das folhas de P. insignis
por Cromatografia Liquida de ultra Eficiéncia (UPLC);

Predizer os parametros ADMET dos compostos bioativos identificados no
UPLC no extrato e nas fracoes;

Desenvolver cremes hidratantes a 5% do extrato e das fracoes;

Avaliar os efeitos antibacteriano, antifingico, toxicolégico dos cremes do
extrato e fracBes da P. insignis;

Desenvolver um modelo experimental in vivo de lesdes, feridas, em ratos e
trata-los com os cremes do extrato e fragdes;

Calcular o percentual de regresséo cicatricial da area das lesdes cutaneas
tratadas com o extrato e fracdes;

Avaliar as diferencas histologicas qualitativas e quantitativas das células
inflamatorias e fibroblastos no processo de reparo das lesdes cutaneas tratadas

com os cremes do extrato e fragdes.
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2.1 Pele, ferimentos e o processo de cicatrizacao

A pele é um 6rgdo dindmico e em constante mudanca, composto por
trés camadas principais: epiderme, derme e tecido subcutaneo, a hipoderme. Cada
camada é composta por varias subcamadas. Apéndices da pele, como foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas, que desempenham um papel
na funcdo geral da pele. A epiderme é a camada externa que vocé pode ver e
tocar e protege contra toxinas, bactérias e perda de fluidos. Consiste em 5
subcamadas de células chamadas queratindcitos. A derme é a camada intermediaria
da pele que é espessa e elastica, mas firme e estd acima da area subcutanea, a
hipoderme, que é uma camada ondulada abaixo da epiderme. Assim, o tecido
subcutaneo mais interno armazena energia e atua como uma almofada e isolante para
o corpo. Além disso, contém adipdcitos, fibras de colageno e vasos sanguineos.® A

organizacéo da pele e suas camadas sédo representados na Figura 2.1.1%20

Figura 2.1. Representacdo grafica da organizacdo do tecido epitelial. (A)
camadas estdo esquematizadas revelando os anexos da derme, como glandulas
sudoriparas, glandulas sebaceas, nervos e vasos sanguineos, e em (B) Disposicao e
estrutura das camadas que constituem a epiderme e (C), esquematizacédo da derme

e seus constituintes.
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A estrutura deste o6rgdo pode muitas vezes sofrer alteragbes, ou
descontinuidades, em suas camadas internas ou externas, popularmente chamadas
de feridas, cuja origem pode ser oriunda de fatores fisicos, quimicos e/ou bioldgicos,
tais como: cirurgias, traumas, abrasfes ou queimaduras, situagcdo que torna o
organismo mais vulneravel e suscetivel a acédo de micro-organismos patégenos.?%22

Feridas séo definidas, genericamente, como injaria que interrompe a
continuidade tissular, sendo capaz de atingir desde as camadas superficiais como a
derme e a epiderme, ou alcancar estruturas mais profundas como musculos, tenddes
e o0ssos. Tais afeccbes podem ser classificadas tendo por parametro uma
multiplicidade de variaveis, sendo notdria pelo uso clinico o tempo de permanéncia e
a etiologia.?®

Quanto ao tempo de permanéncia, sdo classificadas em agudas e cronicas.
Sendo as agudas lesfes com tratamento e cicatrizacdo breve que respondem

rapidamente a terapéutica aplicada. Ja as de ordem crbnica, conhecidas como
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feridas de dificil cicatrizacdo, tendem a seguir um periodo de mais de seis semanas

para ocorrer o reparo tecidual, estando associadas a complicacées e comorbidades,
além das recidivas.?* Quanto a etiologia, quase sempre estdo relacionadas a
comorbidades, sendo as mais comuns lesbes por pressdo, lesées em diabéticos,
lesdes de origem venosa e/ou arterial.?

Essas agressoes, feridas, que sdo areas de comprometimento da integridade
da pele, quando ocorre, o organismo inicia uma série de processos complexos para
reparar o tecido danificado e restaurar a barreira cutdanea, denominado cicatrizacao.
A cicatrizacdo da pele é um processo coordenado e interligado subdividido em quatro
etapas basicas de hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e regeneracdo ou
remodelagem, assim como ilustrado pela figura 2.2.26 Na hemostasia observamos a
primeira tentativa de defesa do organismo a lesdo, h4 vasoconstricdo e coagulacéo
via ativacao de plaquetas, formacdo de matriz de fibrinas e degranulacao plaquetaria.
Esta etapa € muito importante pois é responsavel pela fagocitose de fungos e

bactérias que podem chegar até 0 |gcg|.27.28.29

Na inflamacao ocorre a liberacdo de mediadores inflamatoérios, que estimulam
a migracao celular e promovem a remocgao de detritos e microrganismos presentes na
ferida. Neutréfilos polimorfonucleares permanecem no leito do ferimento por até dois
dias e ficam responsaveis pela fagocitose de patdgenos e liberacdo de radicais livres
do processo respiratorio, resultando na decomposicdo de tecidos danificados via
proteases. Esta etapa se encerra com a conversao de mondcitos em macréfagos e
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas que induzem a angiogénese e
reepitelizagdo.3°

A terceira fase, denominada proliferativa, € marcada pela intensa atividade
celular. Durante esta fase, células especializadas chamadas fibroblastos migram para
o local da ferida e comegcam a produzir colageno, uma proteina fundamental na
formacdo do tecido de granulagdo, que serve como uma matriz para a
regeneracao da pele. Além disso, ocorre angiogénese, ou seja, formagdo de novos
vasos sanguineos, que sao essenciais para fornecer nutrientes e oxigénio as células
em crescimento. A reepitelizacdo, processo pelo qual células da borda da ferida
se proliferam emigram para cobrir a superficie exposta, também ocorre nesta fase.

Por fim, a fase de remodelacdo € responsavel pela
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organizacdo e maturagcdo do tecido de granulacdo. Durante esta fase, 0s

fibroblastos continuam a depositar coldgeno, que € gradualmente remodelado e
reorganizado para formar uma matriz mais resistente e similar ao tecido original.
O objetivo final deste processo é restaurar a integridade da pele, conferindo-lhe

resisténcia e fungdo adequadas.3%3?

Figura 2.2. Etapas e eventos envolvidos na cicatrizagéo de feridas.
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Para que o processo de cicatrizacao seja eficiente, é necessario que o paciente
esteja em boas condi¢des clinicas e que o leito da ferida esteja otimizado. Dessa
forma, agentes tépicos e curativos capazes de combater infeccbes, promover um
ambiente umido, quente, livre de detritos e de reduzir a inflamacéo, fazem parte do
arsenal terapéutico para o tratamento de feridas. Os curativos e agentes tOpicos
convencionalmente utilizados, em geral, costumam contemplar apenas um desses
objetivos, sendo necessaria a combinacdo de tratamentos. Por outro lado, as plantas
medicinais podem apresentar mais de uma acao terapéutica, como atividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria e estimulante da migracdo e proliferacdo celular,

podendo assim, ser bons agentes terapéuticos na cicatrizacéo de feridas.33
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2.2 Plantas medicinais

As plantas medicinais e seus derivados constituem recursos terapéuticos
alternativos, em continuo crescimento de uso, baseado na medicina tradicional ou em
programas especificos de estimulo a pratica da fitoterapia. Entre os preparados
derivados das plantas medicinais, destacam-se as drogas vegetais, que Ssao
plantas secas e desidratadas, além dos produtos industrializados obtidos
exclusivamente de matérias primas ativas vegetais. Na categoria de industrializados
existem os Medicamentos Fitoterapicos, cuja seguranca e eficacia sdo baseadas em
evidéncias clinicas, e os Produtos Tradicionais Fitoterdpicos, baseados na
tradicionalidade do uso.3*

Estima-se que 80% da populacdo mundial utiliza plantas medicinais e seus
derivados para as necessidades primarias de atencdo a saude.3®> Por serem recursos
acessiveis, inclusive por comunidades vulneraveis, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS), incentiva o uso das plantas medicinais e dos produtos fitoterapicos no ambito
da Atencao Primaria a Saude (APS), desde 1978. Neste contexto, a OMS criou 0
Programa de Medicina Tradicional, objetivando a formulacéo de politicas publicas de
valorizacdo das plantas medicinais e de outras terapias.3®

No Brasil, o uso de plantas medicinais integra a pratica assistencial dos
servicos de saude, conhecida como medicina popular, que constitui uma rica
diversidade étnica e cultural nos saberes familiares. O olhar sensivel para essa
diversidade motivou a elaboracdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no SUS. Essa préatica é justificada pela imensa
biodiversidade que o pais apresenta no contexto mundial em plantas, favorecendo a
fitoterapia como recurso terapéutico.3’

As terapias naturais em uma abordagem integrativa, podem auxiliar no alivio
dos principais sintomas, além de possuir rol de comprovacdo fundamentada
cientificamente quanto ao potencial para o aumento da imunidade, dando suporte
imunoldégico, auxiliando na prevencdo de infec¢des, na resposta anti-inflamatoria e
reducdo da mortalidade.3®

Dados de seguranca de muitos fitoterapicos ainda sao insuficientes,
especialmente para gestantes, lactantes e criancas, sendo o uso contraindicado,
exceto sob supervisdo médica. Desta forma, assim como ocorre para 0S

medicamentos sintéticos convencionais, os profissionais de
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saude devem priorizar o uso racional dos fitoterapicos, considerando a necessidade
de prescricdo adequada, acompanhamento terapéutico e notificacdo de reacdes
adversas.®® Contudo, para ter conhecimento dos maleficios ou beneficios que as
plantas podem causar aos seus usuarios € necessario que haja identificacdo dos seus
constituintes. Esse procedimento é denominado Fitoquimica, desenvolvida pela
guimica dos produtos naturais, com o intuito de analisar a estrutura quimica e as

propriedades biolégicas das plantas.*°

2.3 Platonia insignis Mart. — Bacuri

Platonia insignis Mart., pertencente a familia Clusiaceae, € uma espécie
arbérea encontrada principalmente na Amazonia.*! Apesar de ser originaria da
Amazonia e Para, Platonia insignis se espalhou em direcdo ao Nordeste do Brasil,
chegando aos Estados do Maranh&o ao Piaui. E encontrada espontaneamente nos
estados do Acre, Amapa, Amazonas, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Goias, até
chegar ao Para . Nessas localidades é encontrada em areas de florestas primarias,
com excec¢do dos estados de Roraima e Tocantins, que também € encontrado em
florestas secundérias. Alguns exemplares podem ser encontrados no estados do
Ceara e Pernambuco, mas ndo estdo naturalmente dispersos.*? A figura 2.3*3 mostra

os locais de ocorréncia da P. insignis.

Figura 2.3. Locais de ocorréncia da Platonia insignis Mart*3,
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O bacurizeiro, nome pelo qual a Platonia insignis € popularmente conhecida, &
uma arvore economicamente importante, pois a populacdo em geral tem grande
apreco pelo seu fruto. Porém, essa espécie também possui propriedades medicinais
gue merecem destaque, como antioxidante, antiparasitaria, estimulante do sistema
nervoso central (SNC), dentre outras.** Os aspectos gerais da planta séo ilustrados
na Figura 2.4.

Figura 2.4. Aspectos gerais da Platonia insignis. (A) Arvore; (B) folhas; (C) fruto.
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Fonte: Autores, 2024.

O interesse crescente pelo uso de P. insignis esta relacionado com as diversas

propriedades farmacoldgicas presentes nessa substancia, desde a sua forma como
extrato até o composto isolado de diversas partes da planta. As propriedades
farmacoldgicas incluem cicatrizante, antimicrobiana, digestiva, diurética, antitumoral,
citotoxica e antioxidante. Essas propriedades se ddo por meio da presenca de
metabdlitos secundarios presentes na P. insignis e varios estudos relatam que as
fracOes volateis e 0s extratos polares de suas sementes sao ricas em atividades
antioxidantes, anti-inflamatérios, anticonvulsivantes, antiparasitarios e
imunorreguladores.*>46 Além disso, os terpenos e compostos fendlicos se destacam
como seus principais compostos bioativos.*’

Seu perfil fitoquimico demonstra a presenca de uma grande variedade de
substancias, como flavonoides, cumarinas, terpenos, xantonas, entre outros
compostos quimicos, que possuem atividades de interesse biolégico.*® Portanto, o
beneficiamento dos produtos derivados da Platonia insignis, sob a perspectiva de
futuras aplicacdes terapéuticas, poderia gerar maior renda para as localidades onde a
planta € comumente cultivada. Haja visto que a comercializacdo de cosméticos e
medicamentos derivados de produtos naturais envolve questdes socioecondmicas,
devido ao custo beneficio do processo e a geragdo de emprego e renda local e
ambientais, relacionadas a exploracdo sustentavel desta fonte natural renovavel, que
é a biodiversidade brasileira.*®°° Um sumario das atividades biolégicas descritas na

literatura para algumas as partes da planta pode ser verificado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Atividades biolégicas e uso etnofarmacologico da Platonia insignis Mart.

Partes da planta

Atividade bioldgica

Referéncias

Semente

Diarreia, problema de

pele, Dores de ouvido;
Picadas de insetos,
aranhas e cobras;

Reumatismos e artrites;
Cicatrizante; atividade
leishmanicida;
Antioxidante; Anti-
inflamatéria ;
citotoxicidade em Artemia
salina; efeito genotoxico
em fibroblastos de pulméao
de hamster chinés; efeito
anticonvulsivante
induzidas por pilocarpina;
Efeito protetor, reduzindo
a peroxidacdo
Atividade

anticonvulsivante;

lipidica;

Efeito
estimulador no SNC em
camundongos.

Tratamento de lesfes
relacionadas a

leishmaniose

cutanea.51:52,53,54,55

Costa Junior et al., 2013;
Costa Junior et al., 2011;
Costa Junior et al., 2010;
Moraes e Gutjahr, 2009;
LUSTOSA et al., 2021.

Polpa

Atividade antioxidante.>®

Rufino et al., 2010.

Casca do tronco

Tratamento de eczemas,
virus do herpes e
tratamento de

dermatites.>’

Shanley e Medina, 2005.

Folhas

Acdo antioxidante in vitro

SILVA et al., 2020;
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pelos métodos TBARS, | SILVA et al., 2022
sequestro de radicais
hidroxilas (OH) e o&xido
nitrico  (NO), atividade
citotoxica e leishmanicida.
Atividade antifingica
contra a Candida albicans.
Efeito de diminuicdo da
sindrome do desconforto

respiratério agudo.5859

Fonte: Autores, 2024.

2.4 Toxicidade de substancias candidatas a farmacos e Estudo in

silico

Os fitoterapicos sdo medicamentos produzidos a partir de matéria-prima
vegetal, com propriedades profilaticas e/ou curativas, e necessitam assegurar
qualidade, eficacia clinica e seguranca para uso e comercializacdo, comprovados
por meio de levantamentos farmacoldgicos e ensaios clinicos.®°

As atividades de pesquisa na area de medicamentos tém passado por
constante evolucdo. A descoberta e isolamento de substancias e o potencial bioativo
molecular contam com um arsenal de testes pré-clinicos e clinicos, envolvendo
experimentos que buscam alcancar os padrdes de seguranca e eficacia exigidos para
os fins comerciais farmacéuticos.®! Neste sentido, vale destacar o estudo in silico dos
parametros farmacocinéticos de absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecao
(ADME) que séao importantes para elucidar a forma mais segura de usufruir do
potencial bioativo de moléculas, ligando esse potencial aos ensaios de toxicidade.

Existe uma percepg¢ao na populagcéo que o uso de plantas no tratamento de

doencas € natural, seguro, barato e eficaz, sendo essas, muitas vezes, utilizadas no
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tratamento de doencas cronicas associadas com medicamentos convencionais.®?
No entanto, antes de serem usadas para fins terapéuticos, as substancias precisam
passar por testes de toxicidade. Ha uma grande importancia na avaliacdo da acéo
biolégica em produtos naturais, assim 0S ensaios toxicoldgicos acrescentam
informacbes para garantir a devida seguranca na aplicagdo dos mesmos. Os
experimentos toxicologicos tém por objetivo elucidar os limites de concentracdo de
drogas/farmacos na ingestao destas substancias e os possiveis efeitos colaterais que
podem aparecer no homem apés sua administracéo.®® Assim sendo, a andlise de
toxicidade em in silico tem uma importancia fundamental no inicio de estudos com
plantas medicinais.

Os modelos in silico sdo empregados nos estagios iniciais de pesquisas que
visam o desenvolvimento de moléculas naturais e sintéticas com potencial terapéutico.
Esses ensaios sao usados de forma crescente como triagem preliminar e devem ser
associados a outros estudos, como in vitro e in vivo. Este procedimento visa diminuir
a quantidade de moléculas avaliadas, otimizando tempo e recursos na identificacédo
de novas substancias, além de possuir reprodutibilidade, rapidez e exatiddo.®* Dessa
forma, pretende-se maximizar as chances de sucesso do candidato a farmaco.

Neste contexto, 0 desenvolvimento de farmacos € um processo complexo,
gue se inicia com a identificacdo de uma molécula com alta afinidade por um alvo
terapéutico, seguida por analises para avaliar suas propriedades farmacoldgicas,
farmacocinéticas e toxicologicas, tanto in silico, in vitro como in vivo. Sendo esta

etapa denominada de pré-clinica e determinante para a continuidade do processo.°
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Capitulo 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Coleta do material vegetal

Inicialmente, foi realizado o cadastro do projeto, na plataforma do Sistema
Nacional de Gestéo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
— SISGEN, sob o numero ACB65D0. As folhas de P. insigns foram coletadas em 13
de fevereiro de 2022, na cidade de Timon no Maranhdo, Brasil, nas seguintes
coordenadas (04° 50’ 56,6” S 042° 05’ 04,8” W). Uma exsicata foi depositada no
Herbario Graziela Barroso — UFPI, sob o registro TEPB 31.718.

3.2 Preparacao do extrato e fracdes

O extrato das folhas de P. insignis foi obtido da seguinte maneira: as folhas
foram secas a temperatura de 25°C e submetidas a trituragcdo em um moinho de facas,
obtendo uma massa de 794 g de material que foi levado para maceracao com etanol
por oito vezes em um intervalo de 24 horas. Na etapa final desse processo, as
solucdes foram reunidas e destiladas no evaporador rotativo com a pressao reduzida.
A &gua residual foi retirada pelo processo de liofilizacdo, restando uma massa de 80
g, com um rendimento final de 10,1% do extrato EtOH das folhas de P. insignis (EEPI).

As fracOes foram obtidas usando cromatografia filtrante em coluna de gel de
silica (5x30cm, 80g), onde foi realizada utilizando uma amostra de 40g do extrato das
folhas de P. insignis, a qual foi solubilizada em cloroférmio e metanol com 10g de
silica para a obtencao da “farofa de silica” e, posteriormente, foi utilizado o evaporador
rotativo na mistura para a retirada do solvente até a obtencdo de um pé homogéneo,
gue de forma gradiente, foi eluida com os respectivos solventes: acetato de etila -
AcOEt (100%) e metanol - MeOH (100%) com o aumento da polaridade em cada
eluente. No final, o solvente foi removido com o evaporador rotativo e o extrato das

duas fracbes foram obtidos. A figura 3.1 mostra o
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Fluxograma da producéo do extrato bruto e das fracdes AcCOEt e MeOH da P.

insignis.

Figura 3.1. Fluxograma da producéo do extrato bruto e das fracdes

Folhas da P. insignis moidas (7949)

1. Maceracgao exaustiva com EtOH,;
2. Rotaevaporacao;

3. Liofilizacao.

Extrato bruto da P. insignis (80g)

Producéo das fracgdes (409)
Prospeccao
fitoquimica :
oreliminar, UPLC, 1. CC filtrante de gel de
cicatrizagéo, silica;
atividade 2. Eluentes: AcOEt e
antibacteriana e
toxicidade. MeOH;
3. Rotaevaporacao;
4. Liofilizacéo.

FAPI FMPi

Fonte: Autores, 2024.

3.3 Triagem fitoquimica por prospeccdo preliminar do extrato

etanolico das folhas de P. insignis

A triagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de P. insignis foi realizada
segundo o protocolo descrito por Matos (2009)% para identificacdo de flavonoides,

taninos, saponinas, triterpenoides e alcaloides, e os resultados obtidos
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fundamentam-se nas reacbOes de precipitacdo, mudanca de coloragdo e nas
propriedades fisico-quimicas dos constituintes quimicos que compdem a planta.

3.4 Andlise por UPLC-DAD-UV do extrato etandlico e das fracbes

das folhas de P. insignis

Foi realizada a determinacdo de alguns marcadores de flavononas derivados
da Naringenina e Pinocembrina e de flavondis derivados pinobanksina, utilizando 6
padrdes analiticos da sigma-aldrich ou extrasynthese, sendo eles, Naringenina (Sig),
pinobanksina (sig), kaempferol (Ext.), pinocembrina (Sig), galangina (Sig.),
pinostrombina (Sig.) por analise de cromatografia liquida de ultra eficiéncia UPLC-
DAD-UV com amostrador automatico (SIL-20A), utilizando Software Labsolution —
Shimadzu e coluna cromatogréfica: C18 Kinitex da phenomenex (150 mm de
comprimento x 4.6 mm de diametro e 5 ym de tamanho das particulas). A temperatura
da coluna foi 33°C. A fase mével foi realizada com uma solucdo em agua milliQ
contendo 0,1% de acido férmico e metanol grau HPLC. O volume de injecao foi de 2
ML com sistema de autoinjegédo e o tempo da analise foi de 40 minutos. Os padrdes
analiticos foram preparados pesando-se aproximadamente 1mg de cada padréo e
transferiu-se para vial HPLC, um frasco pequeno de 1,0 mL, solubilizando cada
amostra com metanol grau HPLC para obter uma solucdo estoque de 1,0 mg/mL. A
curva de calibracdo dos padrbes analiticos foi preparada da seguinte forma: Solugéo
estoque de 200 pg/mL a 1000 ug/mL de cada padréao foi preparado em metanol e
diluido para concentragdes entre 0,3y g/mL; 0,5 uyg/mL; 0,75 ug/mL; 1,0 ug/mL; 2
Mg/mL, 5 ug/mL, 15 pg/mL, 30 ug/mL, 60 pg/mL e 75 pg/mL também com metanol para
obter as respostas no UPLC-DAD e ensaios de adequabilidade linearidade de
resposta. Para o preparo das amostras 10 mg do extrato e das fracdes da P. insignis
foram solubilizados em metanol grau HPLC (5mL) e filtrados em unidades filtrantes de
0,22 um, transferidos para frascos do tipo ampicilina para obter concentracdo de 2
mg/mL. Em seguida, preparou-se solu¢des de 0,5 mg/mL ou de 2 mg/mL e transferiu-

se para vials HPLC e diretamente injetadas pelo auto injetor SIL do UPLC-DAD-UV.
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3.5 Predicao ADMET

Para o estudo in silico foram usados os constituintes quimicos das folhas de
P. insignis identificados no estudo cromatogréafico (UPLC). Inicialmente, as estruturas
tridimensionais dos ligantes foram obtidas a partir do banco de dados de estruturas
quimicas PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).8” A partir dos ligantes obtidos
utilizaram-se as plataformas SwissADME (http://www.swissadme.ch/)®® e PreADMET
(https://preadmet.omdrc.kr/)%® para a avaliacdo dos parametros farmacocinéticos e

toxicolégicos (Tabela 3.1).70.74.72.73.74.75,76,77,78,79

Tabela 3.1. Parametros usados para a predicdo farmacocinética e toxicologica
usando os softwares PreADMET e SwissADME

Parametros Valores de Referéncia
Referéncia

HIA Alto 70 -100 %

(Absorcéo Intestinal Humana)  Médio 20 — 70 ZHAOet al., 2001

%

Baixo < 20 %

Caco-2 Alto > 70
(Células do Adenocarcinoma nm/sec YAMASHITA et al., 2000
de Cdolon Humano) Médio 4- 70

nm/sec

Baixo < 4

nm/sec

MDCK Alto >500

(Células renais caninas) Médio 25- 500 IRVINE et al., 1999
Baixo < 25

PPB (Ligacdo com proteinas Forte >90 % WERMUTH, 2003

plasméticas) Fraco <90 %

BBB (Barreira Alto > 2

hematoencefalica) Médio 0,1 — 2 MA; CHEN; YANG, 2005
Baixo < 0,1

CYP_2C19 inibicao
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CYP_2C9 inibicao Isoenzimas LI, 2001

CYP_2D6_inibig&o P450

CYP_2D6_substrato

CYP_3A4 inibicéo

CYP_3A4 substrato

Teste de Ames Nao
mutagénico
Mutagénico AMES; DURSTON; YAMASAKI;
Carcinogenicidade em rato LEE, 1973
Carcinogenicidade em Positivo
camundongos Negativo
hERG _inibicéo Alto risco ALVES; BRAGA; ANDRADE
Médio risco 2018; YU et al., 2015
Baixo risco

log Kp superior

a -2,5 cm/h (-
Coeficiente de permeabilidade 0,000694 cm/s) AWADELKAREEM et al., 2022
da pele (Kp) molécula

penetrara  na

pele

Fonte: Autores, 2024.

3.6 Preparo das formulagfes (cremes) contendo extrato e fracoes
(FAPi e FMPi) das folhas da P. insignis

Com a intencdo de produzir uma formulacdo eficiente que permitisse a
incorporacao tanto do extrato como das fragdes das folhas da P. insignis, foram
testadas duas formulacdes, gel e creme, sendo que a formulacdo que melhor
incorporou o0s principios ativos foi um creme hidratante (adquirido em farmacia de
manipulagcéo), composto de alcool cetearilico, polisorbato, petrolato, metilparabeno,
propilparabeno, EDTA dissédico, imidazolidinil uréia, propilenoglicol e glicerina. O
creme hidratante foi usado como veiculo para o preparo dos cremes da seguinte

forma: foi pesado, em balanca analitica, 95g do creme e a ele incorporado 5g do
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extrato bruto de P.insignis até sua total homogeneizagcédo. Esse procedimento foi

repetido mais duas vezes, uma incorporando a fragdo AcOEt e a outra incorporando
a fracdo MeOH. Ao final dos procedimentos obteve trés cremes (um do EEPI, outro da

FAPI e outro da FMPi) de 100g cada, todos nas concentracdes de 5% (Figura 3.2)

Figura 3.2. Cremes produzidos das folhas de P. insignis EEPi, FAPi e FMPI.

Cremedo EEPi  CremedaFAPi  Creme da FMPi

Fonte: Autores, 2024.

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

difusdo em poco

3.7.1 Cepas microbianas utilizadas e preparo do in6culo

Foram selecionados para avaliar a atividade antimicrobiana e antifingica dos
cremes, as espécies bacterianas Staphylococcus aureus — ATCC25923 (bactéria
gram-positiva), Escherichia coli- ATCC25922 (bactéria gram-negativa) e uma espécie
fungica Candida albicans - ATCC10231 (uma levedura).

Preparou-se 0s inOculos das espécies microbianas a serem testadas,
padronizando-os pelo método de suspensdo direta das colénias, em solucao salina
esterilizada 0,9%, a partir de coldnias crescidas por 24 horas em meio BHI (Brain Heart
Infusion &gar — HIMEDIA) no caso das espécies bacterianas e por 48 horas em meio
Sabouraud (HIMEDIA), no caso da espécie fungica. Todas as culturas
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semeadas foram incubadas a temperatura de 37° C em estufa de crescimento tipo
BOD (demanda bioquimica de oxigénio). A suspensao de células foi ajustada para
uma concentracdo de 1 x 10 8 UFC/mL, que corresponde a solucédo padrdo 0,5 da

escala de McFarland.g°

3.7.2 Teste de suscetibilidade por meio de difusdo em pogo

A analise da atividade antimicrobiana e antifiungica dos materiais frente as
bactérias e a levedura, foi executada pelo método de difusdo em pocgo® com
adaptac6es. Foram realizados 4 orificios de 6 mm de didmetro na superficie do meio
de cultura contido nas placas de Petri com auxilio de um molde formando os pocos.
As placas foram inoculadas com as suspensdes bacterianas com auxilio de um swab
esterilizado e entdo os pocos foram preenchidos com 30 pL dos cremes a  serem
testados. Apds a adicdo dos cremes aos pocgos, as placas foram incubadas a 37°C em
estufa BOD por um periodo de 24 horas para as bactérias e 48 horas para a levedura.
Os halos de inibicdo do crescimento, quando formados, tiveram os diametros
mensurados por meio de uma régua milimetrada. Os testes foram realizados em

triplicata e foram considerados a média das trés repeticoes.

3.8 Avaliacdo da toxicidade dos cremes do EEPi, FAPi e da FMPi
pelo teste HET-CAM

Para a realizagéo do teste foram selecionados ovos frescos de galinha (Gallus
sp) incubados no periodo de 9-10 dias, periodo no qual o embrido ndo chegou a
desenvolver 0s nervos e a percepcao da dor nesse periodo foi inativa, em incubadora
modelo Premium Ecolbgica IP70, com temperatura regulada em 38°C + 0,5°C e
umidade relativa de 70% + 10%. No 10° dia de incubagéo, a camara de ar foi
demarcada (Figura 3.3 A) e a casca do ovo retirada ao seu redor de modo que a
membrana da casca seja evidenciada. Apos exposicdo da membrana da casca do ovo
(Figura 3.3 B), a mesma foi lavada durante 30 segundos com solucao salina (NaCl)
0,9% em temperatura de 37°C para auxiliar na sua retirada, cuidadosamente, com
uma pinca para revelar a membrana cérioalantéica (CAM) altamente vascularizada.
(Figura 3.3 C). Em seguida, foram aplicados 0,3 ml dos cremes, diluidos em agua
destilada a 10%, em teste diretamente na CAM, observando as rea¢des durante um

periodo de 300 segundos. O tempo para o aparecimento dos
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eventos, hemorragia (sangramento dos vasos), lise vascular (desintegracdo do vaso

sanguineos) e coagulacdo (desnaturacdo proteica intra e extravascular), foram
anotados, monitorados e registrados (fotos) em intervalos de tempo fixos de 30

segundos, 120 segundos e 300 segundos.8283

Figura 3.3 Protocolo geral do teste HET-CAM.

XYL *\

Fonte: Autores, 2024.

O tempo para lise, hemorragia e coagulacdo receberam uma pontuagéo
especifica de acordo com o tempo em que cada evento aconteceu. Esta relacdo pode

ser observada na Tabela 3.2 8384

Tabela 3.2 Esquema de pontuacdo para testes de irritacdo com o método de teste.

EFEITOS PONTUACAO
0,5 min ( 30s) 2 min ( 120s) 5 min ( 300s)
LISE 5 3 1
HEMORRAGIA 7 5 3
COAGULACAO 9 7 5

Em seguida, as pontuagdes foram somadas obtendo um valor numérico Unico,
evidenciando a capacidade de irritagcdo dos cremes testados em uma escala comum
gue varia de 0 a 21. O teste foi realizado em sextuplicata e, com os resultados obtidos,
determinou-se uma média (entre 0 a 21), indicado as categorias irritantes e nao-

irritante como é observado na tabela 3.3.83.84
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Tabela 3.3 Categoria de irritagdo de acordo com a faixa de pontua¢cdo do HET-CAM.

FAIXA DE PONTUACAO CATEGORIA DE IRRITACAO
0a0,9 Né&o rotulado
la4.9 ligeira irritacédo
5a8,9 Irritacdo moderada
9a21 Irritacdo grave
3.9 Animais

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Estadual do Piaui sob protocolo 006122/2023-81 — CEUA/UESPI. Foram
utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus), linhagem Wistar, machos e fémeas com idade
entre 12 a 16 semanas, pesando entre 250 a 300 g, cedidos pelo Biotério do Nucleo
de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade (NPBio — UESPI). Os animais foram
mantidos em sala climatizada e acondicionados em gaiolas plasticas sob temperatura
constante de 23 + 1 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas. Agua e racéo foram fornecidas
ad libitum. Os ratos foram divididos em 5 grupos experimentais, com 6 ratos em cada

grupo, como descrito na Quadro 3.1.

Quadro 3.1 Divisédo dos animais em grupos experimentais

Grupo Descricéo
G1-Controle Tratado com veiculo: creme base.
negativo
G2-Controle Tratado com o Farmaco Iruxolmono (colagenase 1.2u)
positivo
G3 - (EEPI) Tratado com creme do extrato de concentracao 5%
G4 - (FMPi) Tratado com o creme da fracdo metandlica de

concentracao 5%
G5 - (FAPI) Tratado com o creme da fragdo acetanolica de
concentracao 5%
Fonte: Autores, 2024.
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3.10 Protocolo experimental

3.10.1 Preparo dos animais e procedimento de tratamento no reparo tecidual

Os animais foram previamente pesados e receberam por via subcutéanea, um
pré-tratamento com atropina na dose de 0,01 mL para cada 100 g de peso corpéreo,
aguardando repouso de 15 minutos para o procedimento anestésico. Em seguida, 0s
animais foram anestesiados por via intramuscular com cloridrato de cetamina 10%
(0,1mI/100g de peso corpoéreo) e cloridrato de xilazina 2% (0,1 ml/100g de peso
corporeo) e cada animal foi posicionado em decubito dorsal, imobilizado em prancha
operatéria, submetido a tricotomia na regido dorsal e assepsia com povidine tépico.
Posteriormente, foram realizadas 3 lesfes cirdrgicas, em cada animal, de forma
padronizada, na regido anatdbmica do dorso, com area e profundidade iguais para
todos os animais. Para a realizacdo das feridas, a remocado circular da pele de
aproximadamente 1 cm de diametro, utilizou o auxilio de um punch metalico
(instrumento dotado de uma superficie circular cortante) até expor a fascia muscular.
Com a ajuda de pinca e tesoura, as lesbes foram induzidas permitindo a retirada
completa da epiderme e parte da derme (Figura 3.4A). A homeostasia da regido da
ferida foi realizada por compresséo suave digital, durante 2 min, com gaze estéril
umedecida em solucéo de cloreto de sédio a 0,9 %.8°

Apbs o procedimento cirdrgico, os animais dos 5 grupos experimentais foram
tratados da seguinte maneira: grupo | controle negativo (creme base), grupo Il controle
positivo (farmaco), os grupos lll, IV e V com os cremes do EEPi, da FMPi e da FAPiI,
respectivamente (Figura 3.4B), na frequéncia de uma vez ao dia com duracao de 7,
14 e 21 dias. Em seguida, foram recondicionados nas caixas especificas, sendo
mantidos durante todo o experimento em boas condi¢des de higiene, e alimentados
com dieta padrédo do biotério, racdo (Labina™) e dgua ad libitum, ou seja, permitindo
gue o animal tenha acesso ilimitado a agua (Figura 3.4C).
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Figura 3.4 Procedimento de tratamento no reparo tecidual

Fonte: Autores, 2024.

3.10.2 Avaliacdo macroscopica - area de regressao dos ferimentos

Os animais tiveram a area de suas lesfGes aferidas a partir de imagens
capturadas com camera digital, fixada em tripé e mantida a distancia constante de 30
cm da ferida cirdrgica. As imagens foram obtidas no pds-operatério 7, 14 e 21 dias e
de cada grupo e posteriormente importadas para o software Image J® para a
avaliacdo macroscopica, como mostrado na figura 3.5. A area inicial foi comparada
com as demais areas em todos os animais dos diferentes grupos. Apés tratamentos

dos dados no programa Excel, a regressao cicatricial foi mensurada em porcentagem.

Figura 3.5 Afericdo dos ferimentos usando o software Image J®

d tmagel
File Ecn iImage Process Analyze Plugins Window Hel

DO @ o —<| =<4+~ |A|x|| = |D|oz|s| & III&I/I =]

Fonte: Autores, 2024.
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3.10.3 Avaliacdo microscépica - analise histoldgica qualitativa e quantitativa

Todos os animais de cada grupo, foram eutanasiados por inje¢éo intramuscular
excessiva de cetamina/xilazina sete, quatorze e vinte e um dias, apés o procedimento
cirirgico. Um fragmento eliptico de pele centrado pela ferida e com margem de pele
integra foi removido de cada animal e fixado em solugdo tamponada de formalina a
10% durante 24 horas. Duas a trés amostras transversais desses fragmentos foram
submetidas ao processamento histolégico de rotina em histotécnico Lupetec PT05 TS
e incluidos em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo Lupetec MRP 09,
obtendo-se sec¢Bes com 5 uym de espessura. Para o estudo histoloégico qualitativo, os
cortes histologicos foram corados pela hematoxilina-eosina (H.E.) e examinadas em
microscoépio optico trinolucular Olympus CX31, modelo YS100 equipado com camera
digital (Bell &amp; Howell, EU 16.0 Plus, U.S.A.), como é mostrado na figura 3.6. Para
efeito de comparacao dos grupos na andlise qualitativa, as preparacgdes histolégicas
foram fotografadas sempre no centro das lesdes.

Figura 3.6 Processamento histoldgico

Retirada da pele Clivagem Corte histoldgico 5 ym Andlise Histologica
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Fonte: Autores, 2024.

Como o processo de cicatrizagdo ocorre da periferia para o centro, a
documentacéo fotogréfica, para efeitos comparativos, foi feita no centro das lesdes.
Para quantificacdo das células inflamatorias e fibroblastos, trés campos microscopicos
nao coincidentes de cada lamina foram analisados sob um aumento de 400 vezes e
fotografados. As imagens digitalizadas foram analisadas usando o software de analise
de imagem Image-J® (versao 1:32 para Windows 10).



Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Triagem fitoquimica por prospeccdo preliminar do extrato

etandlico das folhas de P. insignis

No estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de P. insignis por
prospeccao preliminar, foram identificadas classes de compostos secundarios atraves
dos resultados de coloracéo e precipitacdo, por meio das propriedades quimicas que
compdem o material vegetal. ApGs analise, observou-se que o extrato apresentou
resultado positivo para 5 classes investigadas conforme mostrado no quadro 4.1.

Quadro 4.1 Triagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Platonia insignis.

Classe de Resultado esperado Folhas de P.
compostos insignis
Alcaloides Formacéao de um precipitado floculoso Positivo
Flavonoides Variavel - parda a vermelha Positivo

Saponinas Espuma persistente e abundante Positivo

(colarinho)
Taninos Variavel - azul e vermelho Positivo
Esteroides Azul seguido de verde permanente Positivo

Fonte: Autores, 2024.

A presenca dessas 5 classes identificados no extrato etandlico de P. insignis
corroboram com os resultados encontrados nos estudos de Rocha (2017)%, onde sua
analise fitoquimica do extrato das folhas P. insignis, coletadas em S&o Luis no
Maranhdo, mostrou a presenca de fendis (taninos, catequinas e flavonoides),

esteroides, alcaloides e saponinas. Os estudos feitos por SILVA et al. (2021)8” com o
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extrato bruto dos galhos da P. insignis mostram que sao ricos em polifendis, entre eles
os flavonoides, biflavonoides, identificados como compostos majoritarios.

Ensaios bioldgicos usando combinacdes isoladas revelam que os flavonoides
exibem uma grande acdo sobre os sistemas biolégicos demonstrando efeitos
antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, citotoxico, antineoplasico, antioxidante,
antihepatotoxico, antihipertensivo, hipolipidémico, antiinflamatério, antiplaquetario.
Também demonstrou aumento na permeabilidade capilar, inibicAo da exsudacao

proteica e migracéo de leucécitos.88.8°

4.2 Andlise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia - UPLC do

extrato etandlico e fragdes das folhas de P. insignis.

Pela técnica moderna de UPLC-DAD-UV foi possivel identificar a presenca de
4 marcadores de flavondides (naringenina, pinobanksina, pinocembrina e galangina),
no extrato etandlico (EEPI) e nas fracbes (FMPi e FAPI) de P. insignis, através do uso
de padrdes analiticos de flavononas derivados da Naringenina e Pinocembrina e
flavononois derivados pinobanksina, sendo eles, naringenina, pinobanksina,
kaempferol, pinocembrina, galangina, pinostrombina. Destes a pinobanksina
apresentou-se em quantidades maiores. Essa técnica também permitiu a
guantificacdo desses compostos através da construcdo de curvas analiticas usando
os dados das amostras padrdes. Para a pinobanksina, composto majoritario entre os
identificados, no EEPi a concentracéo encontrada foi de 11,87 pug/mL com um tempo
de retencdo (TR) em 14,26 minutos, na faixa de comprimento de 291 nm, no espectro
na regiao do UV-Vis. Os demais picos intensos apresentavam-se com comprimento
de onda de 290 nm que podem ser sugestivos de flavonoides do tipo flavononas e
flavononois. Estes flavonoides ndo foram identificados devido a falta de padrbes
analiticos e estes estdo em quantidades superiores a pinobanksina que devem ser
submetidos a analise LC-MS e outras técnicas de isolamento e purificacdo (Figura
4.1).



43

Capitulo 4 - Resultados e Discusséao

Figura 4.1 Cromatograma do extrato etandlico das folhas de P. insignis (EEPI).
Identificagdo dos flavonoides: 1 naringenina (290 nm), 2 Pinobanksina (291 nm), 3

pinocembrina (290 nm), 4 Galangina (266 nm).

20,0 PDA Multi 3 290nm, 4nm
175
15,0
12,5-
10,0

7.5 ‘ I ITAURY I

Intensidade do detector (mAu)

50 | Seres 3
. S

0,0-——
0 5 10 15 20
Tempo de retencdo (minutos)

Fonte: Autores, 2024.

J4 nas fracbes (FAPi e FMPi), representado na figura 4.2 (A e B),
respectivamente, a pinobanksina apresentou concentracdes iguais de 20,50 pg/mL
com um tempo de retencdo (TR) em 14,2 minutos, na faixa de comprimento de 290

nm, no espectro na regido UV-Vis.

Figura 4.2 Cromatogramas das amostras FAPi e FMPi 2000 pg/mL. Identificacdo dos
flavonoides: 1 naringenina (290 nm), 2 Pinobanksina (291 nm), 4 Galangina (266 nm),

respectivamente.
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Fonte: Autores, 2024.

Os compostos fendlicos sao definidos como substancias que possuem um anel
aromatico e como substituinte uma hidroxila, podendo possuir outros grupos
funcionais.®® Entre esses compostos fendlicos, estdo os flavonoides como a
pinobanksina, presentes em abundancia no extrato de P. insignis. A Pinobankisina é
um composto com propriedades farmacologicas diversificadas, incluindo atividades
antimicrobianas, neuroprotetoras e anticancerigenas, além de possuir também notavel
potencial antioxidante.®® Atualmente existe um grande interesse no estudo das
substancias com propriedades antioxidantes, devido, principalmente, as descobertas
sobre o efeito dos radicais livres no organismo. O quadro 4.2 mostra 0S compostos
identificados no extrato e fragbes da P. insignis com suas estruturas moleculares e
atividades bioldgicas.

Os resultados obtidos corroboram com o trabalho de ALBUQUERQUE et al.,
202442, no qual foi analisado 15 artigos e destes foi possivel observar que os principios
ativos ou compostos majoritarios eram uma quantidade significativa, compostos
fendlicos ou flavonoides, cerca de 40%. Dentre eles, o estudo com extrato
hidroalcoolico e fracbes das flores da P. insignis, que mostrou um alto teor de

flavonoides e fendis e um potencial antioxidante pelos ensaios de atividade
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antirradicalar frente a DPPH e ABTS, potencial redutor do ferro (FRAP), peroxidacéo
lipidica e em linhagens de Saccharomyces cerevisiae selvagens e mutadas para
diferentes sistemas antioxidantes®2. Garcinielliptona FC (GFC) é uma benzofenona
prenilada, que mostrou efeitoin vitroda GFC contra o0 verme
sanguineo Schistosoma mansoni , 0 parasita responsavel pela esquistossomose
mansoni. A atividade anti -S . mansoni e a citotoxicidade para células de mamiferos
foram determinadas para o composto®®. A mistura de dois biflavonéides
(moreloflavona e volkensiflavona) do extrato hidroalcodlico de flores de P. insignis,
demonstraram atividade antileishmania, dependente da concentragcdo, com inibicéo
do crescimento do parasita em todas as concentracées analisadas e apresentou
baixos efeitos citotoxicos para macrofagos, caracterizando o aumento da atividade
lisossomal, sugerindo um possivel efeito modulador.®* Glicosideos flavondides,
principalmente derivados de quercetina e miricetina, apresentaram atividades
antifingicas e antivirulentas contra espécies vaginais de Candida por um ensaio de
microdiluicdo em caldo e n&o apresentaram citotoxicidade, que foi determinado em
células RAW 264.7. %

Segundo estudos de SOROMOU (2012)°, a pinocembrina apresentou efeitos
anti-inflamatérios significativos em células de macr6fagos RAW e mostrou potencial
terapéutico na atenuacdo da lesdo pulmonar aguda induzida por endotoxina. No
modelo murino de lesédo pulmonar aguda induzida por LPS (lipopolissacarideo), a
pinocembrina atenuou o0 desenvolvimento de edema pulmonar, gravidades
histolégicas, bem como infiltracdo de neutrofilos, linfécitos e macrofagos, que foram
aumentados pela administracdo de LPS. Aléem disso, as concentracdes de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa), IL-13 (Interleucina 1

beta) e IL-6 (Interleucina 6) diminuiram significativamente, enquanto a concentracao
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de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria que desempenha um papel crucial na

regulacdo negativa da resposta imune e na modulagéo da inflamacdo, aumentou

significativamente apds o pré-tratamento com pinocembrina.

Quadro 4.2 Compostos identificados por UPLC-DAD-UV no extrato etanodlico e

fracdes das folhas de P. insignis com suas respectivas atividades bioldgicas.

NO

Compostos

Estrutura molecular

Atividade Biologica

1

Naringenina

Anti-inflamatorias,
antioxidantes,
neuroprotetoras,
hepatoprotetoras e

anticancer?’.

Pinobanksina

Atividades
antimicrobianas,
neuroprotetoras,
anticancerigenas e

antioxidante®?,

Pinocembrina

Antimicrobianas
Neuroprotetoras

Anticancerigena.®
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4 | Galangina Antioxidantes, anti-
HO O ‘ inflamatorios e

| antiangiogénicos®.
OH

OH O

Fonte: Autores,2024.

Tanto a galangina como a pinobanksina apresentam atividades bioldgicas
importantes como antioxidantes, anti-inflamatérios e antiangiogénicos em diversas
células cancerigenas.® Em um estudo foi identificado também atividades de inibicdo
da xantina oxidase (XOD). A pinobanksina destacou-se como particularmente potente,
demonstrando uma forte atividade inibitéria contra a XOD.% A andlise de acoplamento
molecular revelou que ambas as substancias foram capazes de interagir com o sitio
ativo da XOD, formando ligagcbes de hidrogénio com residuos especificos de
aminoécidos.

No estudo fitoquimico realizado por Da Silva et al., 20231, a andlise por CG-
EM realizada no extrato etandlico das folhas de P. insignis, revelou a presenca de
sessenta compostos fitoquimicos. Alguns compostos apresentaram percentuais de
areas mais significativas e outros menos. No caso do extrato etandélico, oS compostos
fitol, gama — sitosterol e &cido hexadecanbico mostraram um maior percentual relativo
de area, sendo de 10,54%, 9,88% e 9,84%, respectivamente, sendo o fitol, um
diterpeno, o composto majoritario, que apresenta atividade antimicrobiana,
antituberculose e efeito anti-inflamatorio.

Este perfil fitoquimico & completamente novo e diferente daqueles descritos na
literatura para extratos de P. insignis que compreendem principalmente acidos graxos,
terpenos, xantonas, identificados como constituintes majoritarios. Além disso,

encontramos os flavonoides naringenina, pinobanksina, pinocembrina e
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galangina que néo foram identificados em estudos mencionados nesse artigo, o que
torna a identificacdo dessas espécies inéditas do ponto de vista fitoquimico e em

relacdo as suas possiveis acdes bioldgicas no estudo cicatricial.

4.3 Predicao ADMET

Os resultados das predicdes ADMET para os compostos identificados no
UPLC, naringenina, pinobanksina, pinocembrina e galangina, estdo apresentados nas
tabelas 4.1 e 4.2. As quatro moléculas apresentaram alta capacidade de absorcao
intestinal humana (HIA) (70 — 100), sendo que todas tiveram valores acima de 80%
(Tabela 4.1). Isso mostra que elas sao sollveis no processo de absor¢cdo. No modelo
de células de adenocarcinoma do colon humano (Caco-2), que sao utilizados para
determinar a absor¢do de farmacos administrados por via oral por transporte passivo
(transcelular e paracelular) em humanos e auxilia na pesquisa de moléculas com uma
possivel acao terapéutica devido possibilitar a predicdo de absor¢cdo destas moléculas
dentro do corpo humano, somente a naringenina apresentou média permeabilidade
(4-70), as demais apresentaram baixa permeabilidade (<4), em comparacdo com 0s
valores de referéncia de permeabilidade: maior que 70 nm/seg: alta permeabilidade;
entre 4 - 70 nm/seg: permeabilidade intermediaria, menor que 4 nm/seg: baixa
permeabilidade.”

A predicdo das células renais caninas de Madin-Darby (MDCK) avalia a
interagdo do constituinte quimico com a membrana celular, sendo considerada “alta
difusdo” quando apresenta valor maior que 500, “média difusdo” quando possui valor
entre 25-500 e “baixa difusdo” com valores menores que 25.72 As quatro moléculas

apresentam meédia difusdo as membranas celulares das células renais caninas de
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Madin-Darby (MDCK) (Tabela 4.1). Esses dados sugerem que as moléculas

analisadas apresentam boa absorcao oral e difuséo celular.

A distribuicéo dos constituintes da P. insignis, através dos sistemas biolégicos,
foi avaliada pela forca de ligagdo com as proteinas plasmaticas (PPB), onde as
ligacdes existentes sdo consideradas como “forte” (maior que 90%) ou “fraca“ (menor
gue 90%).”® Dos constituintes quimicos estudados, a naringenina e a pinocembrina
apresentam fortes ligacdes, enquanto que a galangina e pinobanksina apresentam
ligacdes fracas com as proteinas plasmaticas (Tabela 4.1). Os valores acima de 90%
podem indicar uma maior meia-vida, favorecendo efeitos sobre os sistemas biol6gicos,
benéficos ou maléficos, mais prolongados.’®® Outro parametro que avalia a
distribuicdo é a capacidade de penetracdo pela barreira hematoencefalica (BBB),
podendo ser “alta“ (maior que 2), “média” (0,1-2) ou “baixa“ (menor que 0,1)"4, sendo
gue as quatro moléculas apresentaram média permeabilidade a barreira
hematoencefalica.

Tabela 4.1 Predicdo das propriedades farmacocinéticas (absor¢éo, distribuicdo e

metabolismo) dos flavonoides: 1. Naringenina, 2. Pinobanksina, 3. Pinocembrina, , e

4. Galangina, identificados na fracdo metanolica (FMPi) de Platonia insignis.

Absorcéo Distribuicéo Metabolismo
Molécu HIA Pcac MDC PPB BBB CYP2 CYP CYP CYP CYP CYP
las 0-2 K Cl9 2C9 2D6 2D6 3A4 3A4
(%) (%)

(nm/s Inibic inibi  Inibi subs Inibi  Sub

) ao ¢do cdo trato c¢ao strat

0

1 87,31 10,50 44,6 100 0.59 | I N N | N
3

2 87,60 3,69 66,1 86,64 0.60 | I N N | N
3

3 92,35 247 43,0 98,45 0.90 | I N N | N
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4 88,12 3,70 79,4 88,12 0.67 I N N N
0

Subtitulo: HIA (70-100: alto; 20-70%: médio; <20: baixo); PCaco-2 (>70: alto; 4-70: médio;
<4: low); MDCK (>500: alto; 25-500: médio; <25: baixo); BBB (>2: alto; 0,1-2: médio; <0,1:
baixo); PPB (>90%: forte; <90%: fraco); N (N&o); | (inibidor); S (substrato); W (fracamente).
Fonte: Autores, 2024.

A metabolizagdo foi avaliada através das isoformas do complexo P450:
CYP2C19 inibicdo, CYP2C9 _inibicdo, CYP2D6 _inibicdo, CYP2D6_substrato,
CYP3A4 _inibicdo, CYP3A4 substrato (LI, 2001). Todos os constituintes quimicos sédo
inibidores para a isoforma CYP2C19 _inibicdo, CYP2C9 _inibicdo e CYP3A4_inibicéo.
Todos os constituintes sdo néao inibidores para CYP2D6 _inibicdo, CYP2D6_substrato
e CYP3A4_substrato. (Tabela 4.1).

A interacdo de farmacos/ligantes com as CYPs, como processo de primeira
fase do metabolismo (oxidac&o, reducdo ou hidrolise), pode gerar metabdlitos que
serdo mais faceis de serem excretados.02193 As isoformas podem funcionar como
inibidoras que irdo formar complexos, assim impedindo o metabolismo dos
farmacos/ligantes. Ou, os farmacos/ligantes podem funcionar como indutores na
producédo de isoformas, aumentando 0 metabolismo desses
farmacos/ligantes.104.105.106
Tabela 4.2 Predicdo das propriedades toxicologicas e Regra de Lipinski dos
flavonoides: 1. Naringenina, 2. Pinobanksina, 3. Pinocembrina e 4. Galangina,

identificados na fracdo metandlica (FMPi) de Platonia insignia.

Carcinogenicid Dano Citotoxicida Lipinski  Permeabilid
Molécula ade celular de ade cutanea
S Rat Camundo Teste de hERG_inibica N° de Valor de Log
0 ngo AMES 0 violacbes Kp (cm/s)
1 N N M MR 0 - 6,17
2 N N M MR 0 - 6,78
3 N N M MR 0 -5,82
4 N N M MR 0 - 6,35
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Subtitulo: P (positivo); N (negativo); M (mutagénico); NM (ndo-mutagénico); LR
(baixo risco); MR (médio risco); HR (alto risco). Fonte: Autores, 2024.

Quanto a mutagenicidade, foi usado teste de AMES, que é método utilizado
para avaliar a mutagenicidade de substancias quimicas, ou seja, a capacidade de uma
substancia causar mutacfes em material genético de organismos vivos. Foi utilizada
varias cepas da bactéria Salmonella typhimurium, que carregam mutacdes em genes
envolvidos na sintese de histidina, de modo que requerem histidina para crescer. A
variavel que foi testada € a capacidade dos mutagénicos de causar uma reversao ao
crescimento em um meio livre de histidina’®, todos se apresentaram como
mutagénicos. Quanto ao parametro carcinogenicidade, 0s quatro constituintes
apresentam negatividade para ratos e camundongos. A avaliacdo da citotoxicidade
(hERG_inibicdo) é um parametro que avalia a probabilidade de cardiotoxicidade aos
canais ionicos de potassio hERG.’® Nesta avaliacdo, todos apresentam “médio risco”
(Tabela 4.2).

Para a predicdo druglikeness, termo usado na descoberta de medicamentos
para descrever a probabilidade de que uma determinada molécula possa se tornar um
medicamento seguro e eficaz, levou-se em consideracdo a Regra de Lipinski, que
caracteriza que um bom candidato a farmaco deve possuir: (1) nUmero de grupos
aceptores de ligagdo hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10; (2) nimero de grupos
doadores de ligacao hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5; (3) massa molecular (MM)
menor ou igual a 500 g/mol (4) coeficiente de particdo octanol-agua (log P) menor ou
igual a 5; (6) area de superficie polar (PSA) menor ou igual a 140 A.107.108.109 Nenhuma
das moléculas mostrou violagdo a Regra de Lipinski, portanto, as moléculas
analisadas sdo passiveis de boas caracteristicas farmacocinéticas, tais como

absorcéo e biodisponibilidade. (Tabela 4.2). Além disso, uma regra adicional,
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proposta por Veber et al. (2002)!1°, diz que o nimero de ligacdes rotacionaveis (NLR)
ndo deve ser superior a 10, visto que a molécula deve adotar uma conformacao fixa
para interagir com o alvo, passar pelas membranas, e ao mesmo tempo adotar a
conformacao ativa.

A permeacao de farmacos administrados por via tépica pode ocorrer por trés
vias, sendo elas, por via transdérmica, por meio da interacdo do farmaco com aos
queratindcitos via anexos cutaneos como ductos de suor, glandulas sebaceas e
sudoriparas e por via intercelular, por meio da interacdo do farmaco com a matriz.1%!
O coeficiente de permeabilidade da pele (Kp) € um parametro importante que auxilia
na avaliacdo da permeabilidade epidérmica de um composto. Este parametro esta
relacionado a absorcgéo sistémica de drogas ap6s a administracdo transdérmica.'? Na
descoberta por farmacos, ou cosméticos a serem utilizados na pele, € importante
avaliar sua permeabilidade, ou seja, a taxa de penetracao de uma molécula no estrato
coérneo, para determinar o potencial de criacdo de uma forma de liberacéo
transdérmica de drogas. Considera-se que uma molécula penetrara na pele no valor
de log Kp superior a -2,5 cm/h (-0,000694 cm/s).”® Os valores do log Kp de
permeabilidade cutanea encontrados neste estudo, para as quatro moléculas, foram
menores que -2,5 cm/h, sugerindo baixa absorcao cutanea ( Tabela 4.2), o que pode
limitar a utilizac&o no tratamento de feridas cutaneas.

Os resultados demonstrados aqui, corrobora com o estudo de SILVA e
CAVALCANTE (2022)'13, que previu parametros farmacolégicos e toxicolégico
ADMET de um grupo de flavonoides (catequina, apigenina, naringenina, quercetina,
cianidina e daidzeina) mesmo grupo de metabdlitos de nosso estudo, onde
apresentam alta probabilidade de atividades biologicas e valores significativos para os

parametros farmacocinéticos indicativos de uma boa absorcdo e distribuicdo
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destas moléculas em circuitos bioldgicos. Em nosso estudo, flavonoides estudados,
apesar de ndo apresentarem boa permeacdo cutdnea, mostraram uma alta
probabilidade de atividades bioldgicas e uma boa distribuicdo destas moléculas em
circuitos biolégicos, mostrando que essas moléculas podem se dispersar e se
movimentar através do corpo, alcancando diferentes tecidos e 6rgdos e isso pode
contribuir no processo de cicatrizagcdo. A mutagenicidade das substancias, pelo teste
de Ames, mostrou que podem causar alteracdes no material genético, porém, a
carcinogenicidade, que indica o potencial de uma substancia de causar cancer, foi
negativo para ratos e camundongos, animais que apresentam varias semelhancas

com os seres humanos na genética e na fisiologia.

4.4 Avaliacado da atividade antibacteriana e antifUngica do creme
base(veiculo) e dos cremes do EEPi, FAPi e FMPi pelo método de

difusdo em poco.

4.4.1 Atividade antibacteriana

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos cremes do extrato etandlico e
fracOes das folhas da P. insignis, observou-se que para a bactéria Staphylococcus
aureus houve inibicdo do crescimento microbiano em todas as amostras testadas,
conforme mostra a figura 4.3 A, onde o creme da FMPi apresentou melhor resultado
com halo de inibicdo de 14mm. Nos testes dos cremes com a bactéria Escherichia
coli, ndo apresentou halo de inibig&o do crescimento microbiano com o creme do EEPI.
Contudo, os demais cremes apresentaram halos de inibicdo, conforme mostra a figura
4.3 B, onde o melhor resultado apareceu frente ao creme da FMPi com halo de

inibicdo de 15mm. Esses resultados demonstram que o extrato e fragbes das
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folhas de Platonia insignis possui atividade antimicrobiana tanto para bactérias gram-
positivas quanto gram-negativas.
Figura 4.3 Teste de difusdo em pocos contendo os cremes (Base-1, EEPI-2, FMPi-3

e FAPi-4) contra (A) Staphylococcus aureus, (B) Escherichia coli.

S. aureus

Fonte: Autores, 2024.

Esses resultados corroboram com os estudos realizados por ROCHA et al.
(2017)8¢ com extrato hidroetandlico das folhas da P. insignis que apresentaram agdo
antimicrobiana frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus , onde
houve uma atividade inibitéria de moderada a alta. A tabela 4.3 mostra os valores de
halos de inibicdo dos cremes do extrato e fracdes da P. insignis frente as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

SILVA et al., (2021)% avaliou a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcéolico de P. insignis, da fracdo acetato de etila e sua subfracdo contendo

mistura de biflavonéides (morelloflavona/volkensiflavona) em cepas
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de Staphylococcus aureus. Os seus resultados demonstraram que o0 extrato
apresentou efeito microbicida contra S. aureus, enquanto a fracao foi bacteriostético
para S. aureus. J& a mistura de biflavonoides foi capaz de inibir o fluxo de EtBr em
cepas de S. aureus.

Tabela 4.3 Valores de halos de inibicdo (mm) dos cremes do extrato e fracdes da P.

insignis contra as bacérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

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

Fonte: Autores, 2024.

4.4.2 Atividade antifungica

As espécies de Candida albicans podem causar infec¢do superficial da mucosa
oral e vaginal, pode ser a candidiase ou a balanite por candida no caso homem, bem
como infec¢des disseminadas para a corrente sanguinea e tecidos profundos. Na
avaliacdo da atividade antifingica do creme do extrato e das fracdes das folhas da P.
insignis, observou-se que para a levedura Candida albicans houve inibicdo do
crescimento microbiano em todas as amostras testadas, conforme mostra a figura 4.4,
onde o creme da EEPi apresentou melhor resultado com halo de inibicdo de 25mm,
como € mostrado na tabela 4.4.
Figura 4.4 Teste de difusdo em pocos contendo os cremes (Base-1, EEPi-2, FMPi-3

e FAPIi-4) contra espécie fungica Candida albicans
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C. albicans

Fonte: Autores,2024.

Os resultados apresentados corroboram com o estudo de SILVA et al.,(2020)%8,
gue investigou o potencial antifangico de um extrato hidroetandlico de folhas de P.
insignis (PIHE) e das fracdes diclorometano (DCMF) e acetato de etila (EAF) contra
Candida spp., isolado de secreg¢bes vaginais. Em seus estudos os extratos
apresentaram potencial antifingico, com menor valor para a concentragao inibitéria
minima (CIM) para EAF (1,3 mg/mL) e inibiram a adesdo de Candida. Em outro estudo,
SILVA et al., (2022)%°, avaliou a atividade antifingica da Ononina, um glicosideo de
isoflavona, através do método Concentragao inibitéria minima (CIM). A ononina inibiu
significativamente o crescimento de C. albicans ATCC 10231 no MIC apds 6 h. Além
disso, foi observada uma reducéo significativa do crescimento apos 9h para duas
concentragdes subinibitdrias, concentracdes de substancias que estdo presentes em
niveis abaixo da concentracdo minima necessaria para inibir completamente o

crescimento microbiano. Esse resultado mostra a capacidade
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inibidora dos flavonoides na agéo contra fungos e refor¢ca os resultados de nossos
estudos.

Muitas plantas sao utilizadas em pesquisas para identificar novas bases de
agentes antifangicos. Os resultados dos testes bioldgicos realizados pelo nosso grupo
mostram que o extrato etanolico e a fragbes (FMPi e FAPi) de P. insignis
apresentam atividade antifungica. Esses resultados corroboram com os estudos feitos
por SILVA (2022)!'# e colaboradores, onde investigou a atividade antifingica da
ononina, um glicosideo isoflavona, obtido na extracdo das folhas da
P. insignis e verificou que tanto o extrato quanto a fracdo acetato de etila exerceu
atividade anti-Candida albicans, pela microdiluicdo em caldo (MIC), entre 3,9 e 7,8
Hg/mL, e inibiu biofilmes jovens e maduros, com reducdo na densidade celular e
atividade metabdlica de 50 a 80%.

Tabela 4.4 Valores de halos de inibicdo (mm) dos cremes do extrato e fracbes da P.

insignis contra a levedura Candida albicans

Candida albicans

Cremes
Base EEPI FMPi FAPI
Placa 1 20 27 22 20
Placa 2 19 24 21 21
Placa 3 19 25 23 24
Média 19,3 25,3 22 21,6

Fonte: Autores,2024.

4.5 A Avaliacdo da toxicidade dos cremes do EEPi, FAPi e da FMPi
pelo teste HET-CAM

Uma metodologia alternativa ao teste de irritacdo ocular in vivo é o teste HET-

CAM para avaliacao toxicolégica. Nos ultimos anos, também tem sido empregado
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como um teste de triagem preliminar antes do estudo in vivo para fornecer o potencial
irritante de substancias nas membranas e na pele.11>116

O resultado para o potencial irritante do creme da FAPi € mostrado na Tabela
4.5, onde ndo houve aparecimento de reacdes irritantes, ou seja, nenhum efeito
irritante foi evidenciado. Como n&o apresentou nenhum dano aos vasos sanguineos
na superficie da CAM apds 5 minutos, foi classificado como néo irritante. O potencial
nao irritativo do creme da FAPI, somado aos resultados obtidos com avaliacdo da
atividade antibacteriana, sugere que o creme desenvolvido pode ser aplicado com

seguranca por via topica, incluindo aplicacdo em pele danificada.

Tabela 4.5 Escore de irritacdo e classificacdo de irritacdo no teste da membrana

corioalantéica do ovo de galinha (HET-CAM) para o creme da FAPI.

LISE HEMORRAGIA COAGULACAO INDICE
(0)V/0] Tempo Nota Tempo Nota Tempo Nota > Notas
1 - 0 - 0 - 0 0
2 - 0 - 0 - 0 0
3 - 0 - 0 - 0 0
4 - 0 - 0 - 0 0
5 - 0 - 0 - 0 0
6 - 0 - 0 - 0 0

Fonte: Autores, 2024.

Na outra formulacao, creme do EEPI, observou-se uma leve irritacdo no tempo
30 segundos como sado mostrados na figura 4.5 e na tabela 4.6 onde apareceram
pontos de hemorragia, no qual obtiveram uma pontuacdo de 7 e meédia das
sextuplicatas de 1,17. Essas pontuacdes classificam o creme com uma ligeira
irritacdo. Como os testes foram feitos em sextuplicata e s6 uma delas apresentou essa
ligeira irritacdo, sem danos nos vasos sanguineos na superficie da CAM, o creme

apresenta um potencial ndo irritativo.
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Figura 4.5 Imagens que ilustram os efeitos do creme do EEPi aplicadas na membrana
corioalantéide. ( A ) estado inicial, (B ) durante o periodo de 30 segundos, ( C)
durante o periodo de 120 segundos , ( D ) durante o periodo de 300 segundos. (E )

controle positivo, NaOH 0,1M de 300 segundos.

Fonte: Autores, 2024.

Tabela 4.6 Escore de irritagdo e classificacdo de irritagdo no teste da membrana

corioalantéica do ovo de galinha (HET-CAM) para o creme da EEPI.

LISE HEMORRAGIA COAGULACAO INDICE

ovo Tempo Nota Tempo Nota Tempo Nota > Notas
1 - 0 - 0 - 0 0
2 - 0 - 0 - 0 0
3 - 0 - 0 - 0 0
4 - 0 - 0 - 0 0
5 - 0 - 0 - 0 0
6 - 0 30s 7 - 0 7

Total = 1,17

Fonte: Autores, 2024
Para a outra formulagéo, creme da FMPi, observou-se um ponto de hemorragia
no teste 6 no tempo 300 segundos (Figura 4.6), chegando aos valores 3 de pontuacéo
e 0,50 de média das sextuplicatas, como é mostrado na tabela 4.7. Esses resultados

classificaram o creme como nao irritante.



60

Capitulo 4 - Resultados e Discusséao

Figura 4.6 Imagens que ilustram os efeitos do creme do FMPi aplicado na membrana

coérioalantéide . (A) estado inicial, (B) durante o periodo de 300 segundos.

Fonte: Autores, 2024.

Tabela 4.7 Escore de irritagdo e classificacdo de irritagdo no teste da membrana

corioalantéica do ovo de galinha (HET-CAM) para o creme da FMPi

LISE HEMORRAGIA COAGULACAO INDICE

ovo Tempo Nota Tempo Nota Tempo Nota > Notas
1 - 0 - 0 - 0 0
2 - 0 - 0 - 0 0
3 - 0 - 0 - 0 0
4 - 0 - 0 - 0 0
5 - 0 - 0 - 0 0
6 - 0 300s 3 - 0 3

Total =0,5

Fonte: Autores 2024.

Esses resultados corroboram com os estudos feitos por BALESTRIN et al.,
(2021)*'7 onde foi analisado o potencial irritante de nanoemulséo carregadas com
extrato de Achyrocline satureioides (ASE), ao qual seu extrato etandlico e por meio de
cromatografia liquida ultrarrdpida validada (UFLC) mostrou a presenca dos
flavonoides quercetina, luteolina e 3- O -metilquercetina que sdo do mesmo grupo de
metabdlitos secundarios de nosso estudo e que tem sido muito investigado para

tratamento de diversas doencgas da pele. Foi observado que a nanoemulsdo com ASE

nao apresentou potencial irritante, conforme demonstrado pelo teste HET-CAM,
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mostrando que, quando incorporado a uma pomada, foi capaz de promover uma
melhor cicatrizagdo de feridas, tendo em vista os efeitos ao potencial ndo irritante.

Ao analisar as caracteristicas dos estudos que envolveram a aplicagdo do HET-
CAM, é importante levar em consideracéo as limitacbes da metodologia, tanto em
relagcdo a subjetividade do observador ao identificar o surgimento dos trés pontos
finais, tanto na incapacidade de revelar a reversibilidade que pode ocorrer em in vivo.
Além disso, com o uso do HET-CAM observa-se apenas a toxicidade aguda uma vez
gue se realiza apenas a aplicacdo de uma dose do produto e a ocorréncia de
toxicidade cronica ndo é levada em consideragéo.*®

4.6 Avaliacdo macroscopica - Regressao cicatricial

Na analise macroscopica € levada em consideracao a regressao cicatricial, ou
seja, a contracao da ferida. Essa é uma fase do processo de cicatrizacdo que se
caracteriza pelo movimento centripeto das bordas, podendo chegar até 62 % quando
comparado a lesdo inicial em feridas de segunda intenc&o.%® A fase da contracdo da
ferida é antecipada pela proliferacdo, que através da angiogénese e fibroplasia, o
tecido de granulacao é desenvolvido e enriquecido com fibras colagenas, concedendo
a regido lesada um inicio de cicatriz.'19

O desenvolvimento da ferida cutanea nos grupos controle negativo, controle
positivo, EEPi, FMPi e FAPI resultou na formacéo de crostas leves por volta do 7° dia
de pés-operatorio, com semelhancas em todos os grupos. A partir desse periodo, a
cicatriz foi reforcada, tornando-se mais rigida e passou a destacar-se
espontaneamente a partir do 14° dia, com melhor resultado nos grupos CP, FMPI e
FAPI, progredindo para o remodelamento até o 21° de pds-operatério, com

crescimento de pelos em volta da area lesada, em todos os grupos. (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Fotos comparativas dos ferimentos dos animais do grupo controle negativo
e positivo com o0s grupos tratados com extrato e fragdes da P. insignis no 7°, 14° e 21°

dia de pGs-operatério.

DIAS CONTROLE CONTROLE EEPI FMPI FAPI
NEGATIVO POSITIVO
ZERO DIA
7 DIAS
14 DIAS
21 DIAS

Fonte: Autores, 2024.

Os resultados da analise macroscopica foram expressos quantitativamente e a
porcentagem de regressao cicatricial dos grupos experimentais esta representada na
Figura 4.8. Em andlise da Figura 4.8 A , observa-se que 0s animais dos grupos FMPi
e FAPi apresentaram o maior percentual de regressdo cicatricial aos 7 dias,
diferenciando-se significativamente, diferencga estatisticamente significativa (p< 0,05),

do grupo CN e aproximando-se do grupo CP, no qual, teve uma regresséao de
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60%. Ja o grupo tratado com o extrato (EEPi) apresentou um percentual de regressao
semelhante ao CN, que foi de 40%.

Figura 4.8 Percentual de regressao cicatricial dos grupos controles e experimentais
tratados com extrato e fracées de P. insignis por 7(A), 14 (B) e 21 dias (C). ae a,b

estatisticamente significativo, p<0,05.

@ Controle Negativo (CN) B gControle Negativo (CN)
100 A g Controle Positivo (CP) il ab sy @O Controle Positivo (CP)
! O Grupo EEP:_ - 3= @ Grupo EEPi
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0 05 g Grupo FMPi
]
: o4 =] Grupo FAP1
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Fonte: Autores, 2024.
No periodo de 14 dias, figura 4.8 B, os grupos FMPi e FAPi continuaram
contribuindo positivamente de forma semelhante para a regressao da ferida, atingindo
um percentual de 80%, sendo diretamente proporcionais ao controle positivo e se

diferenciando estatisticamente dos demais grupos. Entretanto, o grupo
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tratado com o extrato (EEPi) ndo acompanhou, estatisticamente, a evolugdo dos
demais grupos, quando comparados aos grupos controles e fracdes, apresentando
diferenca significativa de p<0,05. Nos grupos tratados por 21 dias, figura 4.8 C, ha
aumento do percentual de regressdo em todos 0s grupos, aproximando-se de 100%,
nao havendo, no entanto, diferenca significativa entre eles.

A andlise e comparacdo dos resultados indicam que o extrato e frac6es das
folhas da P. insignis utilizada resultaram em areas menores de cicatrizacdo em
comparacao com o grupo controle negativo, evidenciando que eles tiveram um efeito
positivo no processo de cicatrizagdo, com melhores resultados nas FMPi e FAPI.
Esses resultados corroboram com estudos anteriores, como o de COSTA JUNIOR
(2011)°2 e LUSTOSA et al. (2021)%°, no qual foi demonstrado que a manteiga, a base

de P. insignis, por si s6, tem um efeito cicatrizante e anti-inflamatorio, respectivamente.

4.7 Avaliacdo microscoOpica - analise histolégica qualitativa e
guantitativa

Sete dias de evolucdo — Ao final desse periodo, todos 0s grupos mostraram
reepitelizacao limitada a periferia e ainda distante da area central das feridas, que se
mostraram recobertas por crosta de espessura variavel, formada por material
fibrinoneutrofilico e hemorragico. O leito das feridas estava ocupado por tecido de
granulacao jovem, caracterizado por uma matriz extracelular (MEC) frouxa, contendo
numerosos capilares sanguineos neoformados, fibroblastos jovens e uma grande
guantidade de infiltrado inflamatdrio composto por neutrofilos e macrofagos de

aspecto vacuolado (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Aspectos histologicos apos sete dias de evolucdo. Feridas recobertas por

crosta fibrinoneutrofilica (setas maiores) de espessura variavel. No leito das feridas,
tecido de granulacdo jovem com matriz extracelular (MEC) frouxa contendo
numerosos capilares sanguineos neoformados (setas menores), neutréfilos,
macréfagos vacuolados e fibroblastos jovens. Grupo CN (A, B); grupo CP (C, D); grupo
EEPI (E, F); grupo FMPi (G, H); grupo FAPi (I, J). A, C, E, G, I: H.E., 100x. B, D, F, H,

J: H.E., 400x.
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Fonte: Autores, 2024.

Quatorze dias de evolucdo — Nessa fase, o grupo CN néo exibia reepitelizacéo
da érea central das feridas. Em compensacéo, a MEC se apresentou densa, contendo
fibroblastos delgados de aspecto maduro dispostos em feixes compactos. Macréfagos
e capilares sanguineos foram raramente encontrados. No demais grupos, a epiderme
neoformada recobria parcial ou totalmente as lesdes. A MEC se mostra frouxa,
contendo capilares sanguineos, neutrofilos e macréfagos vacuolados em nuamero

ainda elevado (Figura 4.10).

Figura 4.10 Aspectos histolégicos apds quatorze dias de evolug¢do. No grupo CN (A
e B), a reepitelizacdo ainda ndo alcanca a area central das feridas. A derme mostra
MEC densa, contendo fibroblastos maduros, raros capilares sanguineos e

macroéfagos. Nos grupos CP (C, D), EEPI (E, F), FMPi (G, H) e FAPI (I, J) a epiderme
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neoformada (setas maiores) recobre parcial ou totalmente as lesbes; capilares
sanguineos (setas menores), neutrofilos e macréfagos vacuolados estdo presentes

em numero consideravel. A, C, E, Ge l: H.E., 100x. B, D, F. H e J: H.E., 400x.
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Fonte: Autores, 2024.

Vinte e um dias de evolucdo. Em todos os grupos ocorreu reepitelizacéo das
feridas. No grupo CN, a MEC se mostrou densa e de aspecto fibrilar, contendo
fibroblastos maduros e raros capilares sanguineos e macréfagos. Nos demais grupos,
a MEC apresentou densidade variavel, contendo numerosos capilares sanguineos,

além de infiltrados focais de macrofagos vacuolados. (Figura 4.11).

Figura 4.11 Aspectos histologicos apoés vinte e um dias de evolugéo. Todos 0s grupos
exibem epiderme neoformada (setas maiores) recobrindo totalmente a ferida. No
grupo 1 (A, B), a derme contém fibroblastos maduros e raros capilares sanguineos.
Os grupos 2 (C, D), 3 (E, F), 4 (G, H) e 5 (I, J) mostram numerosos capilares
sanguineos (setas menores) e infiltrados focais de macrofagos na MEC. A, C, E, G e

I: H.E., 100x. B, D, F. H e J: H.E., 400x.
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Fonte: Autores, 2024.

Os resultados descritos acima, revelou que os grupos tinham aspectos muito
semelhantes apos 7 dias, caracterizando-se por feridas recobertas por material
fibrinoneutrofilico, MEC (derme) frouxa e reepitelizacdo limitada. Ap6s 14 dias, os
grupos CP, EEPi, FMPi e FAPi evidenciaram uma reepitelizacdo mais acelerada,
guando comparados ao Grupo Controle Negativo. Aos 21 dias de evolucéo, todos os
grupos apresentaram caracteristicas similares, como reepitelizacdo completa e
madura; a derme se mostrou com densidade variavel e organizada e apresentando
alguns capilares sanguineos. Portanto, os resultados indicam que, no modelo
experimental utilizado, o tratamento com os cremes do extrato e fracdes da P. insignis,
aumentou, significativamente, o efeito na reepitelizacdo, quando comparado com o
grupo CN. No entanto, nesse estudo qualitativo, 0S mesmos grupos ndo mostraram
melhora significativa em termos de reducdo da inflamagdo, com a presenca em
guantidade consideravel, em 14 e 21 dias, de células inflamatérias. Essa falta de
melhora pode ser atribuida a baixa permeacéo cutanea dos flavonoides identificados
em nosso estudo com a Predicao ADMET.

Esses resultados corroboram com os estudos de SANTOS JUNIOR e

colaboradores (2010)!*°, onde analisou a cicatrizacdo de feridas cutaneas tratadas
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com a banha de bacuri. Em seus resultados pode-se observar que grupo tratado com
a banha do bacuri, no periodo de sete dias, a crosta mostrou-se exuberante, e com
tecido conjuntivo subjacente contendo intenso infiltrado de polimorfonucleares
neutroéfilos e com neovascularizacdo moderada. No periodo de 14 dias o grupo tratado
com a banha de bacuri, no mesmo periodo, houve uma reducdo da crosta,
permanecendo com presenca de polimorfonucleares, neutréfilos. O tecido conjuntivo
subjacente apresentou atividade fibroblastica intensa com formacdo de fibras
coldgena desorganizadas. Vale ressaltar que seu estudo o tratamento ocorreu em 4,
7 e 14 dias.

Varios mecanismos estao envolvidos na promocao da cicatrizacao de feridas.
Os remédios naturais podem auxiliar neste processo reduzindo a formacdo de
cicatrizes. Compostos bioativos com efeitos antimicrobianos, antioxidantes e anti-
inflamatérios, como os flavonoides identificados em nosso estudo, ajudam a prevenir
infeccbes no local da cicatriz, aceleram a coagulacdo sanguinea e promovem a
cicatrizacao de feridas.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) causam danos as células e
desempenham um papel crucial no inicio da resposta natural de cicatrizacdo de
feridas. Assim, compostos com acdo antioxidante reduzem os danos dos tecidos por
contribuirem para a neutralizacdo das ROS, abundantes no local da ferida e que em
excesso prejudicam a cicatrizacdo.?%1?! Eles previnem danos causados por radicais
livres a outras moléculas vitais, como proteinas ou DNA, ativando uma cascata de
reacdes que convertem ROS em moléculas mais estaveis e reduzem 0s niveis ndo
toxicos de ROS para proteger os tecidos.'?? Para estimular a cicatrizacéo eficaz de

feridas, € importante proteger os tecidos da infeccdo e ativar os sinais de
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sobrevivéncia das células.'?®> Os antioxidantes sdo mantidos nos tecidos da ferida e
ajudam a melhorar o processo de cicatrizacao.

Segundo estudos de NECIP (2023)%4, relacionado a acdo antioxidante e
cicatrizante de feridas da mucosa oral que foi investigado usando incubagéo de extrato
aquoso de propolis (PWE) , mostrou que a galangina teve uma forte atividade de
eliminacéo de radicais livres, o qual foi avaliado usando métodos de DPPH, ABTS e
poder redutor de metais com BHA, BHT e trolox como controles. Foi observado que
galangina obteve resultados préximos aos antioxidantes padrdes , mostrando ser um
excelente antioxidante. A pinobanksina , outro composto identificado no PWE, também
apresentou uma atividade de eliminagdo de radicais livres consideravel. Esses
resultados corroboram com nosso estudo, j& que esses compostos também foram
identificados no extrato e fracdes da P.insignis, e por terem essa acao antioxidante,
podem contribuir para acelerar o processo de cicatrizagao.

O TGF-beta (fator de crescimento transformador beta), € uma citocina
importante para o reparo e a regeneracao tecidual, pois estimula os fibroblastos a
sintetizarem colageno e outras proteinas estruturais da matriz extracelular. Ele
impulsiona os fibroblastos a sintetizar colageno tipo 1 e a se transforarem em
miofibroblastos, ricos em actina e miosina, que estdo envolvidos no processo da
contracdo da ferida.*?®> Alguns estudos mostram que os flavonoides podem influenciar
positivamente o TGF-, modulando a sua agao , ajudando assim a potencializar essa
funcdo de sintese de colageno. GOMES et al, (2018)1%%; mostrou em seus estudos
gue o uso de uma membrana bioativa de gelatina contendo naringenina (GEL/NAR)
sobre a cicatrizagdo em um modelo de feridas cutaneas abertas em roedores,

provocou uma maior vascularizacdo e deposicdo de
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fibroblastos quando comparado aos outros grupos, acelerando a formagéo do tecido
de granulacdo através de uma possivel deposicdo de colageno e atividade dos
miofibroblastos. Esse resultado corrobora com nossos estudos, ja que flavonoide
naringenina foi um dos compostos identificado no extrato e fragdes P. insignis.

A analise histologica das laminas confeccionadas com os materiais de pele dos
animais submetidos aos procedimentos experimentais e coradas com H.E, nos
permitiu ainda, a identificacdo e quantificacdo de células mononucleares,

polimorfonucleares e células fibroblasticas, como é mostrado na figura 4.12.

Figura 4.12 (A) Células mononucleares no 6rgao lesionado. Animais tratados por 14
dias. Os valores mostram que ha uma diferenca significativa entre os grupos CN e
EEPI, e entre os grupos CN e FMPi, com uma reducao dessas células nos grupos
tratados. (B) Células polimorfonucleares no érgéo lesionado. Animais tratados por 14
dias. Nao ha diferenca significativa entre os grupos estudados. (C) Numero de
fibroblastos no 6rgdo lesionado. Animais tratados por 14 dias. Nao ha diferenca
significativa entre os grupos estudados. Os valores apresentados representam a
meédia = E.P.M. dos experimentos realizados (n = 6).*, estatisticamente significativo,

p<0,05. ANOVA seguida de Tukey.
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A avaliacdo da presenca de células mono e polimorfonucleares permite a
correlacdo da presenca dessas com o desenvolvimento do processo inflamatoério
inicial.''® As primeiras células circulantes a povoarem a area e as encontradas em
maior quantidade no processo inflamatério sdo os neutrofilos. Em seguida, os
macrofagos unem-se a esses com a funcdo semelhante de protecdo contra
microrganismos patégenos.t?’

O material celular mononucleado pode ser diretamente relacionado a presenca

de macrofagos. Espera-se que a relacdo entre essas células inflamatorias
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e numero de dias de tratamento seja inversamente proporcional. O avancar do periodo
poés-operatorio requer uma diminuicdo de células mononucleares, pois 0 processo
inflamatério, inicialmente essencial ao processo de cicatrizacao, € completado e novas
fases ganham prioridade, como a fibroplasia, deposicdo de matriz extracelular e
remodelacéo.?8

Os dados da avaliagdo quantitativa corroboram as andlises qualitativas,
mostrando que o tratamento de 14 dias apresenta uma maior proporcao de
fibroblastos no grupo CN em relacdo aos demais, e que a propor¢cdo de células
inflamatérias ainda se mantém elevadas em todos 0S grupos, essa percepcao
acontece quando se observa a propor¢ao de células inflamatérias (mononucleares e
polimorfonucleares) em porcentagens nos grupos estudados, figura 4.13.
Figura 4.13 Porcentagem de células inflamatérias no 6rgédo lesionado. Animais

tratados por 14 dias.

=]
=
|

I_i

[
[=]
1

I
G1 G2 G3 G4

Porcentagem de células inflamatérias
P
=
1
|

=
|

Fonte: Autores, 2024.

Analisando individualmente cada grupo celular, embora com um média de 40%
de células inflamatdrias, mostra que talvez os extratos utilizados ndo tenham a

absorcdo adequada ao ponto de contribuir com essa etapa do processo de



76

Capitulo 4 - Resultados e Discusséao

cicatrizacdo que é a diminui¢do do processo inflamatorio, e com isso hdo conseguiram
inibir a acdo o de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a (fator de necrose tumoral-
alfa), as interleucinas como IL-6 ou os leucotrienos, que podem contribuir para a
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular no local da inflamagéo, porém,
pode-se opinar que os grupos G3 (EEPi) e G4 (FMPi) obtiveram uma melhor resposta
anti-inflamatéria, e o grupo G5 (FAPI) reduziu um grupo de células importantes, 0s
polimorfonucleares, ja que esses s6 se apresentam na pele se forem recrutados por
meio de mediadores inflamatérios. Nesse intervalo de tempo, os animais dos grupos
FMPi e FAPi obtiveram um melhor resultado, observando o niamero de fibroblastos
associado a reducao de células inflamatorias, como mostrado na figura 13, o que pode
ser corroborado com os dados de regresséo da cicatriz no mesmo periodo nesses

grupos.

Figura 4.14 Mosaico de imagens da pele dos animais tratados por 14 dias. A —
Representa o grupo 1, tratado somente com o creme(CN); B — Representa o grupo
2, tratado com o medicamento colagenase (CP); C — Representa o grupo 3, tratado
com o creme EEPi; D — Representa o grupo 4, tratado com o creme da FMPi e E —
Representa o grupo 5, tratado com creme da FMPi. Seta preta indica fibroblasto; Seta
azul aponta célula inflamatéria; Seta branca remete a fibra colageno; Seta verde

aponta vaso sanguineo. Todas a imagens obtidas com o aumento de 10 x 40.



77

Capitulo 4 - Resultados e Discussao

S ‘/WG‘

o * L e
7

Fonte: Autores, 2024.

Assim, a utilizagdo do extrato etandlico e fragcdes das folhas da P.insignis
associados a creme hidratante, mostraram que contém substancias quimicas ativas
gue ajudaram na cicatrizacdo de feridas, ao qual, promoveu a maior deposicdo de

fibroblastos no tecido conjuntivo no periodo de 14 dias de tratamento. Essas células
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sdo responsaveis pela sintese de colageno, o principal agente no processo de
remodelacdo, capaz de conferir forca e qualidade a area reepitelizada.'?® O
crescimento populacional de fibroblastos ajuda a acelerar a cicatrizacao de feridas.
Além disso, apesar de constar uma quantidade de células inflamatorias no periodo de
14 dias, o tratamento com o creme da FMPi reduziu um grupo considerados de células
polimorfonucleares, indicando que essa associacdo atuou na reducdo do processo
inflamatério, de forma a contribuir para o processo de cicatrizagdo. A acdo anti-

inflamatéria desse produto pode ser associada a presenca de metabolitos secundarios

na composicao quimica da planta.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que os constituintes quimicos das folhas de P.
insignis apresentaram bons parametros farmacocinéticos, tais como a distribuicdo
pelos tecidos e por se ligarem fortemente as proteinas plasmaticas, além de
atenderem a Regra de Lipinski de forma bastante satisfatdria. Os cremes a base do
extrato etandlico e fracdes das folhas da P. insignis, apresentaram a capacidade de
inibicdo do crescimento para as bactérias S. aureus e E. coli (exceto no extrato) e para
espécie fungica Candida albicans, comprovando um efeito antibacteriano e
antifangico. Além disso, ndo apresentaram potencial irritante no teste de HET-CAM,
uma vez gque nenhum dos cremes apresentou coagulacdo e/ou lise de vasos, e com
uma ligeira irritacdo hemorragica, tendo um escore de irritacdo entre 1 e 4,9,
mostrando que nao houve efeito toxico.

Os cremes atuaram positivamente no processo de cicatrizacdo de feridas
cirurgicamente induzidas em ratos, evidenciado através de reducdo de areas das
feridas e na reepitelizagdo mais acelerada, quando comparados ao Grupo Controle
Negativo, principalmente, no periodo de 14 dias. O tratamento com o creme a base
da FMPi apresentou melhor resultado, pois mostrou uma diminuicdo das células
polimorfonucleares e um aumento de fibroblastos em comparagcéo aos outros grupos
no periodo de 14 dias. O estudo fitoquimico revelou a presenca de metabdlitos
secundarios alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, esteroides no extrato

etandlico das folhas de P. insignis. A analise por UPLC revelou a presenca, no
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extrato e fracBes, dos flavonoides naringenina, pinobanksina, pinocembrina e
galangina que possuem acdo antioxidante, na qual, ajudam a neutralizar os radicais
livres e reduzem o estresse oxidativo nas células da pele, criando um ambiente mais
propicio para a cicatrizagdo e a agdo anti-inflamatorio, evitando uma inflamagéo
excessiva ou prolongada que pode retardar a recuperacéo e causar complicacdes no
processo cicatricial.

Verifica-se, portanto, que o extrato e fragbes de P. insignis favorecem o
processo cicatricial, porém, o aparecimento de 40% de células inflamatérias em 14
dias, em todos os grupos, faz necessitar um estudo mais profundo, com énfase na
permeabilidade cutanea dos metabdlitos secundarios, para aumentar eficacia e a

utilizagéo da planta no tratamento de feridas.
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