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RESUMO

RIBERA, P.C. Efeito de uma espécie do género Varronia sobre a viabilidade
celular, atividade antimicrobiana, toxicidade dérmica aguda e o processo
de cicatrizacao (in vitro e in vivo). f.74. Dissertacado de Mestrado, Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para,
Belém, 2019.

LesBes teciduais, particularmente na pele, resultam em danos a estruturas,
camadas e linhagens celulares por toda sua extensdo. Nessas condicdes, a
cicatrizacdo € o processo fisiolégico responsavel pela reparacdo do tecido. A
inflamacéo é uma etapa importante no reparo tecidual e, portanto, um forte alvo
para estudos clinicos. A espécie Varronia multispicata é usada popularmente
para o tratamento de contusdes, sendo evidenciado recentemente efeitos anti-
inflamatorios e analgésicos. O presente trabalho visou investigar o efeito do
extrato aquoso das folhas de Varronia multispicata (VARO1) na viabilidade
celular, atividade antimicrobiana, toxicidade dérmica e cicatrizacao in vitro e in
vivo. In vitro foi avaliado a viabilidade celular e a cicatrizacdo em fibroblastos
murinos da linhagem BALB/c 3T3 e a acdo antimicrobiana pela determinacédo de
concentragdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima. In vivo foi
realizado o teste de toxicidade dérmica usando ratos Wistar fémeas (grupo
salina, 100mg/ml, 200mg/ml e 1000mg/ml do VARO1) e avaliagdo do processo
de cicatrizacdo usando camundongos Mus musculus (grupo sham, controle
negativo, tratado (creme VARO1 10%) e controle positivo (Dersani®). In vitro o
VARO1 manteve as células viaveis no periodo de 24h, com reducdo de
fibroblastos no tempo de 48h na concentracdo de 500 pg/ml, aumentou a
contracdo da lesdo em fibroblastos e ndo apresentou atividade antimicrobiana.
In vivo o0 VARO1 ndo promoveu morte ou mudangcas comportamentais, nao
apresentou perfil irritativo, n8o causou alteracées sobre o consumo de agua e
racdo, ganho de peso, peso relativo e analise histolégica dos 6rgaos. O VARO1
mostrou reducdo nas concentracfes séricas de fosfatase alcalina e TGO no
grupo tratado com 100 mg/ml quando comparado como grupo controle e, em
contrapartida um aumento significativo de concentracées de TGP no grupo de
200 mg/ml em relagdo ao controle. O extrato, portanto, evidencia-se seguro e de
baixa toxicidade, mostrou- se promissor no processo de regeneracao tecidual
com possivel modulacdo na via inflamatéria, sendo um resultado estimulante
para a realizacdo das etapas seguintes de avaliacdo de atividade biolégica e
elucidacao sobre o processo de cicatrizagéo.

Palavras—chave: atividade antimicrobiana, cicatrizagdo, produtos naturais,

toxicidade, V. multispicata, viabilidade celular.



ABSTRACT

RIBERA, P.C. Effect of a species of the genus Varronia on cell viability,
activity antimicrobial, acute dermal toxicity and the wound healing process
(in vitro and in vivo). p.74. Master's Degree Thesis, Postgraduate Program in
Pharmaceutical Sciences, Universidade Federal do Para, Belém, 2019.

Tissue damage, particularly to the skin, results in damage to cell structures,
layers, and lineages to the fullest extent. Under these conditions, wound healing
is the physiological process responsible for tissue repair. Inflammation is an
important stage in tissue repair and; therefore, a strong target for clinical studies.
The species Varronia multispicata is popularly used for the treatment of bruises,
with recently discovered anti-inflammatory and analgesic effects. The present
work aimed to investigate the effect of aqueous extract of Varronia multispicata
leaves (VAROL1) on cell viability, antimicrobial analysis, dermal toxicity, and in vitro
and in vivo healing. In the in vitro assays, there were evaluated the cell viability
in BALB/c 3T3 murine fibroblasts, the antimicrobial action by the microdilution
method for determination of minimum inhibitory concentration and petri dish
culture technique for the minimum bactericidal concentration. Healing assays
were performed in cultured fibroblast monolayers. For in vivo assays in the
dermal toxicity test, female Wistar rats were used and divided into the following
groups: saline, 100mg/ml, 200mg/ml, and 1000mg/ml of VARO1; as for healing
evaluation, Mus musculus mice were used and divided into 4 groups: sham,
negative control, treated (VARO1 10%), and positive control (Dersani®). V.
multispicata kept the cells viable for 24h, with reduction of fibroblasts in the 48h
period at a concentration of 500 pg/ml. It showed no antimicrobial activity,
presented in vitro and in vivo injury contraction capacity, did not promote death
or behavioral changes, did not cause changes in water and feed intake, weight
gain, relative weight, and organ histological analysis, showed a reduction in
alkaline phosphatase concentrations in the group treated with 100 mg/ml extract
when compared as control group. It was also revealed a reduction in alanine
aminotransferase levels in the 100 mg/ml extract-treated group when compared
to the control group. However, a significant increase in TGP concentrations was
found in the 200 mg/ml group when compared to the control group. While
assessing the degree of irritation, VARO1 did not show an irritant profile when
administered acutely topically. Therefore, the extract is safe and of low toxicity,
promising in the process of tissue regeneration with possible modulation in the
inflammatory pathway, being a stimulating result for the following steps of
biological activity evaluation and elucidation of the healing process.

Keywords: antimicrobial activity, natural products, toxicity, V. multispicata,
wound healing.
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1 INTRODUCAO

LesOes teciduais, particularmente na pele, resultam em danos a
estruturas, camadas e linhagens celulares por toda sua extensdo. Nessas
condicles, a cicatrizacao € o processo fisioldgico responsavel pela reparacéo e
recuperacédo da integridade e funcéo do tecido. Seu processo ocorre em fases
sobrepostas e distintas, a saber: a hemostasia, a inflamacédo, a proliferagéo
celular e a remodelacéo tecidual (SHAW e MARTIN, 2009; REINKE e SORG,
2012).

A demora no mecanismo de reparo de feridas, promovida por eventos
patologicos paralelos, podem desencadear um estado de reacdo inflamatéria
descontrolada e evoluir para uma condicdo cronica. Desta forma, resulta em
novas morbidades e no comprometimento da salude e qualidade de vida do
paciente. Entre as fases do processo de cicatrizacao, a inflamacéo é uma etapa
importante no reparo tecidual e, portanto, um forte alvo para estudos clinicos
(MENKE et al, 2007; PEREIRA et al, 2013; BLASSAN et al, 2014; PERINI et al,
2015).

Atualmente, existem varias especialidades farmacéuticas como géis,
cremes e pomadas que tem demonstrado eficicia clinica na terapia de
cicatrizacdo. No entanto, estas apresentam limitacées quanto ao custo elevado,
a baixa aderéncia ao local da lesé@o e a capacidade de formar novos tecidos de
qualidade (YOUNG e McNAUGHT, 2011; PEREIRA et al, 2013).

Na busca por alternativas inovadoras, as plantas sdo importantes fontes
de constituintes bioativos. Sua prospeccado deve ser realizada a partir do
conhecimento de comunidades tradicionais preservadas quanto a utilizacao para
o tratamento topico de feridas ou aspectos semelhantes (BALEKAR et al, 2012).

Apesar do amplo conhecimento popular, pouco se sabe sobre a toxicidade
ou eficacia de grande parcela das espécies vegetais utilizadas na intervencao ou
prevencdo de doencas. Este fato reforca a necessidade de extensivas
investigagbes que caracterizem sua seguranca e verifique a eficicia
relacionadas as alegacoes de efeito (BALLABH et al.,2008; ADETUTU et al.
2011; BLASSAN et al, 2014).
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Entre as plantas de ocorréncia Amazbnica, as espécies do género
Varronia, o qual pertence a familia Cordiaceae, sdo predominantes de zonas
tropicais e subtropicais. Sdo popularmente utilizadas como fonte de tratamento
de vérias patologias que afetam o organismo humano devido suas propriedades
anti-inflamatorias, antimicrobianas, analgésicas, antioxidante, anti-helmintica e
diurética (BAYEUX et al. 2002; NOVAIS et al. 2003; ARREBOLA et al., 2004;
MEDEIROS et al. 2007; SHARMA e ASATI, 2010; MATIAS et al, 2015.).

A espécie Varronia multispicata (Cham.) Borhidi (sinébnimo Cordia
multispicata) é popularmente utilizada para o tratamento de contusdes e
problemas do trato respiratério (AMOROZO e GELY, 1988; KUROYANAGI et al,
2001), tendo sido evidenciado recentemente que é dotada de propriedades
antinociceptiva, anti-inflamatoria e antiedematogénica, em modelos animais
(LOPES, 2017).

Nesse contexto, o presente estudo se propde a investigar a influéncia do
extrato aquoso das folhas de Varronia multispicata (Cham.) Borhidi sobre o
processo de cicatrizacdo, além de avaliar sua seguranca para aplicagcéo tdpica,

de forma a contribuir com conhecimento terapéutico sobre a espécie
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Processo de Cicatrizagao

A pele é o maior 6rgédo anatémico normal do corpo humano, constituindo-
se como uma barreira natural a entrada de organismos invasores. A ocorréncia
de lesdes que comprometam a sua integralidade epitelial e capacidade de
protecdo, abrem espaco para graves processos patolégicos. Como resposta a
agressao, sdo desencadeados eventos espontaneos que  visam
reestabelecimento da homeostasia, a cicatrizacdo (VENUS et al, 2010; PERINI
et al, 2015; ARTEM ATAIDE et al, 2018; DENG et al, 2018).

7

A cicatrizacdo € o processo fisioldégico responsavel pela reparacao e
recuperagdo da integridade e fungdo de um tecido lesionado. Uma ferida,
particularmente na pele, resulta em danos a estruturas, camadas e linhagens
celulares por toda sua extensédo. O organismo, em resposta imediata ao insulto
inicial, desencadeia complexas vias celulares e extracelulares de uma maneira
regulada e coordenada, que interagem e desempenham um papel fundamental
na restauracdo da integridade tecidual. (VELNAR et al., 2009; BLASSAN et al,
2014).

O desenvolvimento de um novo tecido envolve fatores celulares e
humorais, tais como: células inflamatorias, proteinas plasméticas, tecido
endotelial e mediadores quimicos. As interacdes entre esses componentes
bioldgicos ativam as etapas de cicatrizacao e estimulam uma resposta fisiolégica
coordenada e sobreposta. Estas, por sua vez, proporcionam a hemostasia
imediata apds a lesao e inicia os processos inflamatérios, proliferacdo celular e
remodelacéo tecidual (JANIS et al, 2006; SHAW e MARTIN, 2009; REINKE e
SORG, 2012; YEH et al, 2017).

2.1.1 Hemostasia

7

O sistema hemostéatico € a primeira fase envolvida no processo de
reparacao e € iniciada imediatamente apds o surgimento da ferida (FIGURA 1).
ApoOs a ruptura dos vasos sanguineos e o extravasamento de fluidos para o

espaco lesado, ocorre a liberacdo e ativacdo de compostos que promovem uma
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vasoconstricdo para o controle da hemorragia. Os principais componentes
envolvidos nessa fase séo as plaquetas, o endotélio e as proteinas plasmaticas.
Estas ultimas atuam na agregacéao plaquetéaria e deposicéo de coagulo de fibrina,
formando uma barreira fisica vascular (JANIS et al, 2006; VELNAR et al, 2009;
REINKE e SORG, 2012; ZHU et al, 2018).

A agregacdo plaquetaria acontece com a exposicdo do colageno na
camada subendotelial apdés dano vascular. As plaquetas adquirem uma
superficie pro-hemostética, que favorece a interacdo com o colageno e 0s
componentes da matriz extracelular (MEC). Este processo produz uma matriz
plaquetéria provisoéria, que atua como estrutura de suporte para a migracao de
leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos. As plaquetas ativas,
entdo, agregam-se formando pontes de fibrinogénio e a formacdo do tampéo
plaquetéario rico em fibrina, que reestabelece a hemostasia (SHAW e MARTIN,
2009; REINKE e SORG, 2012; VERSTEEG et al, 2013).

Figura 1 - Fases da cicatrizagdo: hemostasia e inflamacao.

Pelos

% | Células
Derme epiteliais
o
Camada Fibroblastc
subcutanea

Fonte: Adaptado de Gurtner et al., 2008.
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As plaquetas tém um papel crucial no processo de cicatrizacdo e sao
fontes de multiplos fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator transformador de crescimento-B1 (TGF-(), fator de
crescimento de fibroblasto basico (FGF) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). Estes fatores estimulam o recrutamento e quimiotaxia de
neutrofilos, macrofagos e fibroblastos para a ferida. Estimulam também a sintese
de colageno, favorecem a formacdo de miofibroblastos e promovem a
angiogénese (GURTNER et al, 2008; SHAW e MARTIN, 2009; PEREIRA et al,
2013).

Tanto o coagulo de fibrina, quanto as plaquetas e as células leucocitarias
infiltradas liberam mediadores que continuam a regular a cascata de cura e ativar
o processo inflamatério. As principais citocinas secretadas e que participam das
fases seguintes de reparacao cicatricial sdo o fator de necrose tumoral — a (TNF-
a), a interleucina 1B (IL-1B) e interleucina — 6 (IL-6). A vasoconstricdo é entédo
seguida de vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, facilitando a
entrada de células inflamatdrias no espaco lesionado ao redor da ferida (YOUNG
e McNAUGHT, 2011; REINKE e SORG, 2012; MAQUART e MONBOISSE,
2014).

2.1.2 Inflamacao

Uma segunda resposta a lesédo, e que esta intimamente ligada a fase
anterior, € a inflamacao (FIGURA 1). Esta é caracterizada pela vasodilatacao,
exsudacdo de liquidos, liberacdo de mediadores quimicos e infiltracdo
intensificada de células inflamatérias (neutrofilos, macréfagos e linfécitos) para
a regido cicatricial. Esses processos sao ativados e amplificados por uma série
de fatores intracelulares e extracelulares que coordenam fortemente a
inflamacéo e tornan-se essenciais na cicatrizagcdo, no ataque contra agentes
patogénicos invasores e remocao de tecido morto (PRISTO, 2012; YEH et al,
2017).

Na fase inflamatéria inicial, os neutréfilos sdo as primeiras células de
defesa a serem recrutadas para o leito da ferida. Tal infiltrac&do ocorre a partir do
aumento da permeabilidade vascular, através da parede endotelial. Este
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processo é comandado por sinalizadores quimiotaticos, como a ativagdo do
sistema complemento, liberacdo de mediadores quimicos pelas plaquetas,
produtos de degradacao bacteriana e TGF-f (JANIS et al, 2006; GURTNER et
al, 2008; SHAW e MARTIN, 2009; VELNAR et al, 2009; YEH et al, 2017).

No processo inflamatdrio, os neutrofilos tém a funcéo de eliminar agentes
invasores e remover particulas estranhas por fagocitose. Atuam também
liberando substancias tdxicas, tais como enzimas proteoliticas e espécies
reativas de oxigénio (EROS), e mediadores, como TNF-q, IL-1( e IL-6, que agem
como agentes quimioatrativos para outras células envolvidas na fase
inflamatoria. Ao completar sua tarefa, os neutréfilos sofrem apoptose e séo
fagocitados pelos macréfagos (SHAW e MARTIN, 2009; REINKE e SORG, 2012;
OTTERCO et al, 2018).

Durante a fase tardia da inflamagcdo, os mondcitos sdo as células
predominantes, que ao entrar em contato com o tecido lesionado s&o
diferenciados em células fagociticas, os macrofagos. Seu recrutamento para a
zona de ferida ocorre em resposta a fatores de crescimento (TGF-B1, PDGF),
leucotrienos B4, componentes do complemento e produtos da degradacao da
MEC. O pico de infiltragdo se d& entre 48 e 72 horas apds o inicio do processo
de cicatrizacdo, tendo os macréfagos uma vida Gtil mais longa que os neutrdfilos
(JANIS et al, 2006; SHAW e MARTIN, 2009; BUDOVSKY et al, 2015; YEH et al,
2017).

Os macrofagos sdo fundamentais para o0s estagios mais tardios da
resposta inflamatoria. Isto porque participam da promoc¢édo e resolucdo da
inflamacédo, atuando como células apresentadoras de antigenos e removedores
de células apoptéticas e corpos estranhos. Operam ainda dando suporte a
restauracdo do tecido pela liberacdo de colagenase, TGF-B e fatores de
crescimento (EGF, FGF, PDGF e VEGF), que promovem a proliferacao celular,
estimulacdo da angiogénese e sintese de componentes da MEC (JANIS et al,
2006; MOSSER e EDWARDS, 2008; YOUNG e McNAUGHT, 2011).
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2.1.3 Proliferacao celular

Assim que a resposta inflamatéria € equilibrada, inicia a terceira etapa
envolvida no processo de cicatrizacdo, a proliferacéo celular ou fase fibroblastica
(FIGURA 2). Esse estagio é descrito pela migragéo e proliferacéo de fibroblastos,
células endoteliais e queratinécitos; deposicao de colageno, restauracéo da rede
vascular e MEC recém-formada, que substitui a matriz provisoéria de fibrina, com
formacdo de tecido de granulacdo. Nessa fase também estdo envolvidas células
inflamatodrias e hemostéticas, mediadores quimicos e os fatores de crescimentos
(VELNAR et al, 2009; YOUNG e McNAUGHT, 2011).

Figura 2 - Fases da cicatrizag&o: proliferacéo celular.
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Fonte: Adaptado de Gurtner et al., 2008.

Devido ao comprometimento vascular no centro da ferida, a angiogénese,
gue acontece concomitante as fases de regeneracao, é necessaria para fornecer
nutrientes e oxigénio para a ferida e o novo tecido. Para tanto, as células
endoteliais respondem a varios fatores angiogénicos, incluindo TGF-p1, PDGF,
FGF, VEGF, que séo liberados por plaguetas, queratindcitos, fibroblastos e
macréfagos (BALBINO et al. 2005; OTTERCO et al, 2018).
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Apods o estimulo, as células proliferam e migram para a regido danificada,
apoiando o crescimento capilar ao longo da ferida e o aparecimento do tecido
cicatricial de granulacdo, que serve de suporte aos estagios posteriores do
processo de reparo (REINKE e SORG, 2012).

Os fibroblastos séo as principais células do tecido de granulacdo e, em
resposta aos mediadores como TGF-31, PDGF, TNF- a e IL-1 s&o ativados e
recrutados das margens da leséo para o local da ferida. Os fibroblastos também
expressam suas proprias citocinas e fatores de crescimento com objetivo de

melhorar a quimioatracdo de mais células para a regido (LI e MAITZ, 2018).

Ao povoar o novo tecido, os fibroblastos iniciam o processo de producao
e secrecdo proteinas componentes da MEC, como a fibronectina, acido
hialurénico, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e fibras de colageno tipo | e lll.
Juntos, estes elementos representam a base para a nova matriz do tecido
conjuntivo e conferem forca a pele. (MAQUART e MONBOISSE, 2014; YEH et
al, 2017).

Uma vez que a matriz é estabelecida, os fibroblastos se diferenciam em
células contrateis, os miofibroblastos, pela agdo de macréfagos. Essa mudanca
permite que eles se liguem as proteinas ao redor (fibronectina e colageno) e
auxiliem na aproximacdo das bordas da lesdo. Através da interacdo entre a
actina e miosina, que puxam 0s corpos celulares mais proximos, ocorre a
contracdo da ferida. Desta forma, os fibroblastos e miofibroblastos
desempenham papéis importantes na fase de reparo, pois promovem juntos a
formacéo da nova MEC, o que favorece ainda mais a migracao celular (PRISTO,
2012).

Ao final da fase proliferativa ocorre a epitelizacao, processo que cobrird a
superficie da lesdo. Pela estimulacdo de citocinas e fatores de crescimento
ocorrerd a maturacdo e migracao dos queratindécitos (células epiteliais) a partir
das margens da ferida até que ocorra o fechamento da regido e ligacdo com a
matriz abaixo. Desta forma, € entéo restaurada a barreira de protecéo do epitélio
contra invasores (SPIEKSTRA et al, 2007; LI e MAITZ, 2018).
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2.1.4 Remodelacéao tecidual

Como etapa final da cicatrizacdo, ocorre a remodelacédo tecidual, que é
responsavel pelo amadurecimento do novo epitélio (FIGURA 3). Este
remodelamento prosseguird até que a composicdo e propriedades do novo
tecido sejam proximas aquelas do tecido saudavel (BALBINO et al. 2005).

O objetivo final do processo de cicatrizacdo é a regeneracédo do tecido
sem formacédo de cicatrizes e com aumento da forca de tensdo. Durante este
estagio, todos os processos ativados apés a lesdo diminuem e cessam, com
prevaléncia principal de coldgeno e algumas proteinas da MEC (YOUNG e
McNAUGHT, 2011; REINKE e SORG, 2012).

Figura 3 — Fases da cicatrizacdo: remodelacgéo tecidual.
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Fonte: Adaptado de Gurtner et al., 2008.

O colageno, sintetizado pelos fibroblastos e miofibroblastos, € o principal
constituinte do tecido cicatricial. Sua producdo aumenta ao longo da ferida, suas
fibras sdo alinhadas e seus feixes sofrem aumento de diametro. A substituicao
do colageno do tipo lll, produzido na fase proliferativa, pela deposicdo do
colageno do tipo I, mais forte. (STRONCEK et al, 2009).

A enzima colagenase (metaloproteinase), produzida pelos macréfagos e

fibroblastos, sdo as responsaveis pela degradacdo das fibras de colageno
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imaturas e ndo funcionais. A organizacgdo total € alcancada durante os estagios
finais da fase de remodelacdo (GURTNER et al, 2008).

Com o acumulo de colageno, os vasos sanguineos reduzem a sua
densidade, a concentracdo de fibroblastos, miofibroblastos e macrofagos
decaem gradualmente por apoptose, componentes da MEC como o acido
hialurénico e a fibronectina séo degradados e os proteoglicanos aumentam sua
quantidade. O tecido de granulacdo amadurece para formar a cicatriz e a
resisténcia a tracdo da ferida aumenta progressivamente em paralelo com a
formacéo do colageno (REINKE e SORG, 2012; BLASSAN et al, 2014).

2.2 Agentes cicatrizantes

No tecido sadio 0 processo de regeneracéo ocorre de maneira ordenada,
culminando na reparacao de tecidos danificados. Entretanto, um processo de
cicatrizacdo inapropriado, pode envolver fatores intrinsecos ou extrinsecos que
interferem negativamente na capacidade de restauracdo anatomo-funcional do
tecido, bem como o atraso no reparo da ferida e contribuem com o risco de
contaminagao por agentes infecciosos. Esses fatores podem afetar diretamente
as fases responsaveis pelo processo de cicatrizacdo, como destaque a fase
inflamatoria. (ZHU et al, 2018; THAKUR et al, 2011; ATAIDE et al, 2018).

Apesar de a inflamacdo aguda desempenhar um papel benéfico na
cicatrizacéo, reacdes inflamatodrias exacerbadas elevam descontroladamente os
niveis de citocinas. Esta condicdo pode gerar uma resolucédo inadequada da
ferida, danos extensos aos tecidos, atraso nas etapas de regeneracao e até o
desenvolvimento de uma ferida crénica. Trata-se de um fator etiolégico comum
para diversas doencas que afetam a saude e a qualidade de vida do paciente
(MENKE et al, 2007; PEREIRA e BARTOLO, 2016; YEH et al, 2017; XU e HSIA,
2018).

Diante da complexidade do processo de reparo, varias alternativas
terapéuticas tém sido desenvolvidas. Os agentes cicatrizantes sdo compostos
que idealmente devem melhorar uma ou mais fases de cicatrizacdo sem efeitos

colaterais deletérios. Entre esses encontram-se hidropolimeros, hidrogéis,
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pomadas, acupuntura, curativos e enxertos (SUMITRA et al, 2005; SMITH et al,
2017; ATAIDE et al, 2018; OTTERCO et al, 2018; ZHU et al, 2018).

Embora existam estratégias clinicamente eficazes, estas apresentam
limitagcOes relevantes que prejudicam a regressdo da lesdo, como maior
frequéncia na troca de curativos, risco de contaminacdo, prevaléncia de
morbidade, vascularizacdo inadequada, baixa aderéncia ao leito da ferida,
incapacidade de reproduzir apéndices cutaneos e altos custos de fabricacdo
(YOUNG e McNAUGHT, 2011; PEREIRA et al, 2013, PERINI et al, 2015; XU e
HSIA, 2018).

A busca por novos produtos capazes de otimizar o processo cicatricial,
melhorar a qualidade do tecido, e que interfiram de forma positiva nas etapas de
cicatrizacdo com boa relagdo custo-beneficio tem crescido nos dltimos anos
(HOUSE, 2015; PERINI et al, 2015).

2.3 Produtos naturais e cultura medicinal

No inicio da colonizagéo brasileira, os europeus notaram a importancia da
cultura medicinal indigena com tratamento de doencas a partir de remédios
naturais. Esses produtos oriundos da natureza utilizados como fontes medicinais
vinham em grande parte de preparacbes a base de plantas e ervas,
demonstrando a importancia dessa terapia alternativa e sua eficacia (PINTO et
al, 2002; VIEGAS JR. et. al., 2006).

O Brasil é um pais rico em sua flora tropical, sobretudo na regido
Amazonica considerada uma das maiores floresta do planeta, essa diversidade
natural possui uma valiosa fonte etnofarmacolégica e um enorme potencial de
novos farmacos, tendo como guia 0s conhecimentos e praticas tradicionais
repassados pelos indigenas e que tem durado por geracdes. Na terapéutica
tradicional, conhecida também como alternativa, inUmeras espécies de produtos
naturais sdo aplicadas para tratar patologias e prevenir doencas (BARREIRO e
BOLZANI, 2009; DUTRA et al, 2016).

O uso de plantas na medicina permanece ao longo do tempo e tem

crescido, devido elas serem agentes promissoras que oferecem substancias
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biologicamente ativas que ajudam no tratamento de doencgas, sendo largamente
preferidas devido a sua ampla disponibilidade, baixa toxicidade e sua eficacia
como preparacdes brutas. Substancias naturais que possuem em sua
composi¢cdo quimica metabdlitos secundarios como alcaloides, terpendides e
flavonoides s&o descritos na literatura como compostos cicatrizantes devido
seus potentes efeitos anti-inflamatoria, antimicrobiano e antioxidantes (SHARMA
et al, 1990, SUGUNA et al, 2002; SUMITRA et al, 2005; ANNAN et al, 2008;
SHIVHARE et al, 2010; MATIAS et al, 2013; PERINI 2015).

Na natureza, as plantas tém sido um dos alvos de interesse cientifico em
pesquisas farmacologicas como estratégia de descobrir novas opcbes de
tratamento medicamentoso e o desenvolvimento de produtos fitoterapicos,
isolamento de substancias bioativas e farmacos sintéticos. A literatura relata que
cerca de 250 produtos naturais que estavam em estudo, aproximadamente 80%
eram oriundos de plantas medicinais. Na terapéutica atual muitos produtos
acabados de fontes naturais estao disponiveis e sdo aplicados na pratica clinica,
no entanto apesar do facil acesso a esses medicamentos, parte significativa da
populacdo ainda ndo consegue custear tais produtos e optam para o tratamento
tradicional a base de plantas. (VIEGAS JR. et. al., 2006; HARVEY, 2008;
REUTER et al., 2009; MATIAS et al, 2013; LORDANI et al, 2018).

Na busca por novos produtos com atividade bioldgica e entre as
alternativas da flora amazobnica, encontra-se o0 género Varronia P. Browne em
particular a Varronia multispicata (Cham.) Borhidi que pode ser uma espécie
promissora para o desenvolvimento de uma droga inovadora com constituintes

bioativos seguros e eficazes.

2.4 Familia Cordiaceae: género Varronia P. Browne.

A Cordiaceae é uma familia monofilética apoiada por dados moleculares
e morfologicos, com a presenca de um endocarpo indiviso, ramos estigmaticos
duplamente divididos e cotilédone plicado. Cordiaceae compreende atualmente
de trés géneros: Cordia L., ColdenialL. e Varronia P. Browne (TARODA e
GIBBS, 1986; GOTTSCHLING et al. 2005; MILLER, 2001, 2007; MILLER E
GOTTSCHLING, 2007).
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Durante anos alguns autores trataram Varronia P. Br. como uma sec¢éo de
Cordia L.. O nimero de espécies descritas de Cordia L. cresceu e a diversidade
morfolégica dessas espécies resultou em muitas opinides sobre quantos
géneros, subgéneros ou secdes deveriam ser reconhecidos. No entanto, néo
houve nenhum consenso sobre se Varronia ou as outras divisbes de Cordia L.
deveriam receber o nivel de género (MILLER, 2001, 2007; MILLER E
GOTTSCHLING, 2007).

Um estudo realizado por Gottschling (2001, 2005) gerou dados
moleculares correlacionados com os dados morfolégicos e palinologicos e
revelou que cerca de 100 espécies que foram reconhecidas como pertencentes
a secao Varronia, na verdade séo irmas do restante das espécies de Cordia L. e
sugeriu que a Varronia deveria ser considerada como um género distinto.

Baseados no estudo anterior alguns autores propuseram a integragéo do
género Varronia, 0 que permitiu a separacéo da secado Varronia de Cordia L. e
sua ascensdo ao nivel de género da familia Cordiaceae e que agora inclui
espécies como C. globosa, C. leucocephala, C. multispicata, C. verbanacea
(MILLER E GOTTSCHLING, 2007; MILLER, 2007).

As diferencas morfolégicas entre os géneros Cordia e Varronia consiste
nas folhas e inflorescéncias: arvores com inflorescéncia paniculada ou cimeiras
abertas, folhas de margem totalmente inteira em Cordia e arbustos com
inflorescéncia condensada, espatulada, pequena e compacta, folhas de margem
serrada em Varronia (MILLER, 2001, 2007; MILLER E GOTTSCHLING, 2007;
LAGE VIANA et al, 2016).

Esse novo género congrega cerca de 100 espécies neotropicais de
arbustos, com folhas serradas e inflorescéncias condensadas. No Brasil séo
reconhecidas até o momento a ocorréncia de 30 espécies do género Varronia P.
Br. Apesar do surgimento do novo género Varronia e 0 mesmo englobar varias
espécies antes pertencentes a Cordia L., muitos estudos cientificos ainda
adotam a denominacdo antiga Cordia (TARODA e GIBBS, 1986; STAPF e
SILVA, 2013).

Na medicina popular essas espécies sdo comumente usadas como fonte
de remédio e séo preparadas na forma de deccocgéo, extrato, chas, xaropes e
infusdo hidroalcoodlica. Entre as partes mais utilizadas como preferéncia

terapéutica, se encontram as folhas, casca do caule, frutos e sementes. As
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classes de substancias ja descritas no género Varronia sdo: flavonoides,
alcaloides, cardioguinonas, taninos, derivados fenilpropanoides e triterpenos
(AMOROZO e GELY, 1988; DE CARVALHO et al, 2004; THIRUPATHI, 2008;
OZA e KULKARNI, 2017).

As principais aplicagfes biologicas reportadas sdo como agentes
antiinflamatorios,  antihelmintico,  diuréticos, laxantes, antitussigeno,
antiedematogénicos, analgésicos, antioxidantes, antimicrobianos e cicatrizantes
(MENEZES et al. 2001; BAYEUX et al, 2002; ARREBOLA et al. 2004; DE
CARVALHO et al, 2004; SANTIAGO et al, 2005; SERTIE et al. 2005; FREITAS
et al, 2006; SOUZA, 2008; BARROSO et al, 2009; CORREIA DA SILVA et al,
2010; AL-MUSAYEIB et al, 2011; PIMENTEL et al, 2012; PERINI et al. 2015).

Entretanto, apesar dos estudos realizados com o género Varronia P. Br..
muitas espécies ainda precisam ser estudadas como possiveis alternativas
farmacoldgicas. Entre essas espécies encontrasse a Varronia multispicata

(Cham.) Borhidi, com poucas evidéncias cientificas para atividade bioldgica.

2.5 Varronia multispicata (Cham.) Borhidi
2.5.1 Descricado botanica

A planta Varronia multispicata (Cham.) Borhidi (sinbnimo Cordia
multispicata (Cham.) Linnaea) é um arbusto invasor de pastagens abandonadas.
A mesma possui flores dispostas com inflorescéncias densas, brancas,
pentaméricas e tubulares, com folhas de margem serrada (FIGURA 4). Seus
frutos séo vermelhos e carnudos e servem como alimento para aves e gado. De
origem nativa e espontanea, a V. multispicata € endémica no Brasil e esta
presente nas regides Norte, Nordeste, Centro oeste e Sudeste (FIGURA 5).
(FEUILLET, 2016, VIEIRA et al, 1994, 1997, MACHADO e LOIOLA, 2000;
KUROYANAGI et al, 2001, 2003; STAPF, 2015).
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Figura 4 — Ramo com folhas e inflorescéncias da Espécie vegetal Varronia multispicata (Cham.)

Borhidi.
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Figura 5 — Distribuicdo geogréfica da espécie vegetal V. multispicata no Brasil.
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Fonte: https://ferramentas.sibbr.gov.br/ficha/bin/view/especie/varronia_multispicata.

A espécie é classificada taxonomicamente de acordo com a TABELA 1.

Tabela 1 - Classificacao taxondmica da espécie vegetal Varonia multispicata.

CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Divisdo Angiospermae
Classe Dicotyledonea
Ordem Tubiflorae
Familia Cordeacea
Género Varronia P. Browne
Espécie Varronia multispicata (Cham.) Borhidi
Sinonimia botanica Cordia multispicata (Cham.) Linnaea
Nomes populares “Carucaa”, “maria-preta”, “cha de-Caboclo” e “cavarucad”

Fonte: do autor.
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2.5.2 Aspectos fitoquimicos e atividades biolégicas de Varronia

multispicata
2.5.2.1 Compostos quimicos

Estudos fitoquimicos elucidaram alguns constituintes de triterpenos. Da
fracdo acetato de etila do extrato metandlico obtidos das folhas resultou no
isolamento de seis novos derivados de triterpenos do tipo ursano e oleanano
(Cordiacetal A — B, Cordiacetal A — C e Cordianone), além de outros oitos
triterpenoides descritos na literatura e flavonoides. Em seguida, uma nova
triagem levou ao registro de triterpenos do tipo damarano, sendo descobertos
nove compostos de cardinois (Cardinol A — 1) e um composto de Cordialina A, ja
isolada na espécie C. verbenacea. (KUROYANAGI et al, 2001, 2003).

Compostos fendlicos e terpendides como trans-fitol (diterpeno), taraxerol
(triterpeno), 3',5-di-hidroxi-3,4',7- trimetoxiflavona, quercetina (flavonoides),
rutina, 5-hidroxi-3,4',7-trimetoxiflavona e tilirosideo também foram encontrados
em extratos acetdnico e suas frac6es obtidos de p6 das folhas (CORREIA DA
SILVA et al, 2010; AL-MUSAYEIB et al, 2011).

Graca (2010) investigou amostras de 6leo essencial das folhas coletadas
em quatro regifes do estado do Paré e foi observado a ocorréncia de terpendides
(monoterpenos e sesquiterpenos), o B-cariofileno e o B-felandreno, sendo o B-
cariofileno o composto com maior predominancia encontrado nas amostras.
Raizes secas também foram alvos de ensaios fitoquimicos e a partir do extrato
hexéanico foi descrito o isolamento e caracterizagdo de trés naftoquinonas: 2,3-
Dihidroxi-cordiaquinona J, cardioquinona B e J (DA SILVA et al, 2017).

Vaz (2015) também identificou os constituintes do extrato etandlico das
folhas de V. multispicata e suas fracdes a partir da Cromatografia em camada
delgada comparativa e observou a presenca de flavonoides, cumarinas, acidos
graxos, antracenos e terpendides. O mesmo estudo também permitiu o
isolamento de cinco substancias a partir do extrato etanolico das folhas e do
extrato acetato de etila da inflorescéncia. Os compostos identificados foram
retusina, 3,7-dimetoxi-3’,4’,5-triidroxiflavona e 5,3’-diidroxi-3,7,4’ trimetoxiflavona

ou Ayanina ou Ayarina, pertencentes a classe dos flavonoides.
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Uma analise do perfil cromatografico o extrato aquoso das folhas de V.
multispicata demonstrou a existéncia de trés compostos predominantes, apesar
de ainda ndo terem sido caracterizados e isolados. Lopes (2017) também
apresentou em seus estudos dados espectrais que apontam uma grande variedade
de compostos flavonoides, como quercetina 3-O- rutinosideo, flavona, flavonol
dimetilado, ayarina e retusina no extrato aquoso das folhas.

2.5.2.2 Atividade biol6gica

Tradicionalmente as folhas de V. multispicata sédo usadas em forma de
xaropes e chas pela populacdo para tratamento de tosse, bronquite, asma,
resfriado e contusdes, apoiado pela sabedoria e experiéncia adquirida ao longo
dos anos, porém sem estudos que comprovem sua seguranca e eficacia. Os
poucos estudos ja realizados revelaram atividades biolégicas antiandrogénica da
fracdo acetato de etila do extrato metandlico das folhas com inibicdo de 73%
frente a testosterona 5-a- redutase e efeito antioxidante do extrato acetdnico das
folhas de V. multispicata com inibicdo de formacao de radicais livres (AMOROZO
e GELY, 1988; KUROYANAGI et al, 2001, 2003; CORREIA DA SILVA et al,
2010).

Lopes (2017) a partir do extrato aquoso das folhas V. multispicata realizou
ensaios bioldgicos de toxicidade oral aguda e atividade inflamatoria em animais,
como resultado o extrato das folhas apresentou um perfil de baixa toxicidade por
via oral e potente efeito anti-inflamatorio e antiedematogénico com provavel acao
de flavonoides. Outro estudo realizado apresentou um reducdo no nimero de
contor¢des abdominais pelo extrato etandlico e fracdes das folhas, demostrando

uma potencial atividade analgésica da planta (Vaz et al, 2015).

Apesar do género Varronia P. Browne ser conhecido pela presenca de
uma variedade de metabdlitos secundarios, a V. multispicata atua predominante
como rica fonte de terpenoides e flavonoides. Recentemente as atividade anti-
inflamatoria e antiedematogénica foram descritas para espécie. No entanto, os
efeitos sobre o processo de cicatrizacdo de feridas na pele e a toxicidade

dérmica aguda e celular ainda néo foram relatados para essa espécie.
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Partindo do conhecimento tradicional e cientificos que atribuem
propriedades farmacolégicas e somando-se a caréncia de estudos que
comprovem de formar efetiva sua atividade biologica, o presente trabalho buscou
investigar o potencial do extrato aquoso das folhas de Varronia multispicata
(Cham.) Borhidi como agente terapéutico alternativo e seguro no tratamento

topico de ferida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a citotoxicidade e toxicidade dérmica aguda do extrato aquoso das
folhnas de Varronia multispicata (Cham.) Borhidi (VARO1), seus efeitos sobre

processo de cicatrizagao in vitro e in vivo e atividade antimicrobiana.

3.2 Especificos

Estudo in vitro:

e Auvaliar o efeito do VARO1 sobre a viabilidade de fibroblastos murinos
em cultura,;

e Verificar o efeito do VAROL1 sobre a contracéo da lesdo em modelo de
cicatrizacao in vitro;

e Avaliar a concentracao inibitéria minima e concentracdo bactericida

minima do VARO1 contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Estudo in vivo:

e Verificar a toxicidade dérmica aguda do VARO1 em ratos;

e Avaliar o efeito do VARO1 sobre o processo de cicatrizagdo em

camundongos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Formulagao do extrato aquoso de V. multispicata
4.1.1 Obtenc&o do material vegetal

Foram coletadas folhas da V. multispicata em janeiro de 2013 no
municipio de Castanhal — PA nas coordenadas 01°18'25.63” de latitude e
47°4518.01” de longitude, obtidas pelo aparelho de GPS (Global Positioning
System). O material foi identificado pela especialista botanica Silvane Tavares
do Herbario da Embrapa Amazonia Oriental. A exsicata foi depositada sob
registro IAN-188979.

4.1.2 Preparo do extrato aguoso das folhas da V. multispicata

O preparo do VARO1 foi realizado pelo Laboratério de Cromatografia
Liquida (LABCROL) da UFPA. As folhas foram lavadas em &gua corrente e
secadas na estufa com fluxo de ar forcado (45 °C) no periodo de 72 horas. Apoés
a secagem o material foi pulverizado em moinhos de faca e obtido 200g de

material pulverizado.

O material resultante foi submetido a infusdo em 2 litros de 4gua destilada
a 100 °C durante 30 minutos, em seguida filtrado e liofilizado (1 mba / -20 °C),

obtendo-se 18 g de VARO1, correspondendo a um rendimento de 9%.

4.1.3 Preparo do creme para administracao topica

O VARO1 foi incorporado a forma farmacéutica creme para favorecer sua
administracdo topica. O creme foi produzido na farmacia magistral
Homeofarma® na concentracao de 10% e sua composicao esta apresentada na

tabela 2. A base do creme foi utilizada como controle negativo.
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4.2 Ensaios in vitro
4.2.1 Cultivo e manutencéao dos fibroblastos

Os fibroblastos murinos de linhagem BALB/c 3T3, clone A31,
provenientes do Banco de Células do rio de Janeiro, Associacdo Técnico
Cientifica Paul Ehrlich (BCRJ: 004, lote 001183), foram cultivados em meio
DMEM suplementado com soro bovino fetal (SBF) a 10% e mantidos em estufa
a 37% em atmosfera de 5% CO2, até que atingissem 80% ou mais de

confluéncia.

Atingida a confluéncia, as células foram submetidas a acdo da tripsina
para remocao das células aderidas a garrafa de cultura, sendo primeiramente
lavadas com PBS 1x e, logo depois, adicionada tripsina a 0,05% por um minuto
a 35°C na estufa de CO: até que houvesse desprendimento das células da
parede da garrafa de cultura. A acéo da tripsina foi neutralizada com meio DMEM
com 10% de SBF.

O conteudo da garrafa foi transferido para um tubo de 15 mL e
centrifugado por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi desprezado e as
células foram lavadas duas vezes com PBS para remover a tripsina e,
posteriormente, as células foram ressuspendidas em meio suplemento com SBF

para posterior cultivo nas concentracdes adequadas para cada experimento.

4.2.2 Determinacédo da viabilidade celular

A avaliacdo de viabilidade celular foi realizada através do teste Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide (MTT) {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium]}, em fibroblastos murinos da linhagem BALB/c 3T3. O ensaio baseia
-se em analisar o dano induzido pela droga em estudo no metabolismo celular,
através da avaliacdo da atividade de desidrogenases mitocondriais presentes
em células metabolicamente viaveis. As desidrogenases mitocondriais reduzem
o MTT (um sal de coloracdo amarela e soluvel em agua) a formazan (sal de

coloragdo violeta e insolavel em &agua). A reducdo do MTT a formazan, é
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diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular
(FIGURA 6).

Figura 6 - Reducdo do MTT em formazan.
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Fonte: adaptado de GRELA, 2018

Para tanto, os fibroblastos foram cultivados em placa de 96 pogos na
concentracdo de 3x103 células/mL com meio DMEM (Meio Dulbecco Eagle
Modificado), suplementado com 5% de SBF (Soro Bovino Fetal). Apos 24h,
quando as células se encontravam aderidas a placa, procedeu-se o tratamento
com diferentes concentracdes do VARO1 (15,625; 31,125; 62,25; 125; 250 e 500
pug/mL) por 24h e 48h em estufa a 37°C.

Findados os intervalos de tratamento, os sobrenadantes foram retirados
dos pocos e foi adicionado 100uL de MTT (0,5 mg/mL). A seguir, as placas foram
incubadas por 3 horas (37 °C; atmosfera com 5% de CO2). Apds a incubacéo, foi
retirado o sobrenadante e adicionado 200 uL Dimetil Sulféxido (DMSO) em cada
poco, com agitacdo por 5 minutos, para solubilizacdo dos cristais de formazan
(RANZATO et al., 2009).

Em seguida, foi realizada a leitura da solugéo resultante em leitor de
ELISA (BIO-RAD Model 450 Microplate Reader) em um comprimento de onda
de 550 nm. Como controle de morte celular, as células foram mortas com

solugao de formol a 10% (100pL).
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4.2.3 Cicatrizagao in vitro

Os fibroblastos foram semeados em placas de 96 pocos e lavados com
uma solucdo de PBS para remover possiveis detritos. Com uma ponteira de 1
mL foi realizado uma ranhura mimetizando a leséo in vitro (Fronza et al., 2009
adaptado). Apos as lesdes, as células foram lavadas novamente com PBS para
retirada de fragmentos celulares. Em seguida as células foram tratadas com
VARO1 nas concentracdes de 31,125; 62,25; 125 pg/mL ou SBF.

As imagens das lesdes foram obtidas, em microscopio optico Axiovert 25,
nos tempos (hora) Tempo o, Tempo 24, Tempo 48 € Tempo 72 € a area da lesédo
foi medido através do programa ImageJ, sendo utilizando a formula 1, adaptada

de Yue et al., 2010 para calcular a contracdo da area.

Formula:

% area = ATo— A Tt x100% (1)
ATo

ATo: Area da lesdo inicial

AT Area da leséo final

4.2.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana
4.2.4.1 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados na atividade antibacteriana foram caldo
Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha), agar Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha),
agar Manitol (HIMEDIA, india), agar Cetrimide (HIMEDIA, india), 4gar Sangue
(HIMEDIA, india) e agar MacConkey. Estes meios foram preparados a partir de
uma base desidratada disponivel comercialmente e conforme as instru¢des do

fabricante.
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4.2.4.2 Cepas dos micro-organismos testados

Os micro-organismos utilizados para a realizagcdo da pesquisa foram
cepas de bactérias de referéncia ATCC (American Type Culture Collection):
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus fecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 8789, Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027.

As cepas ATCC foram fornecidas pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ — Rio de
Janeiro). As bactérias foram mantidas em tubo inclinado com agar nutriente a
temperatura ambiente, no Laboratério de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Farmacia da UFPA.

4.2.4.3 Preparo das concentracdes das solucdes

A preparacédo das solucdes seguiu os critérios adotados por Allegrini et
al (1973) e Brazéao et al (2014) com adaptacbes. Foram pesados em um tubo
eppendorf estéril 0,002 g dos compostos, em seguida adicionou-se 100 ul de
DMSO para solubilizar e 900 pl de solugéo salina 0,9%, obtendo-se uma solucéo
made de 2mg.mL1. Para o ensaio antimicrobiano, o extrato foi utilizado nas

seguintes concentracdes: 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 mg.mL2.

4.2.4.4 Preparo do inoculo bacteriano

As bactérias foram previamente semeadas em placas de Petri contendo
0 meio agar Mueller-Hinton, assim como em meio de cultura especifico para cada
bactéria. Em seguida, foram incubadas a 35°C em estufa por 24 horas para o
crescimento e posterior preparacao do indculo. A obtencao do inéculo seguiu a
norma M7-A9 vol. 32 n° 2 da “Metodologia dos testes de Sensibilidade a Agentes
Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de crescimento Aerdbico” - Norma
Aprovada - Nona edicdo da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012).

O inéculo foi preparado a partir da retirada de trés a quatro colbénias da
bactéria, as quais foram transferidas para um tubo contendo 5 mL do caldo
Mueller-Hinton, realizando-se ajustes para o alcance da concentracéo desejada

de 1x108 UFC.mL* , em aparelho espectrofotdmetro (sendo compativel com a
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escala 0,5 de Mc Farland (0,09 a 0,11). Em seguida, a suspensao foi incubada
por uma hora para alcancar o crescimento exponencial bacteriano. Logo apoés a
incubacdo, diluicbes seriadas foram realizadas até a obtencéo do in6culo 1x103
UFC.mL™,

4.2.4.5 Concentracgdo inibitéria minima (CIM)

O método empregado para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi a
microdiluicdo em caldo, descrito conforme a norma M7-A9 (vol. 32 n° 2) da
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). As diluicbes do extrato
foram preparadas conforme descrito anteriormente. Assim, na placa de
microdiluicdo de 96 pocos (Corning), adicionou-se 100ul do inéculo + 100ul de
cada concentracdo dos compostos. O controle positivo recebeu 100ul do inéculo
+ 100ul do cloranfenicol (250 pg.ml?, Ariston) para bactérias gram-positivas ou
Penicilina+estreptolisina (10000unit/10mg, Ariston) para bactérias gram-
negativas. O controle negativo foi composto por 100ul do inéculo + 100 pl do
DMSO a 10% (Interlab) e o controle do in6culo 100ul do inoculo + 100 pl do caldo
M. Hinton, obtendo-se um volume final de 200ul em todos o0s pocos. A incubacao
da placa ocorreu a temperatura de 35° C por 24 horas, sendo o experimento
realizado em duplicata.

Apos esse periodo foi adicionado a cada poco 30ul de resazurina 0,01%
(Sigma Aldrich, Brasil), incubando-se novamente a placa por trés horas. A
resazurina € um corante de coloracdo azul, utilizado como indicador devido sua
reacdo de o6xido-reducdo passando de resazurina a resofurina, indicando a
presenca de células viadveis através da mudanca de cor (cor azul para rosa)
considerando-se a manutencdo da coloragdo azul como auséncia de
crescimento (CLSI, M7-A9, 2012).

4.2.4.6 Concentracdo bactericida minima (CBM)

A CBM representa a menor concentracdo de um agente antimicrobiano
gue impede o crescimento visivel de um micro-organismo em teste de
sensibilidade por diluicho em agar ou caldo sob condicdes conhecidas
(QUADROS et al, 2011). Dessa forma, a CBM foi obtida pelo método de

semeadura, retirando-se uma aliquota de 10 pyL do conteudo dos pogos,
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seguidas de espalhamento em placas de Petri previamente preparadas com agar
M. Hinton e incubadas em estufa a 35°C por 24 h (FIGURA 7).

Posteriormente as unidades formadoras de colénias (UFC) foram
contadas, na qual a CBM foi considerada a menor concentracdo dos compostos
gue resultou em auséncia de crescimento ou 0 aparecimento de menos de trés

colénias, eliminando 99,9% dos micro-organismos (QUADROS et al, 2011).

Figura 7 - Distribuicdo das concentracdes de VARO1 na microplaca para ensaio da CBM.

Concentragdes de VARO1 Agar M. Hinton/352C/24 h

Fonte: do autor.

4.3 Ensaios in vivo
4.3.1 Animais

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Para (UFPA) sob o
parecer CEUA n° 8678120917 (ANEXO A). Foram utilizadas fémeas da espécie
Rattus norvegicus (Wistar, n=24), pesando entre 150 e 200g para 0 ensaio de
toxicidade dérmica aguda e fémeas Mus musculus (swiss, n=48), com peso de
27-30 g para o ensaio de cicatrizacao. Os animais foram provenientes do Biotério
do Instituto Evandro Chagas e alocados no Biotério da Faculdade de Farmacia
da UFPA. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes padronizadas de
temperatura (25 °C), exaustdo, ciclo claro/escuro de 12 horas (claro: 7-19
horas), agua e racéo ad libitum.
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Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacéo e do Comportamento da Faculdade de Farmacia, sendo obedecido
0s critérios e as normas estabelecidas pelo Guias de Cuidado e Uso de Animais

Laboratoriais.

4.3.2 Avaliacéo datoxicidade dérmica aguda

A investigacdo da toxicidade dérmica aguda (TDA) seguiu a metodologia
preconizada pela Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD) n° 402/2017. Para a realizacao do teste, os ratos foram anestesiados
com cetamina e xilazina (90 mg/kg e 10 mg/kg, i.p.), posteriormente, cada animal
teve 10% da superficie dorsal depilada, sendo entdo colocados em gaiolas

individuais, com o propaésito evitar contaminacao cruzada.

Ap6s 24h foi aplicado uniformemente sobre a regido depilada o volume de
200 pl ou 400 pl do veiculo de dissolugcdo ou solucdo de VARO1 em
concentracfes graduadas de 10% (100 mg/ml), 20% (200 mg/ml) e 100% (1000
mg/ml) conforme a OECD - n° 402/2017 (TABELA 2).

Tabela 2 - Divisdo de grupos experimentais para avaliacdo da toxicidade dérmica aguda.

GRUPO TRATAMENTO NUMERO
Controle Aplicacao tépica de solucao salina 0,9% - 200 uL 06
Tratado | Aplicacao tépica de 200 pul de VARO1 (100 mg/mL) 06
;'r;?gdrggll Aplicacao tépica de 200 pl de VARO1 (200 mg/mL) 06
;ri?gdrgggl” Aplicacao tépica de 400 pl de VARO1 (500 mg/mL) 06
— 1000 mg

Fonte: do autor

Apos o tratamento, os animais foram observados uma vez ao dia durante
14 dias. Nesse periodo foi observado os parametros hipocraticos tais como
alteracdes na locomocao, frémito vocal, agressividade, atencédo, lacrimacéo,
forca de agarrar, ataxia, tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, piloerecao,

cianose, salivagao e secrecao nasal (MALONE, 1983).

Além disso, foram observadas as ocorréncias de alteracdes na regido

depilada, como eritema, descamacéo e crescimento do pelo. Os resultados
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seguiram uma escala de 0 a 4 e foram discriminados em ausente (0), raro (1),
pouco (2), moderado (3) e intenso (4). Foi avaliado diariamente o consumo

hidrico, a ingesta de racdo e o peso corpéreo (FIGURA 8).

Figura 8 - llustracéo da linha do tempo de toxicidade dérmica aguda.
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Ao final do periodo de avaliacdo, os animais foram sacrificados por
descolamento cervical sendo realizada a coleta das amostras biologica de
sangue por puncéo cardiaca para analises bioquimicas, e do figado, rins e pele.
Os 6rgéos foram avaliados quanto ao peso relativo calculado de acordo com a

formula 2.
Formula:

- Po@
Pc(g9)

100 (2)

Pr — Peso relativo;
Po — Peso do érgao em gramas;
Pc — Peso corporal em gramas.

Apés a coleta das amostras, as carcagas dos animais foram descartadas
em sacos plasticos brancos de risco biolégico e encaminhado a empresa
terceirizada responsavel pelo Plano de Gerenciamento de Residuos de Servico
de Saude (PGRSS).
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4.3.2.1 Ensaios bioquimicos

As amostras de sangue foram armazenadas em tubos contendo gel e
centrifugadas durante 5 minutos a 3.500 rpm. Em seguida o soro sanguineo foi
transferido para frascos do tipo eppendorf e armazenado a -20 °C. O soro foi
usado para determinar a concentragdo de creatinina, ureia, fosfatase alcalina
(FA), gama glutamiltransferase (Gama-GT), aspartato aminotransferase (TGO)

e alanina aminotransferase (TGP).

Os ensaios foram realizados utilizando os Kits comerciais ELITech®
(Creatinina, Ureia) e Vida biotecnologia® (TGO, TGP, FA, Gama-GTlistar), de
acordo com as instrucfes da bula. A leitura foi feita no aparelho semiautomético
Microlab 300 em um A = 505 nm.

4.3.2.2 Avaliacao histoldgica

A andlise macroscoépica e microscopica foi realizada no Laboratoério de
Patologia Animal da Universidade Federal Rural da Amazdnia, com objetivo de
verificar possiveis altera¢des nos tecidos dos 6rgaos coletados.

As seccdes dos 6rgdos foram produzidas contemplando a regido central
e periférica dos 6rgaos, sendo fixados em formol tamponado 10% por 24h e
depositadas em cassetes. O material foi processado de acordo com o método
histoldgico convencional descrito por Luna (1968).

As amostras foram desidratadas por imersdo em séries crescentes de
etanol (50, 70, 90 e 100%), diafanizadas em Xxilol e depois incluidas em blocos
de parafina. Utilizando-se um micrétomo rotativo com navalhas descartaveis,
foram produzidas secc¢des de 5 um.

Estes cortes foram posicionados em laminas e corados pela técnica de
hematoxilina-eosina. A seguir foi feita a finalizagdo com montagem com
aplicacdo de resina acrilica Entellan®e laminula. A leitura histol6gica das laminas
foi realizada em microscopio Optico, em objetivas de 10x e 40x pelo patologista
do Laboratorio de Patologia da UFRA.
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4.3.3 Cicatrizagdo in vivo
4.3.3.1 Procedimento cirdrgico

De acordo com o protocolo proposto por Cross (1995), os camundongos
foram inicialmente anestesiados (cetamina 90 mg/kg + xilazina 10 mg/kg; i.p.),
sendo entdo realizada a tricotomia no dorso superior do animal. Na regiédo
depilada foram produzidas feridas através da rotacdo da borda cortante de um
punch (d = 6 mm). O fragmento de pele seccionado foi retirado com auxilio de
tesoura e pinga cirlrgica até a exposi¢ao da fascia muscular dorsal.

Posteriormente, os animais foram alocados individualmente em gaiolas
plasticas, com objetivo de evitar contaminacao cruzada. Nenhum analgésico ou
curativo foram aplicados aos animais no periodo pés-operatério. Os animais
foram submetidos ao tratamento topico diario por um periodo de 3 e 7 dias
(FIGURA 9).

Figura 9 -Delineamento do experimento in vivo.
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4.3.3.2 Grupos experimentais

Para esse trabalho os camundongos foram divididos em 4 grupos:

e Grupo 1 (VARO1 10%) — animais receberam tratamento tépico do
creme na concentracdo 10% de V. multispicata /excisao/dia — 6
animais.

e Grupo 2 (Controle negativo) — animais receberam tratamento
com a base do creme (veiculo)/excisdo/dia— 6 animais.

e Grupo 3 (controle positivo) — animais receberam tratamento com
solucao de Dersani®/excisdo/dia — 6 animais.

e Grupo 4 (SHAM) — animais nao receberam nenhum tratamento —

6 animais.

4.3.3.3 Analise macroscopica e contracao da leséo

Os camundongos foram avaliados diariamente, sendo registradas as
possiveis alteracdes da area da lesdo, observando-se aspectos como: crosta,
necrose, hiperemia, exsudacao e reepitelizacéo.

A é&rea da leséo foi verificada diariamente com auxilio de um paquimetro
universal, foram calculados a area da leséo de acordo com a férmula 3. A leséo
foi fotografada (Camera digital - Nokia XL 650, 12 megapixels) com auxilio de
um padrdo de escala métrica. O grau de contracdo da ferida foi calculado de
acordo com a férmula 4 (RAMSEY et al., 1995).

Férmulas:
A=nmnry rg (3)

A — area da lesao;
ri— cranio-sacral (raio);
r2 — latero-lateral (raio).

Ai — Ax

TR 100 (4)

GC

GC- Grau de contragao;
Ai— Area de lesdo inicial;
Ax — Areas dos dias subsequentes
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4.4 Andélise estatistica

Inicialmente a normalidade dos dados foi verificada pelo método de
Kolmogorov-Smirnov. Para as amostras com distribuicdo gaussiana, as
diferengas entre os grupos foram testadas por Analise de Variancia (ANOVA) de
uma via ou ANOVA de mensuracgdes repetidas (RM) de acordo com a natureza
dos dados, seguida do pés-teste de Dunnett. Nos demais casos foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns. Foram consideradas
significativas as diferencas cuja probabilidade de nulidade foi menor que 5%
(P<0.05). Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média

(EPM) das amostras.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios in vitro
5.1.1 VAROL1 apresenta baixa citotoxicidade

O tratamento das culturas de fibroblastos murinos (linhagem BALB/c 3T3)
com VARO1l (15,625; 31,125; 62,25; 125; 250 e 500 pg/mL) ndo promoveu
reducdo na viabilidade celular no intervalo de 24h (figura 10). Na avaliagdo apos
48h de tratamento, somente a maior concentracdo (500 pg/mL) promoveu
reducao significativa (p<0,001; ANOVA-Dunnett) das células viaveis em relacéo
ao grupo controle (FIGURA 10).

Figura 10 — Efeito do extrato aquoso de V. multispicata (15,625; 31,125; 62,25;125; 250; 500
pg/mL) sobre a viabilidade celular de fibroblastos murinos 3T3 no periodo de 24h e 48h.
Resultados expressos como média + e.p.m. ***p<0,001 versus controle (CTL). ANOVA de uma
via, seguida do teste de Dunnett.
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Fonte: do autor

5.1.2 VARO1 melhora o fechamento das lesdes in vitro

Para o ensaio de cicatrizagdo em cultura de fibroblastos murinos foram
selecionadas as concentragdes de 31,125 ug/mL, 62,25 ug/mL e 125 pg/mL do
VARO1, visto que ndo promoveram efeitos nocivos as células no ensaio de

citotoxicidade.

Ao avaliar a area de lesdao apds 24h do tratamento, verificou-se que as

culturas tratadas com VARO1 na concentragédo de 62,25 pg/mL apresentaram



48

regressao significativamente superior (84,25%; p=0,023; ANOVA-Dunnett) as
culturas controle (58,80%). Na avaliacdo apés 48h as culturas tratadas com
VARO1 nas concentracbes de 62,25 pg/mL e 125 pg/mL apresentaram
fechamento completo da lesao, isto €, 100% de regressédo, enquanto 0 grupo
controle apresentou uma meédia de 82,22. Por fim, na avaliagdo apds 72h

verificou-se que todos os grupos alcancaram plena regeneracéo (FIGURA 11).

Figura 11 - Efeito do extrato aquoso de V. multispicata (31,125, 62,25 e 125; ug/mL) sobre a
regressdo da lesdo em cultura de fibroblastos murinos nos periodos de 24h, 48h e 72h.
Resultados expressos como média + e.p.m. de 6 culturas. *p<0,05 versus controle (CTL).
ANOVA de uma via, seguida do teste de Dunnett.
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5.1.3 VARO1 nao apresenta atividade antimicrobiana in vitro

No ensaios de microdiluicdo, o extrato aquoso de V. multispicata (0,0625;
0,125; 0,25; 0,5 e 1 mg.mL?) ndo apresentou acdo antimicrobiana frente as
bactérias S. aureus, E. fecalis, E. coli e P. aeroginosa nos ensaios de CIM e
CBM, com possivel acdo bacteriana em concentracdes maiores que 1mg.
(TABELA 3).

Tabela 3 - Resultado da atividade antimicrobiana de cepas bacterianas ATCC.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CEPAS ATCC CIM E CBM mg.mL™?

Staphylococcus Enterococcus Escherichia coli Pseudomonas

Compostos aureus fecalis aeroginosa
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
VARO1 >1mg >1mg >1mg >1mg >1mg >1mg >1mg >1mg

Fonte: do autor.

5.2 Ensaios in vivo
5.2.1 VARO1 possui baixa toxicidade dérmica aguda
5.2.1.1 Avaliacao hipocratica

Nao foram observadas alteracbes comportamentais ou Obitos entre os
animais tratados topicamente com VARO1 (100, 200 ou 1000 mg/ml) durante os
14 dias de avaliacéo.

5.2.1.2 Consumo hidrico e de racdo e ganho de peso

O tratamento tépico agudo com VARO1 (100, 200 e 1000 mg/ml) ndo
alterou significativamente a ingesta de agua ou de racdo dos animais,
conservando padrdes equivalentes ao grupo controle (FIGURA 12A e B) durante
os 14 dias de avaliacao. De forma semelhante, os animais tratados com VARO1
apresentaram ganho ponderal equivalente aos animais controle (FIGURA 12C).
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Figura 12 - Efeito do tratamento dérmico agudo com extrato aquoso de V. multispicata (100, 200
e 1000 mg/mL) sobre o (A) consumo de agua e (B) de racéo, e sobre o (C) ganho de peso nos
14 dias subsequentes a administragdo. Resultados expressos como média + e.p.m (n=6/grupo).
RM ANOVA, seguida do teste de Dunnett.
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5.2.1.3 Avaliacéo de irritacdo dérmica

Nao foram observadas evidéncias de toxicidade/irritacdo sobre a pele
onde foi aplicado o VARO1 (100, 200 ou 1000mg/mL), evidenciando relativa
seguranca para os ensaios de cicatrizagao in vivo, para os quais foi adotada a
dose inicial correspondente a 10% da concentracdo maxima testada, ou seja,
100 mg/ml.
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5.2.1.4 Peso relativo dos 6rgaos

Voltada a avaliagcdo das repercussdes sistémicas do uso dérmico da
droga, a verificagcdo dos pesos relativos dos rins (FIGURA 13A) e do figado
(FIGURA 13B), ao final dos 14 dias de acompanhamento, revelou que o
tratamento tépico com VARO1 (100, 200 ou 1000 mg/mL) ndo promove
alteracbes significativas sobre esta variavel quando comparado ao grupo

controle.

Figura 13 - Efeito do tratamento dérmico agudo com extrato aquoso de V. multispicata (100, 200
ou 1000 mg/mL) sobre o peso relativo (A) dos rins e (B) do figado 14 dias ap6s a administracao.
Resultados expressos como média + e.p.m, (n=6/grupo). ANOVA de uma via, seguida do teste
de Dunnet.
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Fonte: do autor.

5.2.1.5 Avaliacao histologica dos 6rgdos

A andlise microscépica das amostras de pele, rins e figado evidenciou
normalidade histol6gica tanto entre os animais controle quanto para agueles
receberam aplicacdo dérmica de VARO1 (100, 200 ou 1000 mg/mL).

5.2.1.6 Avaliacao dos marcadores bioquimicos de funcdo hepatica e renal

Com relacédo aos marcadores de funcéo hepatica, isto €, FA (FIGURA 14A) G-
GT (FIGURA 14B), TGO (FIGURA 14C) e TGP (FIGURA 14D), apenas foi
observada reducgédo nos niveis séricos de FA (p<0,01; ANOVA-Dunnett; FIGURA
14A) e TGP (p<0,001; ANOVA-Dunnett; FIGURA 14D) no grupo tratado com
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VARO1 na concentracdo de 100 mg/mL, quando comparado ao controle. No
grupo tratado com a concentracdo de 200 mg/mL de VARO1, por outro lado,
verificou-se a elevacdo dos niveis séricos de TGP em relacdo ao controle
(p<0,01; ANOVA-Dunnett). Nao foram observadas alteracdes significativas nos

marcadores de funcdo renal, isto é, ureia (FIGURA 14E) e creatinina (FIGURA
14F).

Figura 14 - Efeito do tratamento dérmico agudo com extrato aquoso de V. multispicata sobre os
niveis séricos de (A) Fosfatase alcalina, (B) Gama glutamil-transferase, (C) Aspartato
aminotransferase, (D) Alanina aminotransferase, (E) Ureia e (F) Creatinina apods 14 dias da
administracdo. Resultados expressos como média = e.p.m, (n=6/grupo). ** p<0,01 e *** p<0,001
versus controle. ANOVA de uma via, seguida do teste de Dunnett.
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5.2.2 VARO1 melhora o processo de cicatrizagdo em camundongos
5.2.2.1 Avaliacdo da reducao da area de leséo

O tratamento tépico das lesdes induzidas no dorso dos animais com 0
creme do VARO1 10% promoveu ganhos significativos sobre a regresséo da area
de lesédo (FIGURA 15). Ap6s 3 dias de acompanhamento, os animais tratados
com VARO1 apresentaram contracao da lesdo cerca de 13,24% superior a dos
animais do grupo Sham (p=0,04; ANOVA-Dunnett) e 18,77% em relacdo ao
grupo controle (p=0,003; ANOVA-Dunnett). O Dersani, por sua vez, promoveu
contracao da lesao 35,65% superior ao grupo Sham (p<0,001; ANOVA-Dunnett;
FIGURA 15A).

Apos 7 dias de acompanhamento os animais tratados com creme do
VARO1 10% apresentaram uma média de contracéo de lesdo 22,5% superior ao
grupo Sham (p=0,006; ANOVA-Dunnett), 18,33% em relagéo ao grupo controle
(p=0,028; ANOVA-Dunnett). Seu efeito foi ainda equivalente ao da droga padréo
(Dersani), cuja média de efeito foi 22,16% superior ao grupo Sham (p= 0,003;
ANOVA-Dunnett; FIGURA 15A).

5.2.2.2 Avaliacdo macroscopica da lesao

Apo6s 3 dias de acompanhamento, os animais tratados com creme do
VARO1 10% apresentaram crosta de bom aspecto, sem necrose e uma discreta
exsudacao. O grupo controle apresentou crosta bem definida com hiperemia e
exsudacdo moderadas.

No 7° dia de acompanhamento todos os grupos apresentaram formacao
de crosta exuberante, sem presenca de tecido necrosado. O grupo tratado com
creme do VAROL 10% a presenca de secrecéo foi rara e ausente, confirmando
a eficacia do tratamento.

Até o 7° dia ainda n&o foi possivel identificar reepitelizacdo em nenhum
grupo. Isto pode ocorrer devido a lacuna da ferida a ser preenchida é extensa,

deixando a epitelizagcdo mais lenta (FIGURA 15B).



54

Figura 15 - Efeito do tratamento por 3 e 7 dias com creme do VARO1 10% sobre o processo de
cicatrizagdo em camundongos. (A) Taxa de contragcdo da lesdo. (B) Fotos das lesbes nos dias 0,
3 e 7, a partir da formacao da lesdo. Resultados expressos como média + e.p.m. *p<0,05 e
**p<0,001 versus sham. ANOVA de uma via, seguido do teste de Dunnett.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra pela primeira vez que o extrato aquoso de
Varronia multispicata (Cham.) Borhidi apresentou baixa citotoxicidade contra
fibroblastos murinos (in vitro), evidenciada pela inocuidade das concentracdes
de 15,625-250 pug/mL do extrato apos 48h de exposicéo, assim como ndo atuou
com efeito antibacteriano frente as cepas testadas. O extrato evidenciou
auséncia de mortes e prejuizos comportamentais, sem danos histolégicos e
bioquimicos na toxicidade dérmica aguda (in vivo). Demonstrou ainda que o
extrato apresenta potencial cicatrizante in vitro e in vivo.

A espécie Varronia multispicata (Cham.) Borhidi € comumente utilizada
em préticas terapéuticas por comunidades tradicionais para tratar contusdes e
doencas do trato respiratorio como asma, bronquite, tosse e resfriado
(AMOROZO e GELY, 1988). Em estudos cientificos realizados por kuroyanagi
(2001), Coreia da Silva (2010) e Lopes (2017) ja foram descritos efeitos anti-
androgénicos, antioxidante e anti-inflamatério, respectivamente.

No que tange a sua composicdo quimica, poucos estudos fitoquimicos
foram realizados até o momento. No entanto, indicam a presenca de classes de
metabolitos secundarios importantes como flavondides e terpendides os quais
tém sido apontados como principais constituintes e s&do conhecidos por
apresentarem atividade biolégica de grande relevancia (GRACA et al, 2010; VAZ
et al, 2015; LOPES et al, 2017; KUROYANAGI et al, 2003).

O ensaio de viabilidade celular tem o potencial de rastrear compostos
toxicos e baseia-se na ideia de que estes compostos afetam as fungbes béasicas
das células. Sendo assim, testes in vitro podem ser um indicador sensivel e
confiavel para deteccao de citotoxicidade a partir da avaliacdo do dano celular.
O rastreio precoce de extratos vegetais quanto ao seu grau de toxicidade pode
ajudar a revelar se 0 composto podera seguir para os demais testes de avaliacao
de atividade biolégica (BARILE et al, 1994).

Verificou-se nas etapas realizadas que o extrato aquoso de VARO1 nas
concentragcbes entre 15,625 e 500 pg/ml ndo gerou alteragdo sobre a
sobrevivéncia celular de fibroblastos murinos no apos 24h de exposi¢do. Na

avaliacao apos 48h de exposicdo, somente na concentracdo de 500 pg/mL que
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reduziu a viabilidade celular, indicando que o extrato apresenta baixa
citotoxicidade.

Os fibroblastos sédo células chaves na regeneracdo tecidual e
participantes ativos da fase de proliferacao celular, isto porque estao envolvidos
diretamente na migracdo e proliferacdo de células de defesa e reparo, além de
promover a producdo de fibras de colageno responsaveis pela contracdo de
feridas (ADETUTU et al, 2011).

A baixa citotoxicidade do VARO1, ou seja, a relativa auséncia de prejuizo
a viabilidade de fibroblastos murinos em cultura pela exposi¢do ao extrato é um
achado relevante, que fornece a seguranca necessaria para a avaliagao de suas
potenciais atividades terapéuticas, iniciada com o modelo de regresséo de lesao
em cultura de fibroblastos.

O modelo de cicatrizacdo em fibroblastos € reconhecido como um método
de triagem de drogas com potencial cicatrizante, visando a selecdo de
candidatas para a avaliacdo em modelos in vivo, além de contribuir para a
redugéo do uso de animais em experimentagéo (YUE et al, 2010).

Com base nos achados, evidenciou-se o beneficio gerado pelo tratamento
das culturas de fibroblastos lesionadas (com ranhuras induzidas) com 62,25
pug/mL de VARO1, as quais apresentaram uma média de regressao da lesdo em
torno de 25,45% superior a desenvolvida pelo grupo controle nas primeiras 24
horas. Adicionalmente, verificou-se que o tratamento promoveu o0 pleno
fechamento da lesdo em 48 horas, 0 que para o grupo controle foi verificado
somente na avaliacdo de 72 horas. Desta forma, nossos achados indicam uma
possivel aceleracdo na regeneracdo de tecido em monocamadas de células.

Entre os efeitos farmacol6gicos com potencial beneficio para o processo
cicatricial sdo observadas principalmente as atividades anti-inflamatoria e anti-
oxidante. Estudos recentes de nosso grupo tém descrito os expressivos efeitos
antinociceptivo, interferindo em componentes inflamatérios da nocicepcao,
prevenindo a formacéo de edemas, a migracao celular e a producéo no aumento
das concentracdes de Oxido nitrico do VARO1 (LOPES, 2017), ja tendo sido
também demonstradas propriedades anti-oxidantes da espécie (CORREIA DA
SILVA et al, 2010). Tais evidéncias reforcam o potencial da droga para o

tratamento de feridas.
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As bactérias sdo distribuidas na natureza e fazem parte da microbiota da
pele. Durante o processo de rompimento da integridade da camada externa da
pele podem ocorrer contaminagdes por agentes etioldégicos causadores de
infeccbes, algumas espécies de bactérias como S. aureus, E. coli e P.
aeroginosa sao comumente encontradas em locais de feridas abertas, sendo
responsaveis por infec¢cdes oportunistas em humanos (HOUGHTON et al.,
2005).

As principais patologias descritas sdo infec¢des cirdrgicas, bacteremias,
sepses, infec¢bes purulentas como furdnculos, abscesso e carbunculos, sendo
essas ultimas as mais comuns. Quando ocorre a contaminacédo, ha formacéo de
uma grande quantidade de exsudato e producdo de toxinas, que retardam o
reparo tecidual e contribui para a cronificacdo da ferida (HOUGHTON et al.,
2005; MATIAS et al, 2013; POWERS e WARDENBURG et al, 2014).

Nesse sentido, substancias com a capacidade de inibir localmente a
proliferacdo bacteriana ou induzir sua morte, ao prevenir 0s prejuizos de uma
infeccdo, podem promover a reducé@o do tempo necessario a resolucéo da lesdo
(CUSHNIE e LAMB, 2005). Extratos ricos em fitocompostos como flavonoides e
terpenos sao relatados na literatura como principais responsaveis pela inibicdo
bacteriana (MATIAS et al, 2013).

Diante disto, o0 VAROL1 foi testado quanto aos seus efeitos frente a culturas
de S. aureus, E. fecalis, E. coli e P. aeroginosa, sendo verificado que, apesar de
apresentar em sua composicao tais componentes, ndo apresentou propriedades
antimicrobianas, o que indica que os efeitos cicatrizantes da droga
provavelmente ndo estao relacionados a atividade antimicrobiana.

A partir da caracterizacdo de suas propriedades in vitro, 0 passo seguinte
foi verificar a seguranca para uso e atividade in vivo. A avaliacdo da TDA é
delineada para identificar propriedades irritativas locais mediante o contato da
droga com a pele. Permite também verificar possiveis efeitos sistémicos
(alteracdo comportamental, leséo de 6rgéos alvo, prejuizos ao desenvolvimento
ou inducao de o6bitos), a partir da aplicacdo tépica, considerando uma possivel
absorcao percutanea dos compostos testados (OECD, 2017).

Em nosso estudo, a aplicacao tépica aguda do VARO1 nas concentragdes
testadas (100, 200 e 1000mg/ml) ndo promoveu irritacdo dérmica nos animais
tratados, sugerindo a inocuidade do extrato sobre o local de administragdo. Com



58

relacéo a possiveis efeitos sistémicos, o VARO1 néo foi capaz de provocar morte
nos animais e/ou alteracées comportamentais durante os 14 dias de avaliacao,
0 que permite classificar como uma droga segura, conforme a OECD (2017).

Além da avaliagdo comportamental, outros parametros toxicologicos
como consumo hidrico, ingesta de racao e ganho de peso sdo importantes para
prever interferéncias sobre o desenvolvimento ponderal e nutricdo. A avaliacado
macro e microscopicas permite verificar a promocdo de danos sistémicos,
podendo-se lancar mao de parametro histopatolégicos e bioquimicos (TAN et al,
2013; KANDHARE et al, 2015; FARSI et al, 2016).

A aplicacdo topica do VARO1 ndo promoveu alteracbes nestes
parametros, sendo conservada a normalidade de sua nutricdo. O ganho de peso
dos animais tratados também seguiu um padrdo equivalente aos controles. O
acompanhamento destes parametros possibilita identificar efeitos sobre os
processos de fome e saciedade, bem como interferéncias no aproveitamento dos
nutrientes devido a alteracdes no transito gastrointestinal ou ainda a instalacao
de sindromes de mé& absorcéo, ja que a perda significativa de peso corporal pode
ser considerada um indicativo de dano animal e sinal de toxicidade evidente
(JAHN e GUNZEL, 1997; KANDHARE et al, 2015).

O organismo animal possui 6rgdos vitais que sao alvos importantes de
substancias exogenas (JOTHY et al, 2011; SALEEM et al, 2017). Neste trabalho
selecionamos o figado, visto estar intimamente relacionado ao processo de
biotransformacao de xenobidticos, e 0s rins, que sao o principal mecanismo de
excrecdo de substancias. O tratamento com VARO1 ndo promoveu alteracdes
anatdbmicas ou histolégicas nos 6rgdos avaliados, reforcando o indicativo de
tratar-se de uma droga de baixa toxicidade.

Em relacdo a bidpsia realizada na pele e 6rgdos (figado e rins),
verificamos que os tecidos se apresentaram histologicamente normais. A
integridade epidérmica e anexos cutaneos estavam preservados, ndo houve
alteracdes nos hepatdcitos, e os glomérulos e células epiteliais tubulares
apresentaram morfologia normal.

A funcéo destes orgaos foi entdo verificada atraves dos perfis bioquimicos

Séricos, que sao utilizados como critérios importantes para avaliar a extensao da
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homeostase ou possiveis alteracfes resultantes de processos patologicos
(BRANCO et al, 2011).

A ureia e a creatinina sdo considerados como marcadores bioquimicos da
funcdo renal. A creatinina € a mais indicada para avaliar a funcionalidade dos
rins devido a mesma nédo sofrer reabsor¢do nos tubulos renais como a ureia e
sua concentracdo renal ser constante, uma vez detectado alteracbes nesse
parametro pode haver indicativo de insuficiéncia renal (COSTA et al, 2012). A
aplicacdo do extrato nos animais n&o resultou em alteragdes desses parametros
bioguimicos.

As enzimas TGO, TGP, FA e Gama—GT sao amplamente distribuidas em
diversos tecidos e encontram-se em concentraces maiores no figado. Séo
consideradas marcadores bioquimicos e comumente utilizadas na clinica para
avaliar a funcéo hepatica ou biliar. Uma elevacao significativa em seus niveis
séricos pode indicar danos hepatocelulares (COSTA et al, 2012; SALEEM et al,
2017). Em nossos achados, os animais tratados topicamente com a
concentracdo de 100 mg/ml ndo apresentaram alteracdes significativas, a
excecdo da TGP e FA, que apresentaram niveis inferiores aos respectivos
controles. Na concentracdo de 200 mg/ml também ndo houve alteracbes, a
excecdo da TGP, que se apresentou elevada em relagdo aos controles.

As alteracbes bioquimicas supracitadas podem estar correlacionadas a
condicdes hepaticas observadas durante a avaliacdo histoldgica do 6rgdo. No
entanto, tais alteracdes foram identificadas como pré-existentes, ou seja, ndo
relacionadas ao uso da droga.

Conjuntamente, os dados obtidos indicam que o VARO1 apresenta um
perfil de baixa toxicidade, o que estabelece parametros de segurancga para o seu
uso terapéutico. De fato, a avaliagdo toxicolégica preliminar é essencial para
autenticacdo da seguranca no uso de produtos naturais, sendo amplamente
enfatizada pela Organizacdo Mundial da Salde para garantir 0 uso seguro e
eficaz de tratamentos a base de plantas medicinais (OMS, 1993).

Posteriormente, avaliou-se o efeito do extrato aquoso de VAROL em
feridas abertas promovidas em murinos. No modelo de cicatrizagéo, a substancia
atuou de maneira positiva na contracdo da lesdo no periodo de 3 e 7 dias. Tal
potencial cicatrizante pode estar vinculado a capacidade do extrato de modular

a via inflamataria, efeito demonstrado previamente por nosso grupo de pesquisa
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e semelhante a literatura, com estudos que apresentam efeito cicatrizante e anti-
inflamatorio de espécies pertencentes ao género Varronia (Kuppast e Nayak,
2005; Zala et al, 2012; Perini et al, 2015).

A cicatrizacdo de feridas cutdneas ocorre de maneira complexa
envolvendo vérios tipos de tecidos e células em quatro fases sobrepostas:
homeostase, inflamacéo, proliferacdo e remodelacdo. O processo inflamatorio é
uma etapa importante na cicatrizacao e tem papel de destaque nesse processo,
pois promove a destruicdo de agentes invasores e a remocgdo de fragmentos
estranhos (MENKE et al, 2007; YEH et al, 2017).

A persisténcia do estado inflamatorio, porém, tende a agravar a leséo e
retardar o processo de regeneracdo tecidual. Desta forma, a capacidade de
modular o processo inflamatério é reconhecido como um elemento favoravel que
contribui para melhorar a recuperacédo e a qualidade da ferida (PEREIRA e
BARTOLO, 2016; XU e HSIA, 2018).

Perini et al (2015) testou o Acheflan® um fitoterapico topico desenvolvido
no Brasil a partir de uma planta nativa Varronia curassavica Jacq (sin. Cordia
verbenacea). O estudo demonstrou propriedades cicatrizantes do produto no
modelo de cicatrizacdo de feridas, sendo tal efeito atribuido ao seu principal
constituinte, o sesquiterpeno o—humuleno com importante atividade anti-
inflamatorias ja comprovada (MEDEIROS et al, 2007; PASSOS et al, 2007).

Outro estudo realizado por Kuppast e Nayak (2005) testou o extrato
etandlico e fracfes do fruto da Cordia dichotoma e mostrou que a partir do 4° dia
de tratamento houve aumento na contracéo da leséo e com epitelizacao precoce
da ferida nos animais tratados com as fragcdes, sendo esse resultado associado
a presenca de compostos flavonoides. Zala et al (2012) realizou testes com
pomadas de extratos do pé das folhas de Cordia rothii em seus achados os
extratos etandlico e aquoso apresentaram um aumento significativo da contracéo
a partir do 4° dia e reducéo no tempo de epitelizagéo da ferida.

Estudos anteriores, incluindo de nossa equipe de pesquisa, apresentam
constituintes fitoquimicos similares para as espécies do género Varronia (sin.
Cordia), tais como terpenoides, flavonoides e fendis e que sao descritos nos
escassos trabalhos realizados para avaliacdo da cicatrizagdo. A estes séo

atribuidas propriedades significativas de regeneracéo de feridas, devido atuarem



61

como agentes antioxidantes e anti-inflamatoérios capazes de modular fases

importantes do processo de cicatrizacao.
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7 CONCLUSAO

Os dados obtidos demonstraram, pela primeira vez, que o extrato aquoso
de Varronia multispicata possui baixa citotoxicidade sobre fibroblastos murinos
(in vitro) e baixa toxicidade dérmica aguda (in vivo). Revelaram ainda que o
extrato promove a contragdo de feridas (in vitro e in vivo), acelerando a redugéo
da area de lesdo, destacando-o0 como uma potencial droga cicatrizante. Por fim,
demonstraram que o extrato € desprovido de atividade antibacteriana sobre as

espécies testadas.

Estudos adicionais encontram-se em andamento para caracterizar o
efeito cicatrizante em todo o processo de cicatrizacdo, além de identificar os

constituintes ativos responsaveis pelo efeito e os mecanismos pelo quais atuam.
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ANEXO | - PARECER DO CEPAE

'yﬁ' UFPA Comissao de Etica no
*;/ Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DE UMA ESPECIE VEGETAL DO GENERO CORDIA SOBRE O PROCESSO DE
CICATRIZACAO E A TOXICIDADE DERMICA AGUDA.", protocolada sob o CEUA n2 8678120917, sob a responsabilidade de Enéas de
Andrade Fontes Junior e equipe; Paula Cardoso Ribera; Enéas de Andrade Fontes Junior; Consuelo Yumiko Yoshioka e Silva;
Milton Nascimento da Silva; Enéas de Andrade Fontes Junior - que envolve a produgdao, manutengao e/ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Pard (CEUA/UFPA) na reuniao de 19/10/2017.

We certify that the proposal "EVALUATION OF A VEGETABLE SPECIMEN OF THE CORDIAN GENDER ON THE PROCESS OF HEALING
AND ACUTE SKIN TOXICITY.", utilizing 24 Heterogenics rats (24 females), 90 Heterogenics mice (90 females), protocol number
CEUA 8678120917, under the responsibility of Enéas de Andrade Fontes Junior and team; Paula Cardoso Ribera; Enéas de
Andrade Fontes Junior; Consuelo Yumiko Yoshioka e Silva; Milton Nascimento da Silva; Enéas de Andrade Fontes Jdnior - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Para (CEUA/UFPA) in the meeting of 10/19/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 11/2017 a 11/2019 Area: Farmacologia da Inflamacéo e do Comportamento - LAFICO

Origem: Biotério Central ICB/UFPA

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 35 a 60 dias N: 24
Linhagem: Rattus norvegicus Peso: 150a200g

Origem: Biotério Central ICB/UFPA

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 30 a 35 dias N: 90
Linhagem: Mus musculus Peso: 20a25g

Local do experimento: Laboratério de Farmacologia da Inflamacao e do Comportamento da faculdade de Farmacia

Belém do Pard, 20 de outubro de 2017

M Ui B Mo J““jQ“"‘”TW

Profa. Dra. Maria Vivina Barros Monteiro Profa. Dra. Vanessa Joia de Mello
Coordenadora da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Para Universidade Federal do Para

Rua Algusto Correa, S/N - Bairro do Guamd, CEP:66075-110, Inst. de Ciénc. Biol., térreo, Belém-Para - tel: 55 (91) 3201-8064
HorAirio de atendimento: 22 a 62 das 14h as 18h : e-mail: ceua@ufpa.br
CEUA N 8678120917
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Heavy Chronic Ethanol Exposure
From Adolescence to Adulthood
Induces Cerebellar Neuronal Loss
and Motor Function Damage in
Female Rats

Fernando B. R. da Silva', Polyane A. Cunha’, Paula C. Ribera’, Mayara A. Barros',
Sabrina C. Cartégenes’, Luanna M. P. Fernandes’, Francisco B. Teixeira?2,
Enéas A. Fontes-Junior, Rui D. Prediger?®, Rafael R. Lima? and Cristiane S. F. Maia’*

"Laboratory of Pharmacology of Inflammation and Behavior (LAFICO), Institute of Health Sciences, Universidade Federal do
Para, Belém, Brazil, ?Laboratory of Functional and Structural Biology, Institute of Biological Sciences, Universidade Federal
do Pard, Belém, Brazil, *Laboratdrio Experimental de Doengas Neurodegenerativas (LEXDON), Department of Pharmacology,
Center of Biological Sciences, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Brazil

Over the last years, heavy ethanol consumption by teenagers/younger adults has
increased considerably among females. However, few studies have addressed the
long-term impact on brain structures’ morphology and function of chronic exposure
to high ethanol doses from adolescence to adulthood in females. In line with this
idea, in the current study we investigated whether heavy chronic ethanol exposure
during adolescence to adulthood may induce motor impairments and morphological
and cellular alterations in the cerebellum of female rats. Adolescent female Wistar
rats (35 days old) were treated with distilled water or ethanol (6.5 g/kg/day, 22.5%
w/v) during 55 days by gavage. At 90 days of age, motor function of animals was
assessed using open field (OF), pole, beam walking and rotarod tests. Following
completion of behavioral tests, morphological and immunohistochemical analyses
of the cerebellum were performed. Chronic ethanol exposure impaired significantly
motor performance of female rats, inducing spontaneous locomotor activity deficits,
bradykinesia, incoordination and motor learning disruption. Moreover, histological
analysis revealed that ethanol exposure induced atrophy and neuronal loss in the
cerebellum. These findings indicate that heavy ethanol exposure during adolescence
is associated with long-lasting cerebellar degeneration and motor impairments in
female rats.
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INTRODUCTION

atrophy

Ethanol is one of the most widely used psychoactive drugs in the world (Room et al., 2005).
Some characteristics, such as the low cost, availability and easy access, contribute to high ethanol
consumption among adolescents (Zarzar et al., 2012). Indeed, it has been observed a reduced
sensitivity to the ethanol-induced motor impairments among adolescents, which may contribute to
heavy drinking as well as the early development of alcohol dependence (Spear, 2000). Consequently,
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