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RESUMO

AVALIACAO BIOLOGICA DOS EXTRATOS OBTIDOS DAS SEMENTES DE
Vatairea guianensis Aublet.

As plantas medicinais sdo ampla e culturalmente utilizadas de forma empirica na
Amazénia no tratamento de diversas doencas. Grande parte dessas plantas ainda
nao foi investigada cientificamente sobretudo quanto aos aspectos relacionados as
atividades bioldgicas. A espécie selecionada neste trabalho é Vatairea guianensis,
utilizada na medicina tradicional para tratar infeccbes de pele como as micoses
cutdneas. Este trabalho avaliou a atividade antibacteriana in vitro dos extratos
hidroetandlico, hexanico, cloroférmico e metandlico obtidos das sementes de
Vatairea guianensis pelo método da microdiluicdo em caldo para obtencdo da
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM),
frente a bactérias Gram-positivas (Staphylococus aureus e Enterecoccus faecalis) e
Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp). Avaliou-se também a
atividade cicatrizante sobre feridas cutaneas abertas em ratos pela aplicagdo tépica
do extrato hidroetandlico,representados pelos grupos G1 controle positivo (fibrinase);
G2 controle negativo (sol salina); e grupos experimentais, (G3 dose 500mg/kg; G4
250mg/kg; G5 100mg/kg) por sete dias e a toxicidade aguda por via oral. A analise
histologica do processo cicatricial foi avaliada, por meio de técnica convencional
incluindo coloracdo HE e Picrossirius para observacdo das caracteristicas
histomorfolégicas da reagdo inflamatéria e andlise descritiva da deposicdo de
colageno,respectivamente.Todos os extratos demonstraram atividade antimicrobiana
contra todos os microrganismos testados com CIM que variaram de 3,12ug/mL a
50ug/mL e CBM com valores 6,25ug/mL a 100ug/mL.A andlise histolégica mostrou
que o extrato hidroetandlico diminuiu a intensidade da reag&o inflamatéria nos
grupos G3 e G1, estimulou a sintese de colageno tipo lll em G1, G3 e G4 e
aumentou a sintese de colageno em G2 e G5. O experimento com extrato
hidroetandlico obtido das sementes de Vatairea guianensis pareceu retardar o
processo cicatricial nas doses de 500 e 250mg/kg em feridas abertas o que pode ser
um efeito positivo por impedir a formacao de cicatriz hipertrofica, sugerindo assim
um efeito modulatério por parte do extrato. A avaliacdo da toxicidade aguda em
camundongos revelou que o extrato hidroetandlico apresentou baixa toxicidade por
via oral.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana; atividade cicatrizante; plantas medicinais;
Vatairea guianensis;



X

ABSTRACT

EVALUATION OF ORGANIC EXTRACTS OF SEEDS OBTAINED Vatairea
guianensis Aubl.

Medicinal plants are widely used and culturally in the amazon to treat various
diseases.Much of these plants has not been scientifically invesgated especially on
the aspects related to biological activitie. The species selected in this work is
Vatairea guianensis, used in traditional medicine to treat skin infections such as
cutaneous mycoses.This study evaluated the antibacterial activity in vitro of
hydroethanolic extract, hexane, chloroform and methanol Vatairea guianensis seeds
by microdilution method for obtaining the minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum bactericidal concentration (MBC) against Gram positive
(Staphylococcus aureus and Enterecoccus faecalis) and Gram negative bacteria
(Pseudomonas aeruginosa and Salmonella sp). The study also evaluated the
healing activity on open wounds in rats by topical aplication of the hydroethanolic
extract, represented by G1 positive control (fibrinase), G2 negative control (saline)
and experimental groups( G3 dose 500mg/kg, G4 250mg/kg,G5 100mg/kg) for
seven days and the acute oral toxicity.Histological analysis of the healing process
was evaluated by means of conventional technique including color HE and
Picrossirius for observation of the inflammatory reaction histomorphological
characteristics and descriptive analysis of collagen deposition, respectively. All
extracts showed antibacterial activity against all tested microorganisms with an MIC
ranging from 3,12ug/mL to 50ug/mL and MBC values 6,25ug/mL to 100ug/mL. In
histological analysis, the hidroethanolic extract decreased the intensity of
inflammation in the groups G1 and G3, stimulates the synthesis of collagen type lli
em G1, G3 and G4 and increased collagen synthesis in G2 and G5. The experiment
with the hydroethanolic extract obtained from seeds of Vatairea guianensis
appeared to slow down the healing process effect by preventing the formation of
hypertrophic scar, suggesting a modulatory effect by extract. The acute toxicity
evaluation in mouse revealed that the hydroethanlic extract showed low toxicity by
the oral proceedings.

Keywords: antimicrobial activity, wound healing activity, medicinal plants, Vatairea
guianensis
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo amplamente utilizadas empiricamente pela
humanidade como recurso terapéutico desde as civilizagdes mais antigas até os
tempos atuais. O conhecimento gerado com o uso desse recurso natural foi
transmitido ao longo dos tempos de geragcdo para geragdao, tornando-se
reconhecidamente pela comunidade cientifica mundial como uma das principais
estratégias na selecdo de espécies para as pesquisas de novas drogas e
substancias de origem natural (YUNES, CALIXTO 2001; MIGUEL, 2000).

Nos ultimos anos, no Brasil, as pesquisas com plantas medicinais envolvendo
as diversas areas como a fitoquimica, a etnobotanica, etnofarmacologia e
farmacologia, tém sido realizadas de forma bastante promissora, apresentando
contribuicées relevantes no que diz respeito aos aspectos relacionados ao
isolamento de principios ativos e principalmente a atividade bioldgica de plantas que
ocorrem nos diferentes biomas brasileiros. (DESMARCHELIER et al.,1999; MACIEL
et al.,2002; DUARTE et al., 2004; HIRUMA- LIMA et al, 2006, PERAZZO et
al.,2007).

Considerando que as plantas medicinais existentes no planeta sdo estimadas
em 250.000 a 500.000 espécies, ressalta-se que apenas uma pequena percentagem
foi investigada quanto o isolamento de seus principios ativos e uma fracdo ainda
menor foi avaliada quanto a atividade biolégica. Mesmo entre aquelas de uso na
medicina tradicional, ainda ha um grande percentual que nao foi objeto de
investigacdo quanto a comprovacao da eficacia e seguranca do seu uso. Por outro
lado, esses fatores reforcam o potencial das plantas como fontes de novos
medicamentos e um grande campo para a investigacao cientifica (FERREIRA, 1998;
RATES, 2001; RUIZ, 2008).

Na Amazébnia Legal, existem aproximadamente 650 espécies vegetais de
valor econémico com atividade farmacolédgica. O estado do Amapa — local da coleta
de matéria-prima deste estudo - ocupa o quarto lugar nessa escala com 380
espécies vegetais (BRASIL-MMA/SCA,1998), merecendo destaque espécies como
andiroba (Carapa guianensis) e copaiba (Copaifera spp), bastante difundidas em

ambito regional, nacional e internacional.
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Este fato indica que ha muito a se fazer no sentido de investigar, sobretudo,
no ambito das nossas plantas amazdnicas, em razdo da rica biodiversidade como
fonte de novos medicamentos.

Muitas plantas utilizadas no Brasil sdo empregadas na forma de extrato bruto,
infusbes ou emplastros para o tratamento de infeccbées comuns, sem qualquer
evidéncia cientifica decorrentes de estudos do potencial biolégico e téxico para o
homem (HOLETZ et a.l,2002). Além do uso por tradicdo desses recursos a
utiizacdo é favorecida pela auséncia de politicas publicas de acesso a
medicamentos e a inexisténcia de servicos basicos de saude em muitas
comunidades isoladas da Amazénia.

A Organizacao Mundial de Saude (OMS), desde 1978, vem alertando para o
fato de que a maior parte da populacdo mundial, principalmente Africa, Asia e
America Latina extraem diretamente da natureza sua fonte de matéria-prima para a
saude. No Brasil, a rica biodversidade, a miscigenagéao das culturas (indigena, negra
e européia), aliada ao alto custo de medicamentos industrializados favorecem o
emprego da fitoterapia para tratar a saude. De acordo com a OMS, 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependem da medicina popular como
fonte primaria de atencao a saude (WHO, 2002).

Nos paises desenvolvidos, a chamada medicina complementar e alternativa
tem sido utilizada com freqiiéncia, de forma concomitante a medicina convencional.
Nos Estados Unidos, por exemplo, o crescimento da fitoterapia foi superior a 50% no
periodo de 1997 a 2002 (RIBEIRO; MOURA, 2009).

No Brasil, com a criagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais em 2006
pelo Governo Federal, o Ministério da Saude reassumiu uma das suas principais
aptidées nesse campo na area da Assisténcia Farmacéutica, desde a extingdo da
Central de Medicamentos (CEME) em 1995. Essa politica visa garantir o acesso
seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso
sustentavel da biodversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional (BRASIL, 2006).

Neste contexto, o estado do Amapa € um dos poucos da Federagdo a
possuir, em sua estrutura organizacional, uma instituicao de pesquisa, o Instituto de
Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do Amapa IEPA, vinculado a
Secretaria de Ciéncia Tecnologia do Estado do Amapa SETEC-AP, que tem como

missao dar suporte as politicas estaduais de ciéncia e tecnologia, com varias linhas
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de atuacdo, merecendo destaque a area de plantas medicinais, na qual o IEPA
desenvolve pesquisas na area de botanica, etnofarmacologia, fitoquimica e
farmacologia pré-clinica. Além disso, possui um laboratério de produgcao artesanal
de produtos a base de extratos de plantas nativas popularmente utilizadas em
diversas comunidades do Amapa.

Com base na indicacdo popular, dentre os produtos intermediarios
produzidos, destaca-se a tintura das sementes de Vatairea guianensis, conhecida
popularmente como faveira, empregada no Amapa para problemas de infec¢des na
pele causadas por fungos e bactérias. O uso das sementes é atribuido a indicacao
popular de riberinhos e comunidades tradicionais.

Poucas referéncias cientificas quanto as atividades biol6gicas sobre esta
espécie foram encontradas na literatura, motivo principal que nos estimulou a
escolhé-la para a realizacdo deste estudo. O levantamento bibliografico revelou a
existéncia de apenas um estudo de atividade antimicrobiana in vitro com resultados
positivos (MATOS,1988) no entanto com outra espécie do género Vatairea, a
Vatairea macrocarpa (OLIVEIRA,2008). Essas evidéncias ja reforcam o potencial do
género para a atividade antimicrobiana, tendo em vista a grande resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos convencionais.

Diversas plantas brasileiras sdo empregadas no tratamento de infeccdes
causadas por bactérias e fungos, porém carecem de estudos cientificos que possam
comprovar tais atividades (ALVES et al, 2000; HOLETZ et al 2002; SARTORI et al.,
2003; PRETTO et al., 2004; DE CAMPOS et al., 2005). Por outro lado, as plantas
devem ser investigadas nao apenas para confirmar a propriedade indicada pelo uso
popular, mas no sentido de descobrir outras atividades biolégicas desconhecidas
com base, por exemplo, na constituicao quimica.

Nenhum registro de estudo in vivo foi encontrado em levantamento
bibliografico sobre a espécie Vatairea guianensis, o que nos motivou a realizar
também o estudo da interferéncia sobre o processo cicatricial através da aplicacao
topica do extrato hidroetandlico em feridas abertas cutaneas de segunda inten¢do no
dorso de ratos, embora ndo haja relatos do uso popular desta espécie para a
atividade cicatrizante. Esse estudo in vivo levou em consideracdo a constituicdo
quimica do género, rico em compostos fendlicos, principalmente antraquinonas,

substancias ja descritas na literatura de relevantes atividades bioldgicas, o que torna
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esta classe de metabdlitos secundarios bastante interessantes na busca de novos
compostos bioativos potencialmente Gteis (MONTEIRO et al.,2009).

Assim, diante da existéncia de poucos estudos de atividade biol6gica sobre
Vatairea guianensis e do seu emprego na medicina tradicional, além de ser uma
espécie ja usada na elaboracdo de produtos intermediarios no IEPA, propds-se
entao a realizagdo do estudo in vitro antimicrobiano preliminar dos extratos brutos
etandlico, hexanico, cloroférmico e metandlico das sementes de Vatairea guianensis
e o estudo in vivo da possivel interferéncia do extrato hidroetanédlico no processo de
cicatrizacao de feridas.

E por fim, considerando as exigéncias preconizadas pela legislacdo especifica
para plantas medicinais e fitoterapicos, avaliou-se também a toxicidade aguda por
via oral do extrato hidroetandlico das sementes de Vatairea guianensis in vivo em
ensaios preliminares, pois apenas um unico estudo de toxicidade aguda in vivo foi
encontrado na literatura para o género Vatairea no qual foi utilizado uma outra

espécie de ocorréncia no cerrado do centro oeste do Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS BOTANICOS

2.1.1 Classificacao Botanica (BARROSO et al., 1991; LIMA, 1982)

DIVISAQO: Magnoliophyta (Angiospermae)
CLASSE: Magnoliatae (Dycotiledonae)
SUB CLASSE:Rosidae

ORDEM: Rosales

FAMILIA: Leguminosae

SUB FAMILIA: Faboideae

TRIBO: Dalbergieae

GENERO: Vatairea

ESPECIE: Vatairea guianensis Aubl.

2.1.2 Familia Leguminosae

A familia Leguminosae é considerada uma das mais importantes familias
botanicas pelo grande numero de espécies vegetais que possui. Essa familia inclui
642 géneros que estdo distribuidos em dezoito mil espécies. Compreende trés
subfamilias descritas como Caesalpinioideae, Mimosoideae, Faboideae
(Papillinodeae) (BARROSO, 1991; DI STASI E LIMA, 2002).

2.1.3 Sub-familia Faboideae
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A sub familia Faboideae possui 482 géneros e cerca de doze mil espécies,
sendo sua distribuicdo ampla em regides de clima temperado e tropical (BARROSO
et al., 1991).

2.1.4 Género Vatairea

O género Vatairea, pertencente a familia Leguminosae - Faboideae, é
exclusivo da faixa neotropica, incluindo apenas 7 espécies de leguminosas arboreas,
as quais encontram—se distribuidas desde o sul do México até o sudeste do Brasil,
abrangendo o México, Guatemala, Honduras, Costa Rica, Panama, Colémbia,
Venezuela, Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Peru e Brasil. O centro de
concentracdo da maior variedade desse género esta situado nas regides florestais
da Amazénia Central. O nome do género refere-se a um nome popular utilizado na
Guiana (CAVADA, et al., 1998; BARROSO et al., 1991; LIMA, 1982).

Quanto as espécies florestais amazbénicas pertencentes a esse género
destacam-se, a Vatairea guianensis, Vatairea fusca, Vatairea erythrocarpa, Vatairea
paraensis e Vatairea sericeae. Outras espécies do género habitam as matas de
encosta como Vatairea heteroptera. Ja no sul do México e América Central destaca-
se a espécie Vatairea lundelli (LIMA, 1982)

As publicacdes existentes sobre esse género concentram- se em sua maioria
nas espécies Vatairea guianensis Aubl, Vatairea heteroptera Ducke, Vatairea
macrocarpa Benth, Vatairea sericea Ducke, e Vatairea paraensis Ducke.

2.1.5 Espécie Vatairea guianensis (Aublet)

A espécie Vatairea guianensis é popularmente conhecida na Amazénia como
faveira, fava de empigem, faveira de empigem, fava bolacha, fava mutum, faveiro e
Angelim do igapé (PIEDADE; FILHO, 1988).

Dentre a populacao indigena dos Palikur, na Amazénia setentrional, na
fronteira Brasil e Guiana Francesa, extremo norte do estado do Amapa a Vatairea
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guianensis é chamada de waru. No Suriname, é conhecida por “gales habbes”, no
Peru de “anacapi”’ e “marupa del bajo”; na Guiana Francesa é chamada de “graine i
dartres”, “bois dartre” e maria congo e na Venezuela de “guaboa” (GRENAND,et al.,
1987).

E uma espécie nativa da Amazonia, comum em areas de florestas
sazonalmente inundaveis, como as matas de igapd e varzea da Amazbnia,
encontrada raramente em terra firme, ocorrendo em toda regido banhada pelo Rio
Amazonas e seus afluentes. Alcanca a fronteira da Guiana Francesa, Venezuela,
Colémbia, Peru e Suriname. (CORREA, 1982).

A Vatairea guianensis € uma arvore mediana, raramente de grande porte,
possuindo de 8 a 25 metros de altura, as vezes com grandes sapopemas na base do
tronco, casca lisa ou levemente fissurada, cerne de castanho-amarelado a castanho
escuro.Trata-se de uma arvore vistosa e com caracteristica bastante ornamental por
apresentar inflorescéncias em paniculas terminais curtas de 15 a 40cm de
comprimento com flores violdceas (REVILLA, 2000; LIMA, 1982) (FigurailA). As
folhas sdo bipinadas e cada pina contém 9 a 17 foliolos alternos ou subopostos,
oblongos, cartaceos e ligeiramente pubescentes na face inferior (FiguraiC)
(CORREA, 1982; PIEDADE; FILHO, 1988; FERREIRA, et al.,2004). O fruto é do tipo
drupéceo, suborbicular, estreitamente alado na margem ventral, unispermo, de cor
verde (Figura 1B) (CORREA,1982).

A semente seca é descrita na literatura como exalbuminada, com superficie
externa marrom claro, com tegumento delgado e quebradico. Apresenta as reservas
acumuladas nos cotilédones (simples); radicula pequena na comissura dos
cotilédones; gémula amarelo brilhante; sua consisténcia é dura e quebradica; forma
sub circular, achatada, (semi globosa); odor agradavel e levemente achocolatado;
sabor amargo suave na superficie. A retirada do tegumento revela superficie lisa,
apresentando coloracdo escura, tendendo ao preto (Figura 1D). Em relacdo ao
tamanho, possui cotilédones grandes, medindo em média 3,96cm de comprimento
por 3,83cm de largura (média de 44 cotilédones); em secdo transversal apresenta
gémula amarelo brilhante; em secéo longitudinal mostra eixo hipocétilo — radicular
reto e radicula pequena na comissura dos cotilédones (CORREA,1982; PIEDADE,
1988; SANTOS, et al., 2006).
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Especialmente no Amapa, a ocorréncia dessa espécie € maior no Municipio
de Mazagdo, sendo também encontrada em outros municipios do estado como
Porto Grande e Arquipelago do Bailique (SANTOS, et al., 2006).

A madeira dessa arvore ¢é forte e resistente sendo Util para construgao civil,
marcenaria, carpintaria e caixas industriais (LOUREIRO; SILVA, 1968; LIMA, 1982).

Informacdes etnofarmacoldgicas na literatura relatam que o suco do fruto é
empregado na medicina tradicional amaz6nica na cura da empigem e no tratamento
de certas dermatoses no Brasil, Venezuela, Coldmbia e Guiana Francesa. (LIMA,
1982).

No médio e baixo Amazonas a populagao utiliza as sementes de Vatairea
guianensis Aubl contra diversos tipos de micoses superficiais, sob a forma de tintura
alcodlica ou por aplicagao direta na pele de suas sementes maceradas. A literatura
relata também que as cascas do caule e das raizes sao utilizadas pela populagao
contra fungos, no periodo em que esta espécie nao esta em fase de frutificacao.
(PIEDADE; FILHO, 1988; REVILLA, 2000). A frutificacdo ocorre no periodo de junho
a janeiro (LIMA, 1982).

O dbleo extraido das sementes é usado topicamente contra manchas, sardas e
pano de rosto (CORREA , 1982).

A espécie ainda é utilizada como fonte de alimento para quelénios na
natureza (Podoctomis unifilis) mais conhecido como tracaja (PORTAL, et al., 2002) o

que pode indicar que esta planta ndo seja venenosa.
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Figura 1 — Vatairea guianensis: Aspectos da arvore (A)
(D), flor (E), excicata (F) da espécie vegetal Vatairea guianensis. (A), (B), (C), (F) Arquivo

pessoal; (D) (SANTOS, 2003). (E) Disponivel em <http://www.mel.cpatu.embrapa.br/plantas>
acesso em 01.06.10.
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2.2 Estudos quimicos relatados sobre o Género Vatairea

Na literatura, foram encontrados poucos estudos com relatos sobre a
constituicdo quimica do género Vatairea, sendo que esses relatos reportavam-se
principalmente ao isolamento de antraquinonas. Entretanto além desses metabdlitos
outras classes também foram isoladas como esterdides, catequinas, epicatequinas e
triterpenos da espécie Vatairea macrocarpa. Em outro estudo de triagem fitoquimica
de Vatairea guianensis, foi detectada a presenca de classes bioativas no extrato
etandlico das sementes de Vatairea guianensis, do tipo: tanino, antocianinas e
antocianidinas, flavonoides, xantonas, esterdides, triterpendides, saponinas e
quinonas, bem como a auséncia de alcaléides (FERREIRA et al., 2004). No Quadro
1 estdo apresentados, de forma resumida, os compostos quimicos isolados do
género Vatairea.

Estudos realizados por Formiga, et al (1975), revelaram que a partir do extrato
benzénico do tronco de Vatairea heteroptera, foram registrados o isolamento de
compostos antraquinénicos crisofanol, emodina, e formonometina, acidos graxos
saturados em Cis € Co4, 7- hidroxiflavona, sitosterol e stigmasterol. Além disso,
verificou-se a ocorréncia de crisofanol nos extratos benzénicos de Vatairea
guianensis Aubl; Vatairea macrocarpa Benth e Vatairea paraensis Ducke (PIEDADE
;FILHO,1988), sugerindo que o crisofanol pode ser uma das substancias
responsaveis pelas atividades biolégicas do género.

Do cerne de Vatairea macrocarpa, o principal constituinte quimico isolado foi
identificado como acido crisofanico (1,8- dihidroxi-3-metil-antraquinona), baseado em
dados espectrais de RMN'H de UV e IV (MATOS et al., 1988).

Do extrato metandlico das cascas do caule de Vatairea macrocarpa foram
isoladas uma catequina e seu isbmero epicatequina, substancias precursoras de
taninos. (STRADA, et al.,2007).

Do cerne de Vatairea guianensis foram isolados o acido 9-antronacrisofanico,
9- antronafisciona e 10- antronafisciona e os autores sugeriram que essas
substancias poderiam ser as responsaveis pelas propriedades irritantes a pele das
pessoas que manuseavam a madeira importada pela Alemanha dos paises Latino
americanos (SIMATUPANG et al.,1967apud PIEDADE; FILHO 1988).
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A partir do extrato metandlico obtido das cascas do caule da espécie Vatairea
guianensis foram isolados as antraquinonas crisofanol, fisciona, emodina e os
triterpenos conhecidos como acido oleandlico e a lactona do acido diidromacaerinico
(PIEDADE; FILHO 1988).

Das cascas do fruto de Vatairea guianensis foi obtido o extrato hexanico
sendo isoladas duas substancias com formulas moleculares CisH10O4 m/c=254,1 e
Ci6H1204 m/c=284 (OTOBELLI et al., 2009).

Quadro 01 — Ocorréncias de constituintes quimicos isolados do género Vatairea

Subst. Nome Espécie P;;:ﬁtga Referéncias
1 Crisofanol V. heteroptera | Tronco Formiga, 1975
V. guianensis Formiga, 1975
V. macrocarpa Formiga, 1975
V. paraensis Formiga, 1975
2 Emodina V. heteroptera | Tronco Formiga, 1975
V. guianensis Piedade, 1988
3 Formonometina V. heteroptera | Tronco Formiga, 1975
4 7-hidroxiflavona V. heteroptera | Tronco Formiga, 1975
5 sitosterol V. heteroptera | Tronco Formiga, 1975
6 stigmasterol V. heteroptera | Tronco Formiga, 1975
7 Acido crisofanico (1,8-diidroxi-3- V. macrocarpa | Tronco Matos, 1988
metil-antraquinona)
8 Catequina V. macrocarpa | Caule Strada, 2007
9 Epicatequina V. macrocarpa | Caule Strada, 2007
10 Acido 9-antronacrisofanico V. guianensis Tronco Simatupang, 1967
11 9-antronaficiona V. guianensis Tronco Simatupang, 1967
12 10-antronafisciona V. guianensis Tronco Simatupang, 1967
13 Fisciona V. guianensis Cascas do Piedade & Filho,
caule 1988
14 Acido oleandlico V. guianensis Cascas do Piedade & Filho,
caule 1988
15 Lactona do acido V. guianensis Cascas do Piedade & Filho,
diidromacaerinico caule 1988
* FAB-05; FAB-07 V. guianensis Cascas do Otobelli, 2009.
fruto

* Sustancias em processo de patenteamento.

2.3 Estudos bioldgicos relatados sobre o género Vatairea

As atividades biol6gicas reportadas para o género Vatairea incluem anti-
diabética, antimicrobiana, antiparasitaria e toxicidade. O resumo das atividades
bioldgicas descritas na literatura estdo apresentadas no Quadro 2.

O extrato etandlico obtido das cascas do tronco de Vatairea macrocarpa foi
submetido ao ensaio farmacologico da atividade anti diabética, onde observou-se
efeito hipoglicemiante e os autores do estudo sugeriram que o0 uso a longo prazo do
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extrato de Vatairea macrocarpa pode ser utilizado no controle de diabetes
(OLIVEIRA et al., 2008).

Além da avaliacao do efeito hipoglicemiante da espécie Vatairea macrocarpa ,
o extrato etandlico foi submetido ao ensaio de toxicidade para a avaliacdo dos
efeitos indesejaveis e toxicos importantes para a validacdo do uso do extrato como
agente terapéutico. Observou-se que o extrato etandlico de Vatairea macrocarpa
apresentou baixa toxicidade conferindo seguranca no seu uso como agente
terapéutico. No estudo de toxicidade aguda nenhuma alteracao foi observada nos
animais tratados com as doses de 250, 500 e 2000mg/kg. Nas doses de 1000mg/kg
foi observado aumento da frequéncia cardiaca em um dos animais e na dose de
5000mg/kg dois animais apresentaram perda de reflexos e de apreensao na pata,
aumento de motilidade e anestesia que perduraram por 1 hora. Nenhuma das doses
levou os animais a 6bito.

Na literatura foram encontradas publicacées relatando a purificacdo e
algumas propriedades da lectina de sementes de Vatairea macrocarpa sendo este o
primeiro relatério de purificacdo de uma lectina de uma espécie do género Vatairea.
(CAVADA, 2006).

O extrato acetbnico obtido de Vatairea macrocarpa, foi submetido ao ensaio
de atividade antimicrobiana no qual observou-se acentuada atividade antibacteriana
sobre cepas de Klebsiella sp e Staphilococus aureus e inatividade frente as
bactérias Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringens e Escherichia coli e fungos
Aspergilus Niger e Saccharomyces cerevisiae ( MATOS et al., 1988).

A espécie Vatairea guianensis é quase que desprovida de estudos cientificos
para atividade biolégica, reportando-se apenas a uma unica publicacdo na qual
foram relatados na literatura um estudo in vitro para avaliagdo da atividade
antiparasitaria de duas substancias isoladas do extrato hexanico das cascas do fruto
de Vatairea guianensis sobre a Leishmania amazonensis, parasita causador da
leishmaniose tegumentar onde observou-se resultados positivos destes constituintes
que exibiram acdo leishmanicida inibindo a proliferagdo de formas promastigotas de
L. amazonensis 0 que levou os autores a sugerirem que esta espécie tem
relevancia no desenvolvimento de novas drogas com atividade leishmanicida
(OTOBELLI et al.,2009)

As poucas evidéncias cientificas sobre Vatairea guianensis na literatura foi a

principal razéo para investigar esta espécie do ponto de vista biolégico.



Quadro 02 - Atividades bioloégicas do género Vatairea descritas na literatura.
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Espécie Parte Usada Atividades Organismos Formulacao Dose Resposta | Referéncia
Bioldgicas usados
V. macrocarpa | Cascas do Anti-diabética ratos Extrato 250mg/kg, ativo Oliveira,
tronco etandlico 500mg/kg 2008
Cascas do Toxicidade ratos Extrato 250mg/kg,500mg/k | Baixa Oliveira,
tronco etandlico g, toxicidade | 2008
2000mg/kg,5000m
g/kg
Cascas do Antimicrobiana Klebsiella SP, Extrato - ativo Matos,198
tronco Staphilococus acetbnico 8
aureus
Cascas do Antimicrobiana Yersinia Extrato inativo Matos,
tronco enterocolitica acetonico 1988
Clostridium
perfrigens,
Escherichia coli,
Aspergilus Niger,
saccharomyces
cerevisae
V. guianensis | Cascas do Antiparasitaria Leishmania Compostos - ativo Otobelli,
fruto amazonensis FABOS * 2009
FABO7 *
isolados do
extrato
hexanico

* Sustancias em processo de patenteamento
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2.4 O processo de cicatrizacao

A capacidade do organismo de substituir células lesadas ou mortas € um
fenbmeno observado nos seres vivos de grande importancia para a sua
sobrevivéncia (COTRAN et al., 2000; SANCHES NETO et al., 1993).

A cicatrizacdo € uma série de eventos celulares, moleculares e bioquimicos
que envolvem alteragdes teciduais importantes para a manutencao da integridade do
organismo. Esse processo, dinamico e complexo, inicia com a inflamacgao, seguida
pela quimiotaxia, isto é, atracdo de células para o local da ferida. Na sequéncia,
ocorre a proliferacao celular, diferenciagdo e remodelacéo que é o processo final de
cicatrizagcdo. Em um organismo saudavel e sem a presenca de agentes infecciosos,
esse processo ocorre de maneira harménica no organismo como forma de garantir a
regeneracao do tecido lesado. Assim, podemos dizer que a cicatrizacao por primeira
intencao é aquela no qual ha aproximacao das bordas, com maior probabilidade de
qgue o processo de cicatrizacdo ocorra de forma natural. O processo de cicatrizacao
por segunda intencéo tal qual foi utilizado nesse estudo, é aquele no qual a ferida
encontra-se aberta, exposta, com perda maior de células e tecidos, diferenciando-se
do processo por primeira intencao por exibir o fenémeno fisiopatolégico de contracéo
da ferida (MANDELBAUM, 2003).

O processo de reparo cicatricial pode ser dividido em fases distintas que se
sobrepdem de forma continua e temporal envolvendo inflamacao, proliferacao
celular, diferenciacao e remodelacado (MENDONCA et al.,, 2009; CLARCK, 1996;
SANCHES NETO,1993). Uma perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e
moleculares interagem para que ocorra a repavimentagdo e a reconstituicdo do
tecido lesado (ORTONE; CLEVY, 1994).

O fator desencadeante no processo de cicatrizagdo consiste inicialmente na
perda tecidual, ou seja, a ocorréncia de lesao (MANDELBAUM et al., 2003).
Posteriormente, inicia-se a fase inflamatéria caracterizada por extravasamento
sanguineo, que preenche a area lesada com plasma e elementos celulares
principalmente plaquetas, além de vasodilatagdo, permeabilidade vascular e
acumulo de plasma no local da ferida, caracterizando um exsudato inflamatério.
Essa fase também é caracterizada pela presenca de dor, calor, rubor e tumor

(CORSI, 1995). A agregacao plaquetaria e a coagulacdo sanguinea geram um
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tampao, rico em fibrina, que permite restabelecer a hemostasia, que se traduz em
vasoconstricdo e formacao de coagulo, além de formar uma barreira de protecéao
contra a invasado de microrganismos, ou seja, uma crosta que isola a ferida do meio
ambiente quase que imediatamente e organiza a matriz proviséria necessaria para a
migracao celular (MENDONCA; NETTO, 2009; EURIDES, 1996; COTRAN, 2000).
Essa matriz tem a fungdo de armazenar citocinas e fatores de crescimento liberados
nas fases seguintes do processo cicatricial (EMING, et al., 2007; WERNER, et al.,
2003).

A ativacao da cascata de coagulacao, juntamente com a liberacdo de fatores
de crescimento e ativacdo de células parenquimatosas pela lesdo, produz
numerosos mediadores vasoativos e fatores quimiotaticos que auxiliam o
recrutamento das células inflamatorias para o local da ferida (CLARK, 1996).

Os neutrofilos e mondcitos sdo as primeiras células inflamatérias a migrarem
para a regidao lesada em resposta aos agentes quimiotaticos (CLARK, 1996) e
permanecem por um periodo de trés a cinco dias. Essas células sdo as
responsaveis pela fagocitose das bactérias atuando no controle da infeccao
(MANDELBAUM et al., 2003).

Além da funcdo de fagocitose de bactérias, fragmentos celulares e corpos
estranhos, essas células inflamatérias produzem fatores de crescimento, que
preparam a ferida para a fase proliferativa, quando sao recrutados também os
fibroblastos e células endoteliais (SINGER, 1999).

Os monécitos do sangue periférico, tanto no inicio quanto durante o
transcorrer do processo cicatricial, continuam a infiltrar-se no local da ferida em
respostas a agentes quimiotaticos para mondcitos. A liberacdo dos fatores
provenientes das plaguetas, a fagocitose dos componentes celulares, como
fibronectina ou colageno, contribuem para a ativacdo dos mondcitos diferenciando-
0s em macroéfagos, que representam as principais células envolvidas no controle do
processo de reparacao (SINGER, 1999; CLARK, 1996). Essas células permanecem
do terceiro ao décimo dia, degradando e removendo corpos estranhos e
componentes do tecido conjuntivo danificado, colageno, elastina e proteoglicanas,
direcionando o desenvolvimento do tecido de granulagcdo (MANDELBAUM et al.,
2003, CLARK, 1996).

A fase proliferativa ou fibroblastica caracteriza-se por intensa neoformacgéao
vasculo-capilar e proliferacao fibroblastica. Essa fase é a responsavel pelo
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fechamento da lesdo propriamente dita com reparacdo do tecido conjuntivo e do
epitélio. O numero de capilares aumenta e sdo mais numerosos entre 32 horas até
8¢ dia apbs a execugao da ferida. Simultaneamente, 0 niumero de vasos linfaticos
também aumenta e o tecido de granulacado preenche a ferida gradualmente. Essa
fase desenvolve-se 24 horas apos a lesdo e no maximo até 14° dia (FONTANA,
1996).

A fase proliferativa compreende trés subfases: reepitelizacdo, que se inicia
horas ap6s a lesdao com a migragao de células epiteliais tanto das bordas da ferida
como dos anexos epiteliais, localizados no centro da lesdo; a fibroplasia e
angiogénese, que fazem parte do chamado tecido de granulacao, responsavel pela
ocupacao de tecido lesionado, cerca de quatro dias apds a lesao (SINGER, 1999).

A reepitelizacdo ocorre pela acdo de fatores de crescimento sobre os
queratindcitos estimulados por mitoses e quimiotaxia (MENDONGCA, et al., 2009).

A fibroplasia e a formacdo da matriz sdo extremamente importantes na
formacao do tecido de granulacao, cuja composicdao € em sua maioria composta de
elementos celulares principalmente fibroblastos, vasos sanguineos neoformados,
células inflamatérias e componentes da matriz, como a fibronectina, as
glicosaminoglicanas e o colageno (MANDELBAUM et al., 2003,).

Os fibroblastos sdo considerados células fundamentais no processo de
reparacao tecidual por secretarem fibras colagenas, elasticas e reticulares, bem
como a substancia fundamental amorfa constituida de agua, sais, glicoproteinas e
proteoglicanas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Simdes e col. e Sanches Neto e
col. afirmam que os fibroblastos alcangam seu maior numero no 7° dia, ocorrendo
uma diminuicéo a partir deste tempo (SIMOES, 1986 ; SANCHES, 1993).

O tecido de granulacao constitui-se por fibroblastos que proliferam e adquirem
maior quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e surgem nos cortes
histolégicos na forma de células grandes e agrupadas, adicionados por vasos
neoformados e células inflamatérias residuais. Macroscopicamente, caracteriza-se
como um tecido mole de aspecto carnoso de um vermelho intenso, apresentando
superficie irregular, assumindo um aspecto granuloso, o que determina 0 nome
deste tecido (CHANDRASOMA, 1993). Alguns dos fibroblastos sao ativos na sintese
do colageno, outros adquirem caracteristicas de células musculares lisas
denominados de miofibroblastos, que confere capacidade contratil ao tecido de
granulagao, reduzindo a area cruenta da ferida nos processos de cicatrizagao.
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O colageno é a proteina mais comum encontrada nos animais, sendo muito
importante no processo de reparacao tecidual, sua producdo pelos fibroblastos
inicia-se entre o quarto e o quinto dia apds a lesdo, o que resulta em um significante
ganho na resisténcia da ferida (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Qualquer
substancia com potencial para melhorar essa etapa contribuirda de maneira
significativa no processo de cicatrizacdo (TEVES, 1989).

A angiogénese é a ultima etapa da fase proliferativa e fundamental no
processo de cicatrizacdo, na qual novos vasos sao formados a partir de vasos pré-
existentes, sendo essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes para o tecido
de granulacao em crescimento. Ocorre na matriz extracelular do leito da ferida com a
migracao e estimulacao mitogénica das células endoteliais (FOLKMAN, 1992).

Na fase de remodelagem do processo de cicatrizacdo, ocorre numa tentativa
de recuperar a estrutura do tecido normal, caracterizada pela maturacdo dos
elementos e alteracbes da matriz extracelular com deposicdo do colageno e
proteoglicanas. Os fibroblastos do tecido de granulagdao nessa fase diferenciam-se
em miofibroblastos comportando-se como um tecido contratil. Essas células sao
dotadas de grande quantidade de filamentos de actina (microfilamentos) e miosina,
que migram para a lesao apds dois ou trés dias promovendo uma retracao da ferida
que pode atingir de 50 a 70% do tamanho inicial (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
MONTENEGRO, 1999).

A contracdo da ferida pode ser considerada um indicativo do potencial de
cicatrizacdo, isto é, quanto melhor a cicatrizacdo maior € a percentagem da
contracédo (PRATA, 1998; BRITO, 2001).

Uma ferida cirargica sofre contracdo no seu tamanho de forma centripeta,
guiada pelos seus bordos (MONTADON et al., 1977), embora sua forma possa ter
influéncia no tamanho da contracdo, as feridas redondas, por exemplo, ndo se
contraem tdo rapidamente quanto as retangulares, estelares ou retilineas
(POLLACK, 1979). Esse evento é uma etapa importante do fechamento das lesbes
que cicatrizam por segunda intencéo, caracterizada por perda excessiva de tecido.

A completa reparacéo do tecido lesionado caracteriza-se quando ndao ha mais
filamentos de actina e miosina no citoplasma dos miofibroblastos (RUNGGRE-
BRANDLER ;GABBIANI, 1983). Ao longo dos anos as pesquisas buscam esclarecer
0os possiveis efeitos de novos medicamentos topicos capazes de interferir no

processo de cicatrizac¢ao.
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Nesse contexto, os produtos naturais, especialmente as plantas medicinais,
continuam sendo uma das principais fontes de medicamentos para tratamento de
diversas condigdes patoldgicas dentre as quais se destaca a cicatrizacao de feridas
cutadneas. Diversas plantas empregadas na medicina popular e ou derivados e
principios ativos isolados, foram investigadas quanto a sua atividade cicatrizante
com destaque para tintura de confrei (Symphyntum officinale) (CARVALHO et al.,
1991); a babosa Aloe vera (CHITHRA et al., 1998); a papaina (SANCHES NETO et
al., 1993), a copaiba (EURIDES et al., 1998), juca - Caesalpinia ferrea (OLIVEIRA,
2008; PENA, 2009).

2.5 Atividade antimicrobiana de plantas medicinais

Na medicina popular, as plantas adquiriram importancia fundamental
sobretudo pela observacao de suas propriedades terapéuticas e tdéxicas. (MARTINS,
et al, 1998). No entanto, essas observacées populares, apesar de serem
norteadores das pesquisas, requerem, em sua maioria, dados cientificos que
comprovem a eficacia e a seguranca do seu uso (FERREIRA, et al., 1998; MACIEL,
et al., 2002).

Muitas plantas utilizadas no Brasil sdo empregadas na forma de extrato bruto,
infusdes ou emplastros para o tratamento de infeccbes comuns, sem qualquer
evidéncia cientifica sobre estudos relacionados ao potencial biologico e tdéxico para o
homem (HOLETZ et al., 2002).

As pesquisas relacionadas a atividade antimicrobiana de plantas medicinais
iniciaram por volta de 1943. Tratava-se de estudos para investigar a atividade de
2.300 plantas superiores contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os
resultados desses estudos mostraram que plantas pertencentes a 63 géneros
continham principios ativos que causavam inibicdo do crescimento de um ou de
ambos os microrganismos (PEDERSON; FISHER, 1984). Por outro lado, no Brasil,
as pesquisas relacionadas a atividade de substancias antimicrobianas de origem
vegetal, tiveram inicio cinco anos depois, com Cardoso e Santos (1948) que
investigaram extratos de 100 plantas indicadas em terapéutica como
antiinflamatérias e cicatrizantes. Destas, apenas cinco apresentaram resultados

positivos com atividade inibitéria contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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A partir da década de 50, os primeiros compostos de plantas foram isolados
como o diterpeno biflorinina, e o triterpeno maitenina. Da mesma forma, outros
flavondides com efetivas propriedades antimicrobianas contra Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina foram isolados, como a primina, a miconidina,
lapachol e derivados, a plumbagina, luteolina e mircetina (ZACCHINO et al.,2001).

Diversas linhas de pesquisas tém sido desenvolvidas apresentando
resultados positivos, baseados exclusivamente nas propriedades anti-infecciosas e
anti-inflamatérias de varias plantas de utilizagdo na medicina popular, que poderao
contribuir sobremaneira na terapéutica antimicrobiana dessas espécies (HOLETZ et
al.,, 2002; ZACCHINO et al., 2003). Vale ressaltar que algumas plantas tem se
mostrado efetivas e seguras quanto ao uso terapéutico, com a vantagem de serem
mais eficazes em comparacdo com os farmacos convencionais (SOUZA, et al.,
2004).

O estudo de plantas com atividade antimicrobiana no Brasil vem se
intensificando ao longo do tempo, em decorréncia de varios fatores, dentre os quais
destacamos: a) a grande diversidade de espécies existentes ndao estudadas nos
diversos biomas brasileiros como a floresta Amazdnica, Cerrado e mata Atlantica; b)
a necessidade pela busca por novos agentes antimicrobianos de origem natural
capazes de combater a resisténcia dos microrganismos afetados por doencgas
causadas por bactérias e fungos patogénicos, causadores de micoses superficiais e
sistémicas; ¢) o uso indiscriminado dos atuais antimicrobianos que, em médio prazo,
podem causar resisténcia (MIGUEL et al., 1996; LIMA, 2001).

Atualmente ha um crescente interesse pelas plantas como fonte de
antibiéticos, o que vem contribuindo de forma significativa para a introdugdo de
novos agentes antimicrobianos como parte de uma nova estratégia terapéutica, com
produtos mais efetivos que apresentem menor indice de efeitos colaterais e
preferencialmente mais baratos (ZAITZ, et al, 1998).

A pesquisa por alternativas naturais para o tratamento de doencgas
parasitarias, também atrai a atencao de muitos estudiosos, principalmente para
doencas importantes como doencas de chagas, leishmaniose e maléaria, pois a
terapéutica disponivel atualmente para essas doencas € de pouca eficacia e com um
nivel de toxicidade bastante elevado (OTOBELLI, 2009).
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2.6 Ensaio de atividade antimicrobiana- Método de diluicao

Os métodos de diluicdo em caldo in vitro sdo empregados para detectar
possiveis atividades antimicrobianas de extratos e/ ou compostos isolados de
plantas medicinais. Sao métodos quantitativos considerados de referéncia para
determinar a sensibilidade das bactérias e fungos aos antibidticos e antifingicos
respectivamente (ZGODA;PORTER, 2001).

O teste de microdiluicdo utiliza microplacas com 96pogos e utiliza volumes
minimos de meio de cultura entre 0,1 e 0,2ml (SAHM;WASHINGTON,1991;
ZGODA;PORTER, 2001). Esse método consiste em preparar diluicdes sucessivas
do extrato ou composto isolado a ser testado em meio de cultura liquido ou soélido e
em seguida semear cada diluicio em placas para verificar qual a menor
concentracdo do extrato e ou composto capaz de inibir o crescimento bacteriano.
Possui a vantagem de ser quantitativo, podendo ser usado tanto para amostras
hidrossollveis como lipossolluveis além de possuir maior sensibilidade comparado a
outros métodos ( TRABULSI, 1999, OSTROSKY, et al., 2008).

2.7 Consideracoes gerais sobre as plantas medicinais

O uso de plantas como recurso terapéutico tem sua aplicacdo desde as
sociedades mais primitivas evoluindo com as civilizagdes. O homem pré historico
observava o comportamento dos animais quanto a utilizacdo dos vegetais,
permitindo compreender e direcionar 0 uso daquelas que considerava Uteis,
distinguindo assim as espécies alimentares das téxicas (ALONSO, 1998).

Ja nas civilizacbes antigas, a origem do uso de plantas para curar doencas
estava relacionada ao poder divino ou praticas religiosas, ja que, sem o
conhecimento cientifico, essas culturas se ancoravam na mitologia e na prépria
histéria dessas civilizagbes a exemplo dos hindus e da civilizacdo grega
(BONTEMPO, 1990).
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Na contemporaneidade, por volta de 1970, a Organizacdo Mundial da Saude,
reconheceu os beneficios oriundos da medicina chinesa, e ao final dessa década,
reconheceu a importancia das plantas medicinais, considerando e alertando que
grande parte da populagdo mundial extrai diretamente da natureza sua fonte de
matéria-prima para a saude (BEVILAQUA, 2003). A partir dai surgiram pesquisas € 0
desenvolvimento de medicamentos obtidos de fontes naturais. Levantamentos
realizados pela Anual Reports of Medicinal Chemistry no periodo de 1981 e 2002,
evidenciaram que de 90 novas substancias com potencial farmacolégico analisadas,
61 delas eram derivados semi-sintéticos de plantas. (SIXEL; PECINALLLI, 2002;
NEWMAN et al., 2003).

O conhecimento sobre plantas medicinais, tanto em regides pequenas e
pobres quanto em grandes cidades brasileiras, representa, na maioria das vezes, o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Nesse contexto,
as plantas medicinais comercializadas ou dispensadas sao facilmente acessiveis em
feiras livres, mercados publicos e também em quintais residenciais (MACIEL et al.,
2002).

O estudo de plantas orientado pela medicina popular constitui-se um dos
caminhos mais utilizados na descoberta de novos agentes terapéuticos,
considerando a deteccao e a analise de seus principios ativos (CARVALHO, 1998;
CECHINEL; YUNES, 1998; MACIEL et al., 2002).

Considera-se como planta medicinal aquela que possui em sua composicao,
substancias quimicas sintetizadas biologicamente (a partir de nutrientes, agua e luz),
que possam provocar no organismo humano e animal, efeitos farmacol6gicos ou
reacdes de cura ou abrandamento de doencas por meio de seus principios ativos
(FETROW, AVILA, 1999; OMS, 1992).

As substancias bioldgicas produzidas pelas plantas sdo representadas pelos
metabolitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sdo encontrados em
todas as plantas e sdo essencialmente importantes para o seu crescimento e
manutencgao da vida, como, por exemplo, os aminoacidos, monossacarideos, acidos
carboxilicos, etc. Ja os metabdlitos secundarios sdo produtos do metabolismo
especifico, resultantes do processo adaptativo e sdo caracterizados por uma imensa
diversidade quimica de substancias bioativas de importdncia relevante nos

mecanismos de defesa das plantas contra o ataque de seus predadores como
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fungos, protozoarios, insetos e outros animais (CARVALHO, 1998; BARRACA, 1999;
BASILE et al., 1999; BRUNETON, 1995; DUFFY; POWER, 2001; LIMA, 2001).

Atualmente, o interesse cientifico pelos metabdlitos secundarios tem
aumentado em decorréncia da incessante busca por novos medicamentos oriundos
de plantas que apresentem baixos ou nenhum efeitos téxicos (BASILE et al., 1999;
SATO et al., 2002; PAIVA, et al., 2003).

O alto custo dos medicamentos industrializados que dependem de tecnologia
e matéria-prima externas, o dificil acesso da populacdo a servicos de assisténcia
médica e farmacéutica, além da “cultura” pelo estilo de vida saudavel de utilizar
produtos preferencialmente naturais sdo fatores que contribuem para a crescente
utilizacdo de plantas medicinais na cura e prevencdo de doencas (SIMOES et al
2002; SIXEL; PECINALLI, 2002).

O largo uso de plantas medicinais também pode ser explicado pela nao
exigéncia de prescricdo médica, uma vez que o alto grau de aceitabilidade das
plantas medicinais associado a grande disponibilidade desses recursos na medicina
popular, justifica a auséncia dessa prescricdo, diferente do que ocorre com o0s
medicamentos industrializados (AMORIM et al., 2003; MITSCHER et al.,1987).

Diversos medicamentos empregados na medicina convencional foram
desenvolvidos com base no conhecimento empirico sobre as propriedades
terapéuticas de algumas plantas, a exemplo dos digitalicos, quinina, morfina,
atropina, aspirina entre outros (SIMOES et al., 2002).

Dentre os varios exemplos de estudos com plantas que demonstram a
importancia na aplicagao clinica merece destaque a pilocarpina, alcal6ide isolado do
género Pilocarpus (ANDRADE NETO, 1989), utilizada na preparacao de farmacos
indicados para tratar glaucoma (MATOS, 1990), a capsaicina extraida de Capsicum
Sp que possui agao anestésica, a colchicina extraida da Colchicum autumanle, como
agente anti reumatico (YUNES et al., 2001); como agentes cardiovasculares citam-
se os efeitos benéficos dos extratos de Digitalis purpurea e Digitalis lanata os quais
levaram a descoberta de glicosideos cardiacos como a digoxina e a digitoxina
(CLARKE et al., 2001).

Os flavondides apresentam atividade anticancerigena sendo demonstrada em
estudos também sua importancia na alimentacdo, e sdo amplamente encontrados
nas frutas, sementes, flores e folhas, fazendo parte da dieta humana (WILHELM
FILHO et al.,2001). Estudos preliminares tém demonstrado relevantes acodes
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bioldgicas de varios flavondides que atuam na prevencado de acidentes vasculares,
sendo muito utilizados pela industria farmacéutica na preparacdo de agentes
vasodilatadores como a rutina, além de outros como a quercetina e a luteolina, os
quais produzem significativa resposta antiiflamatéria e antinociceptiva quando
testados com acido acético, formalina e capsaicina (CALIXTO, 2000), além de
atividade antimicrobiana (SARTORI et a./, 2003), e hipoglicemiante.

Os terpenodides e compostos esterdides sao largamente distribuidos no reino
vegetal e exibem distintas propriedades farmacolégicas. Entre outras acodes
apresentam propriedades antiinflamatérias e antinociceptivas, inibem a agregacao
plaquetaria e inteferem a nivel intracelular em varios passos do mecanismo de
transducéo (CALIXTO et al., 2000).

As antraquinonas sao compostos fendlicos largamente distribuidos nas
plantas medicinais, caracterizadas quimicamente como substancias policiclicas, com
mais de 20 carbonos, inodoras e com aspecto amarelado ou castanho, ocorrem nas
familias Polygonaceae, Rhamnaceae, Liliaceae e Leguminosae. Possuem
propriedades laxativas, catarticas, cicatrizantes, antipsoriaticas, bactericidas,
antissépticas e antiinflamatéria local (MONTEIRO, et al., 2009;). As antraquinonas
nao sdo bem absorvidas no trato digestério, razdo pela qual sdo utilizadas para
atuacao no intestino ou empregadas sobre a pele. Dentre inUmeros exemplos de
plantas medicinais em que estudos evidenciaram a presenga marcante de
antraquinonas, cita-se Cassia sena, Cassia angustifolia, Rhamnus pushiana, Rheum
palmatum, Aloe vera, Vatairea guianensis (VASCONCELOS, 2002; BOTSARIS;
MACHADO, 1999; PIEDADE; FILHO 1988).

2.7 Consideracoes gerais sobre o uso tradicional de plantas medicinais na

Amazonia

A Amazénia é detentora de uma imensa biodiversidade, cuja maior parte
encontra-se ainda sem o devido estudo. No que tange ao uso de plantas medicinais
€ sabido que a populacdo nativa se utiliza continuamente de seu uso,
independentemente de estudos cientificos. A esse processo chama-se uso
tradicional. No ambito do uso popular é desconhecido que as plantas possuem na
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mesma medida que os medicamentos convencionais, efeitos indesejaveis quando
utiizadas de modo inadequado, dai a importancia do respaldo por meio de
evidéncias cientificas obrigatérias preconizadas pela Legislagao brasileira (MACIEL,
et al.,2002)

Tanto pela 6tica da biodiversidade quanto pela freqiiéncia do uso tradicional
faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas dessa biodiversidade, em
especial, aquelas de uso tradicional frequente para identificar substancias ativas
eficazes e/ou menos téxicas de modo a potencializar o uso adequado. Nesse
sentido algumas doencas tropicais sao tratadas com essa terapia assim como a
esquistossomose, a maléria, a leishmaniose e as infecgdes bacterianas e fungicas
(ALVES et al., 2000) e as micoses superficiais de pele, as quais ocupam o primeiro
lugar com altos percentuais na incidéncia das dermatoses importantes,
representadas principalmente pelas dermatofitoses e ptiriase versicolor, o que
sugere ser um aspecto préprio da regido amazonica (SILVA, 1981).

Além disso, o uso tradicional das plantas é favorecido na regiao em
decorréncia de sua geografia peculiar, da dificuldade de acesso aos medicamentos
convencionais associado a precariedade e até a inexisténcia de servigos publicos de
saude em muitas comunidades isoladas da Amazoénia.

Neste contexto, mesmo o Brasil possuindo uma grande biodiversidade, os
dados em relacdo a pesquisa de plantas com atividade antimicrobiana ainda sao
escassos, estando disponiveis somente dados sobre 44 espécies de plantas
pertencentes a 20 familias com atividade positiva, incluindo espécies nativas e
exéticas. Atribui-se esse baixo numero de registro a divulgacdo dos dados
ocorrerem apenas em eventos restritos, como eventos cientificos locais ou regionais,
associado também ao fato de que a maioria das pesquisas sao realizadas
isoladamente com uma ou poucas espécies, baseadas em informacdes
etnofarmarcolégicas, diferente de estudos abrangendo varias familias boténicas
pertencentes a flora de uma regiao definida (DUARTE, 2006).

E fato que 0 nosso pais possui uma excepcional biodiversidade, sobretudo
guando comparamos com outros paises, como a Suiga que apresenta apenas uma
espécie vegetal endémica, a Alemanha com 16 e ainda o México com 3.376
espécies. Estes numeros tornam-se inexpressivos quando comparados aos 25 a 30

mil espécies endémicas de ocorréncia apenas na Amazbnia, sem mencionar a
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biodiversidade das demais regides: cerrado, pantanal, caatinga e mata atlantica
(ALVES et al., 2000).

A atividade antimicrobiana relatada nas pesquisas de produtos naturais, em
particular as plantas medicinais, tem sido atribuida a agdo de metabdlitos
secundarios como a terpendides e compostos fendlicos os quais mesmo na forma
pura exibem atividade antibacteriana ou antifangica (CONNER, 1993; HELANDER et
al.,, 1998). Desta forma, esses compostos antimicrobianos presentes em plantas
podem inibir o crescimento bacteriano e fungico por diferentes mecanismos de acao,
possuindo um significativo valor clinico.

Quanto a atividade antimicrobiana de outras espécies de uso popular
investigadas na Amazénia, merecem destaque: Kalanchoe pinnata Pers, (pirarucu),
(MORTON, 1990), Psidium guajava (goiaba) (SANCHES et al., 2005; ALVES et al,,
2006), Copaifera langsdorffi (copaiba) (LORENZI, 2002), Petiveria alliacea (mucura-
caa) (GUEDES, 2009), Anacardium occidentale (caju) (SILVA et al., 2007).

Considerando que este estudo se propde também avaliar a atividade
cicatrizante de feridas abertas é importante destacar aquelas de freqliente uso na
Amazénia que ja foram estudadas como a Copaifera langsdorffi (copaiba)
(LORENZI, 2002; BRITO, 1999), Jatropha gossypifolia (piao roxo) (SANTOS, 2006);
Arrabidaea chica, (pariri), (JORGE, 2008), Caesapinia ferrea, (juca) (PENA, 2009).

2.8 Consideracoes gerais sobre fitoterapia

A pratica da utilizacdo de plantas medicinais para tratar doencas constitui a
fitoterapia. Estudos mostram que até meados do século XIX, a fitoterapia foi
considerada a peca essencial do arsenal terapéutico no Brasil € no mundo. No inicio
do século XX, essa pratica foi cedendo lugar ao uso de produtos biolégicos de
origem animal e a produtos elaborados com moléculas puras de principios ativos
isolados de plantas medicinais dotadas de acdo farmacoldgica mais especifica.
Como conseqiiéncia, as plantas medicinais perderam importancia e passaram a ser
utilizadas somente como terapia alternativa no Brasil e em outros paises do terceiro

mundo, onde cerca de 70% a 80% da populacdo ndo tém acesso a assisténcia



46

farmacéutica (CARVALHO, 2004). Essa perda de grau de importancia das plantas
medicinais ocorreu na razao direta do avango de uma gama de produtos langcados
no mercado demonstrando a crescente lucratividade e poder econémico da industria
farmacéutica.

O uso abusivo desses medicamentos, constituidos, sobretudo por principios
ativos sintetizados e purificados, deflagrou sérias consequéncias, como o
surgimento de doencas iatrogénicas (decorrente do uso de medicamento) e aumento
de resisténcia microbiana (LEITE, 2009). Este fato aliado ao alto custo dos
medicamentos industrializados e a busca da populacdo por tratamentos menos
agressivos ao organismo, impulsionou, em parte, o retorno ao interesse pelas
plantas medicinais. Cabe ressaltar que, entre a populagdo nativa esse movimento
teve poucas repercussdes em razao do uso tradicional constituir-se em uma pratica
cultural e 0 ndo acesso ao medicamento industrializado.

Pela Legislacdo brasileira, os fitoterapicos sao definidos como medicamentos
obtidos empregando-se exclusivamente matérias primas vegetais. E caracterizado
pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca é
validada por levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizagdo, documentacdes tecno-
cientificas em publicacées ou ensaios clinicos fase 3. Nao € considerado fitoterapico
aquele que, na sua composicao, inclua substancias ativas isoladas, nem
associagdes destas com extratos vegetais (BRASIL, RDC 48, 2004).

As formas farmacéuticas fitoterapicas encontradas no mercado farmacéutico
e em programas de fitoterapia, apresentam-se na forma liquida como extrato fluido,
tinturas, xaropes, solucdes, emulsdes, locdes e etc; semi-sélida como pomada,
creme e géis e solidas como comprimido, capsula, dragea e sabonetes. Os
fitoterapicos possuem inumeras vantagens, dentre as quais estdo o seu largo uso
terapéutico, seu baixo custo e a grande disponibilidade para a populagdo de baixa
renda (CALIXTO, 2000).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS), desde 1978, vem alertando para o
fato de que a maior parte da populagdo mundial, principalmente Africa, Asia e
América Latina, extraem diretamente da natureza sua fonte de matéria-prima para a
saude. No Brasil, a rica biodiversidade, a miscigenagao das culturas indigena, negra
e européia e o alto custo de medicamentos industrializados favorecem o emprego da
fitoterapia para tratar a saude. De acordo com a OMS, 80% da populagdo dos
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paises em desenvolvimento dependem da medicina popular como fonte primaria de
atencao a saude (WHO, 2002).

Nos paises, desenvolvidos, a chamada medicina complementar e alternativa
tem sido utilizada, com freqiiéncia, de forma concomitante a medicina convencional.
Nos Estados Unidos, por exemplo, o crescimento da fitoterapia foi superior a 50%
no periodo de 1997 a 2002 (RIBEIRO; MOURA, 2009).

E importante ressaltar que, os usuarios de plantas e seus derivados,
compreendam que as plantas sao portadoras de substancias bioativas benéficas,
mas que também podem causar efeitos adversos, embora menos frequentes quando
comparados as drogas de origem sintética. Assim, torna-se importante a exigéncia
pela legislacdo, de testes que demonstrem a seguranca, a eficacia e a qualidade
destes recursos naturais, pois mesmo tendo uma larga utilizacao, nao é suficiente
para valida-las eticamente como produtos seguros e eficazes (CALIXTO, 2000).
Nesse contexto, € obrigatério que um fitoterapico, para ser comercializado, esteja
registrado no Ministério da Saude .

Os critérios estabelecidos para a concessao de registro de fitoterapicos no
Brasil estdo apresentados na Resolucdo das Diretorias Colegiadas, RDC 48
(BRASIL, 2004), na qual a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria prevé uma lista
de drogas vegetais, cujos componentes tem a permissdo de obter o registro
simplificado pela Industria. Os fitoterapicos contidos nessa lista, podem ser
registrados levando-se em consideragdo o maior numero de evidéncias cientificas
reconhecidas em relacdo a eles, ndo havendo necessidade de revalidar as
indicacoes terapéuticas e segurancga do uso.

Na lista estao inseridas 34 espécies vegetais na sua maioria exéticas, ou seja,
aquelas originarias de outros paises. Caso o fitoterapico ndo integre a “Lista de
Registro simplificado de fitoterapicos”, a industria serd obrigada a comprovar a
seguranca e eficacia do produto (RIBEIRO et al., 2005) por meio de monografias
referenciadas em lista publicada pela ANVISA (RE 88, 2004), que comprovem a
acao bioldgica do principio ativo presente na formulagdo do medicamento. Estas
referéncias estao elencadas de acordo com uma pontuacéo, conforme a qualidade
cientifica de cada obra.

A aprovacdo do registro sera baseada no numero de pontos atingidos que
deve ser no minimo de seis pontos, de acordo com a escala de pontuagdes das
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referéncias. Nesse caso, a maioria das obras refere-se a compéndios internacionais
0s quais reportam estudos principalmente de plantas oriundas de paises europeus.

Outra possibilidade de registro de fitoterapicos pela ANVISA, baseia-se em
levantamentos etnofarmacolégicos ou de documentagbes técno-cientificas que
avaliem a indicacdo do uso, as coeréncias em relacdo as indicacdes terapéuticas
propostas, auséncia de risco téxico ao usuario e comprovacao de uso seguro por um
periodo igual ou superior a 20 anos (BRASIL, 2004).

Desta forma, essa regulamentacdo encerra uma contradicdo, pois vai de
encontro a uma lacuna nos estudos de plantas utilizadas na medicina popular, uma
vez que a maioria das espécies brasileiras tradicionalmente empregadas pela
populacado ainda nao foram avaliadas do ponto de vista toxicologico e farmacolégico,
impossibilitando assim a obtencao do registro de fitoterapicos baseados em plantas
tradicionais do nosso pais. Por outro lado, essa regulamentacdo representa
relevante incentivo para a realizacéo de estudos de espécies utilizadas na medicina
popular no Brasil (RIBEIRO, et al., 2005).

No Brasil, duas importantes politicas foram estabelecidas pelo Ministério da
Saude em 2006: A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no
Sistema Unico de Saude (SUS) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos. Ambas apresentam em suas diretrizes, o incentivo a pesquisa e ao
desenvolvimento com relacdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos que
possam ser disponibilizados com qualidade, seguranca e eficacia a populacao,
priorizando a biodiversidade do pais. Essas medidas apontam para maior
valorizagdo e reconhecimento deste recurso terapéutico como alternativa de saude
para a populacéo brasileira.

Desta forma, a fitoterapia ganha respaldo sendo valorizada e incrementada
em diversos programas municipais e estaduais do Brasil, sendo prioridade do
Ministério da Saude, como forma de aumentar o acesso as plantas medicinais e
fitoterapicos, disponibilizando esta opgao terapéutica aos usuarios do Sistema Unico
de Saude (SUS).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade biolégica in vitro e in vivo dos extratos obtidos das

sementes de Vatairea guianensis.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroetanodlico, hexanico,
cloroférmico e metandlico obtidos das sementes de Vatairea guianensis,
por meio da determinacdo da Concentragdo Inibitéria minima — CIM, e
Concentragao bactericida minima — CBM;

b) Determinar a possivel atividade cicatrizante do extrato hidroalc6olico
obtido das sementes de Vatairea guianensis;

c) Avaliar in vivo a toxicidade aguda por via oral em camundongos do extrato

hidroetandélico obtido das sementes de Vatairea guianensis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e obtencao do material botanico

Foram coletados 8 kg do material botanico (frutos) de Vatairea guianensis, na
regiao do Municipio de Porto Grande, distante 100 km de Macap4, capital do Estado
do Amapa, em julho de 2009. Apds a obtengdo do material, foram confeccionadas
exsicatas do material vegetal e depositadas no Herbario do Instituto de Pesquisas
Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapa (IEPA), identificadas por
comparacao pelo botanico Benedito Rabelo recebendo o registro n® 1916.

4.2 Preparacao do material vegetal e obtencao dos extratos

Os frutos de V. guianensis foram coletados em seu habitat natural, e realizada
a etapa de retirada das sementes sendo posteriormente lavadas em agua corrente e
borrifadas com alcool a 70%. Em seguida, iniciou-se o processo de secagem em
estufa com circulacao de ar (FANEN modelo 330, série 3096) em temperatura de 50°
C durante 2 dias consecutivos para total retirada de umidade. Posteriormente, foram
submetidas a moagem em moinho do tipo martelo no qual resultou em um pé de
coloragao escura. Essas etapas foram realizadas no Laboratério de Producao de
Fitoterapicos do IEPA.

A obtencdo do extrato hidroetandlico foi realizada pelo processo de
maceracao, sendo que 500g do p6 foram adicionadas a 1.520mL de uma solugéao
hidroetandlica a 75% em recipiente de vidro com tampa. A maceragao ocorreu
durante sete dias e a mistura foi agitada manualmente todos os dias durante 3
minutos. Apds o tempo estabelecido, foi realizada a etapa de filtracdo em funil de
vidro simples com algodao e papel de filtro por duas vezes consecutivas.

O extrato hidroetandlico foi submetido a concentracdo em evaporador rotativo
(Quimis, modelo Q. 218) sob pressédo reduzida em temperatura de 55°C para
eliminacao total do solvente. O material obtido apds a concentragdo apresentou-se
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em forma de pasta mole de coloracdo escura, sendo retiradas amostras para os
testes in vivo e mantidos em freezer a 20°C até o momento de sua utilizacao (Figura
2). O rendimento do extrato bruto foi de 30,68%, tendo como base a massa inicial de
matéria-prima.

A obtengéo dos extratos hexéanico, cloroformico e metandlico foram obtidos
diretamente do p6é das sementes por maceracao por 5 dias, utilizando-se 3509 de
sementes moidas adicionadas de 700 mL de solventes com polaridade crescente
iniciando primeiro com o hexano, em seguida com o cloroférmio e por ultimo o
metandlico. Ap6s a maceracdo, os extratos foram submetidos ao processo de
concentracdo em evaporador rotatério de baixa pressado a 50° até a evaporacao total
do solvente. Ap6s este procedimento, o concentrado de cada um foi posteriormente
pesado, obtendo-se assim o rendimento de cada extrato que resultou em 4,57%
para o extrato hexanico, 2,02% para o extrato cloroférmico e 6,22% para o extrato

metandlico, tendo como base a massa inicial da matéria-prima (Figura 2).
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Figura 2 — Fluxograma geral do processo de obtencao dos extratos obtidos das sementes de
Vatairea guianensis
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4.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro dos extratos hidroetandlico,

hexanico, cloroformico e metandlico de Vatairea guianensis

4.3.1 Diluicao dos extratos

Para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana, os extratos das
sementes de Vatairea guianensis foram diluidos em solucdo de dimetilsulféxido
(DMSOQ):agua destilada a 60% e homogeneizados em agitador elétrico (vortex) por

2 minutos.

4.3.2 Obtencao e manutencao das cepas

Os microorganismos utilizados para a realizagdo do estudo foram bactérias
Gram - positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Enterecoccus faecalis
(ATCC 29212); bactérias Gram - negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
e Salmonella sp (Isolado clinico) (QUADRO 3). Essas cepas (ATCC) foram obtidas
do INCQS/ FIOCRUZ (National Institute for Health Quality Control,Brazil) e mantidas
no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
do Para/UFPA. As cepas padrdao (ATCC) e o isolado clinico foram mantidos em
caldo nutritivo a temperatura ambiente.

Para os ensaios, todas as cepas foram semeadas em placas de petri
novamente e em meios especificos para cada bactéria. Para S.aureus utilizou-se o
meio agar manitol; para E. faecalis utilizou-se agar nutriente; P. aeruginosa utilizou-
se agar cetrimide e Salmonella sp em agar SS. Em seguida, todas as placas foram
incubadas a 37°C, por 24h em estufa bacteriolégica para promover o crescimento
exponencial ap6s tempo de laténcia.
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Quadro 3. Relacéo das cepas bacterianas usadas, sua origem e histérico.

No. Microorganismos Fornecedor Histéria
1 Staphylococcus aureus LAB/UFPA  ATCC 29213
2 Pseudomonas aeruginosa LAB/UFPA  ATCC 9027
3 Salmonella sp LAB/UFPA Isolado clinico
4 Enterococus faecallis LAB/UFPA  ATCC 29212

ATCC = American Type Culture Collection (EUA)

4.3.3 Preparo dos meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram Caldo Mueller Hinton (MERCK,
Alemanha), Agar Mueller — Hinton (MERCK, Alemanha), Agar Cetrimide (HIMEDIA,
india), Agar nutriente (HIMEDIA, india), Agar manitol (HIMEDIA, india). Esses meios
foram preparados a partir de uma base desidratada disponivel comercialmente e

conforme as instrugdes do fabricante.

4.3.4 Preparo dos indculos bacterianos

Para o preparo dos inéculos bacterianos foram utilizadas cepas de S.aureus,
E.faecalis, P.aeruginosa e Salmonella sp, sendo as duas primeiras gram-positivas e
as duas ultimas gram- negativas. Apds o periodo de incubacéo, selecionou-se 3 a 4
colénias dessas bactérias e transferiu-se para tubo estéril contendo 1 ml de meio
caldo Muller-Hinton. Quando necessario, foram realizados ajustes para alcancar a
concentracdo desejada de aproximadamente 1x 108 UFC/mL, sendo compativel com
a escala 0,5 de McFarland. Em seguida, foi realizada a incubacao do tubo contendo
a concentracdo 1x 108 UFC/mL por 2h para alcangar o crescimento exponencial das
bactérias. Apds esse tempo, foram realizadas diluicbes seriadas até a obtencao do
inoculo 1x 10° UFC/mL. Para tanto, os indculos e os procedimentos adotados para
as bactérias testadas obedeceram a norma M7- A6 vol. 23 n°® 2 da “Metodologia dos

testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de
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crescimento Aerdbico”™- Norma Aprovada - Sexta edicdo do NCCLS (National
Commitee for Laboratory Standards).

4.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos hidroetandlico,
hexanico, cloroférmico e metandlico de Vatairea guianensis Aublet pelo
método da microdiluicao em placas de Elisa

A microdiluicao foi realizada a partir do in6culo 1x103 UFC/mL de S. aureus e
P. aeruginosa, Salmonella sp, Enterococcus faecalis em microplacas de poliestireno
(TPP/ISSO 9001/Switerland) contendo 96 pogos em forma de U, colunasde 1 a 12 e
linhasde AaH.

Nos primeiros pocos das linhas A a D, foram adicionados 20 puL de cada
extrato de V.guianensis na concentragdo inicial de 100 pg/mL (0,1mg/mL),
juntamente com 180 pL do in6culo bacteriano (1x10% UFC/mL). Em seguida realizou-
se as diluicoes seriadas a razdo de 2 até a concentracao de 0,390 pg/mL. Apos esse
procedimento, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h e ap6s esse tempo, 20uL
de (8-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenytetrazolium bromide (MTT) foram
acrescentados aos pocos, para identificacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM).

4.4.1 Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdiluicio em
microplacas de poliestireno (TPP/ISSO 9001/Switerland) contendo 96 pogos em
forma de U, colunas de 1 a 12 e linhas de A a H.

A partir da concentragéo inicial de 100mg/mL de cada extrato a ser testado,
foi realizada a microdiluicdo. Para isso, foram colocados 180 pL do inéculo 1x10° do
microorganismo a ser testado nos primeiros pocos das linhas A a H acrescentados
de 20 pL de cada extrato obtendo-se uma concentracao inicial de 100 pg/mL, em
seguida foi realizada a diluicdo seriada de 1:2 a 1:256 obtendo-se as concentracdes
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finais de 50 pg/mL, 25 pg/mL,12,5 pg/mL,6,25 pg/mL,3,12 pug/mL, 1,56 ug/mL,0,78
Hng/mL,0,39 ug/mL. A diluicdo seriada foi realizada colocando-se 100uL do in6culo
1x10° nos préximos pocos das linhas A a H e colunas de 1 a 9, em seguida foram
retirados 100 pL do primeiro poco contendo o extrato ensaiado na concentracao de
100 pg/mL juntamente com o in6culo e colocados no préximo pogo contendo 100 L
de in6culo, obtendo-se a diluicdo 1:2, deste poco foram retirados 100 uL e
colocados no préximo poco obtendo-se a diluicdo 1:4 e assim sucessivamente até a
diluicdo 1:256. Como controle positivo para os ensaios frente a bactérias Gram-
positivas foi utilizado o antimicrobiano comercial clorafenicol, e para as bactérias
gram- negativas foi utilizado o antimicrobiano gentamicina. Como controle negativo
foi utilizado o in6culo acrescentado de DMSO a 60%. Apds realizada a microdilui¢ao,
a placa foi incubada a 35° por 24h.

Apoés a incubacao por 24h, a CIM de cada extrato foi evidenciada frente as
espécies bacterianas testadas empregando-se uma solucdo de MTT, sal de
tetrazolio (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenytetrazolium bromide em agua
destilada esterilizada na concentracao de 5 mg/mL (p/v). O método do MTT baseia-
se na capacidade apresentada pelas células de reduzir o sal de tetrazélio a cristais
de MTT - formazan que se precipita pela acdo mitocondrial succinil desidrogenase
ativa apenas em células vivas (MOISMANN,1983).

Desta forma, ap6s decorrido o tempo de incubacdo necessario, foi
dispensado 20uL de solucdo de MTT em cada poco e esperou-se por um periodo de
trés horas em temperatura ambiente. Em seguida foi realizada a leitura visual do
resultado, ou seja, a olho nu, sendo observada a mudancga da coloracdo amarela
para escura, indicando a reducdo do sal de tetrazélio apontando assim para o
crescimento das cepas bacterianas.

A interpretagdo dos resultados foi visualizada com maior seguranga em
relacdo a CIM, definida neste experimento como a menor concentracdo do produto
natural que inibiu o crescimento bacteriano, pela evidéncia da cor amarela do
indicador utilizado.

Apoés a leitura, o resultado da CIM foi complementado de modo a evidenciar a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos. Para isso foi realizado o
semeio de 10 puL de cada diluicdo presentes nos pogos da microplaca em placas
(90x15) contendo agar Muller-Hinton. Em seguida as placas foram incubadas a 37°
por mais 24h para posterior leitura das unidades formadoras de colénias (UFC). A
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CBM foi considerada a menor concentragdo do extrato capaz de inibir totalmente o
crescimento bacteriano. Foi realizado também o semeio dos controles negativo e
positivo. O método de microdiluicio em placas de Elisa segue representado na

Figura 3.
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i Revelacao (MTT)

InterpretacGo dos resulhados

Figura 3. Representacdo esquematica do método de microdiluicdo em placas de Elisa para
determinagéo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM).
Fonte: Adaptado de Oliveira, 2005.

Os microorganismos utilizados para a realizacdo da pesquisa foram os
seqguintes: bactérias Gram - positivas, Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e
Enterecoccus faecalis (ATCC 29212); bactérias Gram - negativas: Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) e Salmonella sp (Isolado clinico) (QUADRO 3. Essas cepas
foram fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Para/UFPA. As cepas foram mantidas em caldo nutritivo a
temperatura ambiente. Para os ensaios, todas as cepas foram semeadas novamente
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em caldo nutritivo e incubadas a 37°C, para promover seu crescimento apds tempo

de laténcia.

4.5 Avaliacao da atividade cicatrizante do extrato hidroalcéolico de Vatairea
guianensis sobre feridas cutaneas abertas de segunda intencao no dorso de
ratos

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Farmacos da UNIFAP,
em Macapa. A etapa relacionada a avaliacao histolégica e preparacao das laminas
foram realizadas em parceria com a Universidade Tiradentes (UNIT), em Aracaju, no
Estado de Sergipe. O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacédo e aprovagao
da Comissdo de Etica em Pesquisa da UNIFAP, sendo aprovado através do parecer
n® 005A / 2009.

4.5.1 Animais

Para a realizagdo da avaliagdo da atividade cicatrizante, foram utilizados 25
(vinte e cinco) ratos da linhagem Wistar, variedade albino, fémeas, pesando entre
200 e 290gq, e idade de 110 a 160 dias, procedentes do Biotério do Laboratério
Central de Saude Publica do Estado do Amapa.

Durante a etapa experimental, os animais devidamente identificados, foram
mantidos em caixas individuais de polietileno sem maravalha. As gaiolas foram
higienizadas duas vezes ao dia, e mantidas em condigbes ambientais de
temperatura e umidade controladas com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais
permaneceram com livre acesso a agua e racdo (Labina®) ao longo de todo o
experimento (Figura 3).
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Figura 4. Animais condicionados em caixas individuais

Os animais foram distribuidos em igual numero e aleatoriamente em 5 grupos
com 5 animais (n = 5/grupo) cada e identificados da seguinte maneira:

Grupo 1 — Grupo controle positivo

Nesse grupo, 0s animais receberam por via tépica, o medicamento Fibrinase
(desoxirribonuclease 666 U/g + fibrinolisina 1 U/g + clorafenicol 0,01 g/g), na dose de
36,88mg/kg.

Grupo 2 - Grupo controle negativo
Nesse grupo, 0s animais receberam por via tdpica, solucdo aquosa de cloreto de
sédio a 0,9% (Soro fisioldgico)

Grupo 3 - Grupo experimental — 500 mg/kg
Nesse grupo os animais receberam aplicagdo por via tdpica do extrato bruto diluido
em solucao salina, na dose de 500mg/kg 1 vez por dia, durante 7 dias.

Grupo 4 - Grupo experimental — 250 mg/kg
Nesse grupo os animais receberam aplicagdo por via tdpica do extrato bruto diluido

em solucao salina, na dose de 250 mg/kg 1 vez por dia, durante 7 dias.

Grupo 5 - Grupo experimental — 100 mg/kg
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Nesse grupo os animais receberam aplicacéo por via tépica do extrato bruto diluido
em solucgédo salina, na dose de 100 mg/kg.

A aplicacdo por via tépica ocorreu imediatamente apds o procedimento
cirurgico para todos os grupos, sendo que as feridas nao receberam nenhum tipo de
curativo, entretanto, foram higienizadas diariamente antes das aplicagbes com soro
fisioldgico, permanecendo em exposicao ao meio ambiente durante todo o tempo de
experimentagao.

Todos os grupos foram submetidos ao mesmo procedimento cirargico e
acompanhados por um periodo de 7 dias de tratamento. Decorrido este tempo, os

animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO..

4.5.2 Procedimentos para o ensaio in vivo

= Procedimento anestésico:

Todos os grupos foram submetidos a anestesia geral, utilizando Tiopental
sédico 45 mg/kg (Laboratério Crisalia, S. Paulo, Brasil), administrados por via
intraperitoneal e foram considerados anestesiados pela imobilidade do corpo, porém

com freqUiéncia e amplitude respiratéria normais.

» Procedimento cirdargico para realizacao das feridas cutaneas:

Ap6s a anestesia, procedeu-se imediatamente em todos os animais a
tricotomia da regido dorsal superior, com maquina de tosa delimitando uma area
retangular de aproximadamente 3 cm x 5 cm (Figura 4).

Em seguida, com o auxilio de um punch descartdvel com 6 mm de didmetro,
as feridas foram demarcadas na pele (Figura 4) de cada animal na area
tricotomizada, por rotacdo da borda cortante do punch e posteriormente retirado um
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fragmento de pele circular seguindo a area demarcada pelo referido punch, com
auxilio de tesoura e pinca de procedimento cirurgico até a exposicdo da fascia
muscular dorsal (Figura 4). A hemostasia foi realizada por compressao digital com
gase esterilizada, embebida em solugéo salina 0,9%. Nao foi utilizado nenhum tipo

de analgesia, nem curativos, no pés-operatério dos animais estudados.

Figura 5. Procedimentos de tricotomia nos animais (A); demarcacao da ferida (B); retirada do
fragmento circular de pele da area demarcada (C).

* Procedimento de mensuracao e registro fotografico das feridas

Imediatamente apds a obtencdo das feridas, iniciou-se o procedimento de
mensurac¢ao por meio de paquimetro digital ZAAS Precision-Digital Caliper 0-150mm
e o registro fotografico com céamera fotografica digital modelo “Cyber-shot”, (Sony),
12,1 mega pixels. Esses procedimentos foram realizados diariamente de maneira
padronizada logo ap6s o procedimento cirargico até o ultimo dia de experimento, nos
quais obteve-se as medidas tanto no sentido cranio caudal como latero-lateral
(Figura 5 e 6, respectivamente), com o objetivo de avaliar a evolu¢ao da cicatrizagao
da ferida através da anélise morfométrica.

Considerou-se na mensuracao das feridas, a crosta formada apés o 2° dia de
pds-operatorio, sendo todos os dados obtidos, registrados em protocolo préprio do
Laboratério de Pesquisa em Farmacos da UNIFAP. Para a obtencdo da area das
feridas, utilizou-se a seguinte equagao:

A =T1.Rur,
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Onde A representa o valor da area calculado em mm? R corresponde &
metade do didmetro maior da ferida e r a metade do didmetro menor (PRATA et
al.,1988).

A partir do valor das medidas obtidas, foi avaliado o grau de contracado da
ferida expresso em percentual, através da seguinte férmula (RAMSEY et al, 1995):

Percentual de contragdo da ferida = (Area inicial — Area final) / Area inicial x 100

Onde a éarea inicial corresponde ao dia do procedimento cirargico (Tp) e a area
final ao 7° dia de tratamento.

As imagens digitais das feridas foram obtidas imediatamente apds o
procedimento cirurgico até o 7° dia de tratamento (Figuras 7, 8, 9, 10,11). Para tanto,
a camera foi acoplada a um suporte fixado perpendicularmente ao plano horizontal,
sendo mantida uma distancia de 8 cm desse plano, propiciando uma focalizagao
melhor da ferida. As imagens digitalizadas foram armazenadas no formato Windows
Bitmap (BMP) e analisadas no programa ImageLab, versao 2.4, Borra, SP, 2000, um
programa computadorizado, desenvolvido especificamente para realizar a

mensuracgao da area da ferida em imagens digitais.

Figura 6 - Procedimento da medida cranio - caudal Figura 7 - Procedimento da medida latero- lateral

* Procedimento para tratamento dos animais



63

Logo apéds os procedimentos cirurgicos, mensuragao e registro fotografico das
feridas, cada animal conforme o grupo a que pertencia, recebeu o seu tratamento
(Figura 7) obedecendo rigorosamente os horarios padronizados (18 h — 19 h),
realizado uma vez por dia, durante 7 dias.

Figura 8. Aplicacao do tratamento com extrato no animal

» Procedimento de sacrificio e biopsia

Ao final dos 7 dias de tratamento, os animais, por grupo, foram submetidos a
eutanasia por inalagdo de diéxido de carbono em camara de acrilico. Posteriomente,
a ferida foi excisada com margem de segurancga, de pele integra em torno da leséo,
em profundidade até a fascia muscular, em condi¢des assépticas, realizando-se um
corte mediano, tendo sido a peca fixada em solucéo de formol a 10% para analise

histolégica.

4.5.3 Avaliacao histolégica do processo cicatricial por segunda intencao em
ratos tratados com o extrato hidroetandlico das sementes de Vatairea

guianensis
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e Preparacao histolégica

Os procedimentos histolégicos de preparacdo das laminas e leitura
microscopica foram realizados no Laboratério de Morfologia da Universidade
Tiradentes (UNIT), na cidade de Aracaju - Sergipe. Ap6s a remocao dos espécimes
equivalentes a area cicatricial, os fragmentos foram conservados em solucao de
formol a 10% até o momento da realizacdo do procedimento histolégico. As pecas
foram posteriormente seccionadas transversalmente, desidratadas em &lcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina sob a forma de blocos os quais foram
montados no micrétomo e obtidos cortes com 5um de espessura e, a seguir,
submetidas a coloragdo Hematoxilina - eosina (HE) e Picrossirius.

4.5.3.1 Processo de montagem das laminas

Inicialmente, o material foi submetido a técnica histolégica convencional, que
incluiu as etapas de fixacdo, desidratacao, diafanizacéo, inclusdo e microtomia e

montagem dos cortes na lamina.

» Fixacao

E considerada a primeira etapa para a montagem das laminas. No presente
estudo optou-se pelo formol de acordo com o protocolo do Laboratério de Morfologia
da UNIT- Aracaju - Sergipe.

» Desidratacao
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A desidratacdo das pecas € um processo necessario para que as mesmas
possam ser incluidas em parafina. E indispensavel que se faca uma substituicdo
gradual com imersao em solucdes de alcool com concentragdes crescentes (alcool
70%, 80%, alcool absoluto 100%I, 100% Il e 100% III) permanecendo uma hora em
cada recipiente para completa remocao da agua. Porém, alcool e parafina ndo sao

misciveis, havendo a necessidade de substituir o alcool por xilol.

» Diafanizacao

O xilol € um agente diafanizador (solvente da parafina). Desta forma, as
pecas foram imersas em concentracbes crescentes de xilol (xilol I, 1l e Il
permanecendo uma hora em cada recipiente a fim de promover a total substituicao

do alcool.

* Inclusao

A inclusao foi realizada por meio da imersdo das pecas em dois banhos de
parafina, a fim de que o xilol fosse totalmente substituido. Apds este procedimento
as pecas foram emblocadas em parafina e submetidas ao processo de corte em

micrétomo.

= Microtomia e montagem dos cortes sobre as laminas

Os blocos foram submetidos ao processo de corte no micr6tomo, sendo
obedecida a espessura de 5 mm. A medida em que os cortes iam sendo realizados,
eram imediatamente colocados em recipiente contendo agua a 40°C, para promover

o seu estiramento. Em seguida eram posicionados sobre a lamina e, por fim, levados
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a estufa para secagem (40°C) de 15 a 30 minutos. ApOs esse procedimento as
laminas foram submetidas a etapa de coloracao.

= Coloracao

Esta etapa foi realizada conforme o método de coloragdes hematoxilina —
eosina (HE) para avaliacdo das caracteristicas do processo inflamacao-reparo e
Picrossirius para analise descritiva da deposicao de colageno. O processo consistiu
na passagem das laminas em xilol, alcool e agua, promovendo a desparafinizacao,
eliminacado do solvente, fixacdo e hidratacdo seguindo os procedimentos descritos
abaixo:

» Meétodo de coloragdao com HE

1EXIMOI | e 2min
22 X0 e 2min
BEXION I e 2min
42 alcool abs ......coovveiii omin
52 alcool abs ..o omin
62 alcool 95% ..o omin
72alcool 80% ...oveueeviiiieii 2min
82alco0l 70% ...ccveueeriiiiiii 2min
92 AQUA ..o 2min
102 AQUA ..o 2min
T1OHE e, omin
122 4QUA .o 2min
132 8QUA .o 2min
142.e08iNa ...ccvvviieiiec, 30seg
152 &lcool 80% ..c.eovvveieiciiiee, 2min
162 alcool 95% ..o 2min
172 alcool abs ........cooeiii 2min

182 X0l | e 2min
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192 X0l 1 e 2min

202 X0l M e, 2min

Apbs o procedimento supracitado, foi realizada a montagem das laminas,
empregando-se o balsamo de Canada, para fixar a laminula na Iamina.

» Método de coloracao Picrossirius

As etapas foram realizadas conforme a HE, com desparafinizacao, fixacao e
hidratacdo. Em seguida, as laminas com o material foram coradas com a solugéo de
Picrossirius, por 30 minutos. Apds esse tempo, lavadas em solucdao de HCI, 0,01N
por 2 minutos, corando em HE por 15 minutos, retirando o excesso com agua,
desidratando progressivamente em solucao alcodlica e clareando com xilol.

Posteriormente, foi realizada a montagem empregando-se o béalsamo de
Canada para fixar a laminula, e em seguida, levadas a estufa (40°C) para a

secagem.

4.5.3.2 Analise histomorfoldgica da reacao inflamatoéria

As caracteristicas histomorfolégicas associadas ao processo inflamatério/
reparativo, foram avaliadas através das seccoes histoldégicas coradas em HE,
considerando os seguintes critérios: intensidade e tipo do infiltrado inflamatdrio.

A intensidade do processo inflamat6rio foi analisada e determinada conforme
0s seguintes critérios: (1) - quando as células inflamatérias, independente de seu
fenétipo, constituiram menos de 10% da populacdo celular observada na area da
ferida cirurgica; (2) - quando as células inflamatérias, independente de seu fenétipo
constituiram entre 10% a 50% da populacédo celular observada na area da ferida
cirurgica; (3) - quando as células inflamatérias, independente de seu fendtipo
constituiram mais de 50% da populacao celular da area da ferida cirurgica.

Determinou-se o tipo de reagdo inflamatéria, considerando-se de forma

quantitativa as diferentes células inflamatérias individualmente, a saber: neutréfilos,
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eosindfilos, linfocitos, plasmocitos e macrofagos, identificadas pela sua morfologia
especifica. Dessa forma, para esta andlise foram obedecidos os seguintes critérios:
(1) - quando o fenétipo celular, estudado correspondeu a menos de 10% do total de
células inflamatérias infiltradas na area da ferida; (2) - quando o fenétipo celular
estudado correspondeu a mais de 10% e menos de 50% do total de células
inflamatérias na area da ferida; (3)-quando o fenétipo celular estudado correspondeu
a mais de 50% do total de células inflamatérias na area da ferida. Apdés a semi
quantificacdo, a reacao inflamatoria foi categorizada com o fenétipo inflamatério
predominante em Inflamagcdo aguda (quando houve o predominio de neutréfilos e/
ou eosindfilos); Inflamagédo sub aguda (quando houve o equilibrio entre neutrofilos
e/ou eosindfilos e linfécitos e plasmécitos); Inflamacao cronica inespecifica (quando
predominaram linfécitos e/ou plasmécitos) e inflamacdo crbnica granulomatosa
(quando predominaram macréfagos e/ou gigantdcitos). A reacdo de granulacao foi
categorizada obedecendo os seguintes critérios: (1) quando a fase proliferativa foi
predominantemente endotelial; (2) quando a fase proliferativa exibiu caracteristica
vascular e (3) quando a fase proliferativa apresentou caracteristica fibrovascular.

4.5.3.3 Avaliacao do padrao de deposicao de fibras colagenas durante a
cicatrizacao de feridas tratadas com o extrato hidroetandlico bruto das
sementes de Vatairea guianensis.

O fragmento de pele excisado, foi fixado em formol, processado
adequadamente com técnicas histolégicas de rotina e emblocado em parafina.
Seccgdes histoldgicas de 5um foram obtidas e submetidas a coloragdo Picrossirius
(Sirius Red), especifica para estudo da deposicdo colagénica, analisada em
microscopia de luz polarizada.

A analise de todos os grupos foi realizada de forma descritiva, detendo-se na
identificacdo do colageno, classificando-o em tipo | ou Ill, de acordo com a
birrefringéncia apresentada (esverdeada, amarelo esverdeada, amarelo ouro, laranja
e vermelha), observacdo quanto ao aspecto da densidade das fibras (frouxa,
moderada, densa), disposicdo dos feixes (reticular, paralelo, entrelacado) e

espessura (delgado-delicado, espesso-delicado, grosseiro-delicado).
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4.6 Avaliacao da toxicidade aguda do extrato hidroetandlico obtido das

sementes de Vatairea guianensis (Aublet)

No ensaio de toxicidade aguda foram utilizados 30 camundongos machos
(Swiss-albino) pesando 20 a 30g, divididos em grupos de 10, os quais receberam
dose unica de 2000 mg/kg e outro grupo recebeu a dose de 5000 mg/kg do extrato
diluido em tween 80 a 1%, administrados por via oral por meio de uma sonda
orogastrica em experimentos independentes e cada grupo foi comparado ao controle
negativo representado por 10 animais que receberam agua destilada. Em seguida,
os animais foram observados por um periodo de 4 horas ininterruptas apés a
administracao, para avaliagdo de possiveis alteracdes comportamentais e registros
de mortes, segundo o método descrito por Malone;Robichaud (1962). Os animais
continuaram sendo avaliados por um periodo adicional de 14 dias, com acesso a
agua e comida “ad libitum’. Este ensaio, obedeceu as diretrizes da OECD

(Organization for Economic Cooperation and Development) Guideline 425.

5 - Analise estatistica

Os resultados da avaliacdo macroscopica estao apresentados como média +
e.p.m (erro padrdo da média), e foram considerados estatisticamente significantes
os resultados que apresentaram a probabilidade de ocorréncia da hipbdtese de
nulidade menor que 5% (p < 0,05). Para comparacao das médias foram utilizados a
ANOVA, seguida do método de mdultiplas comparacées, teste de Student-Newman-
Keuls. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico Instat e

SigmaStat.
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos bruto hidroetandlico,
hexanico, metandlico e cloroférmico das sementes de Vatairea guianensis
Aublet

Os extratos das sementes de Vatairea guianensis Aublet foram avaliados
quanto a sua capacidade de inibir o crescimento in vitro de bactérias patogénicas,
escolhidas neste experimento por serem recomendados como microrganismos
padroes para testes de suscetibilidade antimicrobiana, sendo responsaveis por
varias formas de infeccdo em humanos, além de adquirirem com mais freqiéncia,
resisténcia aos antimicrobianos.

Para a determinacao do teste da CIM foi utilizado o método de microdiluicao
empregando-se MTT (5mg/mL), utilizando-se 4 cepas bacterianas, conforme citadas
anteriormente, sendo duas do grupo gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC
29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212) e duas do grupo Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella sp - isolado clinico
Lab.Microb.UFPA)

Os resultados de atividade antimicrobiana por meio da CIM pelo método da
microdiluigdo,revelaram que o extrato bruto hidroetandlico das sementes de Vatairea
guianensis frente a S.aureus apresentou CIM na concentragdo 3,12 ug/mL (A) e a
concentragdo bactericida minima (CBM) evidente na concentragéo 6,25 pug/mL(B)
(Figura 9).
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Figura 9. Ensaio de CIM do extrato bruto hidroetandlico de Vatairea guianensis frente a S
aureus (.A). Concentragdo bactericida minima do extrato bruto hidroetandlico de Vatairea
guianensis frente a S. aureus (B)
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Em relacdo ao extrato hexanico, a CIM foi evidenciada na concentragéo 6,25
ug/mL seta (A) e a CBM na concentragao 12,5 ug/mL (B) (Figura 10).

Figura 10. Ensaio de CIM do extrato hexanico de Vatairea guianensis frente a S aureus. (A)
Concentragdo bactericida minima do extrato hex&nico de Vatairea guianensis frente a S. aureus

(B)

Quanto ao extrato cloroférmico a CIM mais efetiva foi na concentragéo 3,12
Hug/mL seta (A) e a CBM 12,5ug/mL(B) ( Figura 11 ).

Figura 11. Ensaio de CIM do extrato cloroférmico de Vatairea guianensis frente a S aureus (A) .
Concentragdo bactericida minima do extrato cloroférmico de Vatairea guianensis frente a S. aureus

(B).

Em relagdo ao extrato metandlico a CIM contra S.aureus evidenciou-se na
concentracao 6,25 pg/mL seta (Figura A) e a CBM na concentracao 12,5 ug/mL (B)
(Figurai2).
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Figura 12. Ensaio de CIM do extrato metandlico de Vatairea guianensis frente a S aureus (A).
Concentragdo bactericida minima do extrato metandlico de Vatairea guianensis frente a S. aureus (B).

Os resultados de atividade antimicrobiana por meio da CIM pelo método da
microdiluigdo, revelaram que o extrato bruto hidroetandlico das sementes de
Vatairea guianensis frente a E.faecalis apresentou CIM na concentracao 12,5 ug/mL
(A) e a concentracao bactericida minima (CBM) foi evidente na concentracdo 25
ug/mL(B) (Figura 13).

Figura13. Ensaio de CIM do extrato bruto de Vatairea guianensis frente a E faecalis (A).
Concentragéo bactericida minima do extrato bruto hidroetandlico de Vatairea guianensis frente a E
faecalis (B).

Em relagdo ao extrato hexanico, a CIM foi evidenciada na concentragao 12,5
Hug/mL (A) e a CBM na concentragao 25 pug/mL (B) (Figura 14).
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Figura 14. Ensaio de CIM do extrato hexanico de Vatairea guianensis frente a E faecalis (A).
Concentragao bactericida minima do extrato hexanico de Vatairea guianensis frente a E faecalis. (B)

Quanto ao extrato cloroférmico a CIM mais efetiva foi na concentragédo 3,12
Hug/mL (A) e a CBM 12,5 pug/mL (B) (Figura 15).

Figura 15. Ensaio de CIM do extrato cloroférmico de Vatairea guianensis frente a E faecalis (A).
Concentragdo bactericida minima do extrato cloroférmico de Vatairea guianensis frente a E faecalis

(B).

Em relacdo ao extrato metandlico a CIM contra E. faecalis apresentou-se na
concentragdo 12,5 ug/mL (A) e a CBM na concentracdo 50 pug/mL (B) ( Figura 16).
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Figura 16. Ensaio de CIM do extrato metandlico de Vatairea guianensis frente a E faecalis (A).
Concentragdo bactericida minima do extrato metandlico de Vatairea guianensis frente a E faecalis

(B).

Quanto a atividade antimicrobiana dos extratos frente a Pseudomonas
aeruginosa pelo método da microdiluigdo, os resultados revelaram que todos os
extratos apresentaram CIM na concentragao de 25 ug/mL (Figura 17) e os extratos
bruto hidroetandlico, hexanico e cloroférmico apresentaram CBM na concentragao
de 100 pug/mL. Apenas o extrato metandlico demonstrou CBM na concentracdo de
50 pg/mL(Figura 18).
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Figura 17. Ensaio de CIM dos extratos bruto hidroetandlico, hexanico, cloroférmico e metandlico de
Vatairea guianensis frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 18. Concentracao bactericida minima dos extratos bruto (A) hidroetandlico, (B) hexanico,
(C) cloroférmico e (D) metandlico de Vatairea guianensis frente a P.aeruginosa.

Em relagdo a Salmonella sp, os extratos cloroférmico e metandlico foram
ativos apresentando CIM na concentragao de 50 ug/mL e CBM na concentragéao de
100pug/mL  (Figura 19). Nao foi possivel a determinagdo dos extratos bruto
hidroetandlico e hexanico no presente trabalho.

Figura 19. Ensaio de CIM dos extratos cloroférmico e metandlico de Vatairea guianensis frente a
Salmonella sp. (A). Concentragdo bactericida minima do extrato metandlico de Vatairea guianensis
frente a Salmonella sp (B)
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Figura 20. Concentragéao bactericida minima do extrato cloroférmico de Vatairea guianensis frente a
Salmonella sp.

O resumo dos resultados de atividade antimicrobiana estdo descritos na
tabela 12.

Tabela 1. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e Concentragdo bactericida minima (CBM) dos
extratos obtidos das sementes de Vatairea guianensis, determinadas pelo método de microdiluicao
em caldo.

Microrganismos

Extratos i -
_(pg/ml) S. aureus E.faecallis P.aeruginosa Salmonella sp

CiM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Extrato bruto

hidroetanolico 3,12 6,25 125 25 25 100 ND ND

Extrato

Hexanico 625 125 125 25 25 100 ND ND

Extrato

Cloroférmico 3,12 125 3,12 12,5 25 100 50 100

Extrato

Metanolico 6,25 125 125 50 25 50 50 100

Os numeros estédo expressos em ug/mL. ND= ndo determinado

6.2 Avaliacao da atividade cicatrizante do extrato hidroetandlico de Vatairea
guianensis em feridas cutaneas de segunda intencao no dorso de ratos
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6.2.1 Avaliacao macroscopica da contracao da ferida

O acompanhamento da contragao ou retragao da ferida nos diferentes grupos
foi realizado durante os 7 dias de tratamento (Figuras 21, 22, 23, 24 e 25). Na
analise macroscopica, verificou-se a evolucdo da cicatrizacao da ferida de cada
grupo, levando-se em consideragdo o didmetro das medidas cranio-caudal e latero-
lateral mensurados de forma padronizada, imediatamente apdés o procedimento
cirurgico (To) € ap6s o 7° dia de tratamento.

Os valores médios diarios da area das feridas de cada grupo estédo
apresentados nas tabelas 2, 3, 4, 5 e 6. Os dados mostram que em relagdo a
evolucéo da cicatrizacdo da contracao da ferida, houve reducédo da lesdo em todos
0s grupos no tempo decorrido durante o experimento. Entretanto, no 39, 5% e 7° dia
de tratamento (p < 0,05 - teste de Student-Newman-Keuls), o grupo tratado com a
dose de 100 mg/kg do extrato hidroetandlico bruto das sementes de Vatairea
guianensis apresentou area menor quando comparado ao grupo controle negativo
(solucdo salina). Essa dose apresentou também diferenca estatisticamente
significativa, em relagdo a area da ferida, quando comparada ao grupo controle
positivo fibrinase no 5° dia (p < 0.01 teste de Student-Newman- Keuls).

Figura 21 - Avaliagdo macroscépica da contragao das feridas no grupo controle positivo, fibrinase, no
dia do procedimento (A) e ao sétimo dia de pds-operatério (B).
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Figura 22. Avaliagdo macroscopica da contracdo das feridas no grupo controle negativo - solugédo
salina, no dia do procedimento (A) e ao sétimo dia de p6s-operatério (B).

Figura 23. Avaliagdo macroscépica da contragdo das feridas no grupo experimental G3 500mg/kg,
no dia do procedimento (A) e ao sétimo dia de p6s-operatério (B).

Figura 24. Avaliagdo macroscopica da contragao das feridas no grupo experimental G4 250mg/kg, no
dia do procedimento (A) e ao sétimo dia de pds-operatério (B).
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Figura 25. Avaliagdo macroscoépica da contragdo das feridas no grupo experimental G5 100mg/kg,
no dia do procedimento (A) e ao sétimo dia de p6s-operatorio (B).

Os resultados obtidos nas condigdes experimentais neste trabalho revelaram
que, em relagdo ao percentual de contragdo, o grupo controle positivo (Fibrinase)
apresentou média de percentual de contracdo de 79,37%, ja no grupo controle
negativo (solucédo salina) a média foi de 77,69%, no grupo G3 dose 500 mg/kg o
percentual foi de 74,79%, no grupo dose 250 mg/kg, foi 64,07% e no grupo dose 100
mg/kg a meédia foi de 77,89% (tabela 7, figura 27). Notadamente, observou-se
variagdo de percentuais nos diferentes grupos ao sétimo dia, no entanto
estatisticamente ndo houve diferenca significativa quando comparados ao grupo
controle negativo (Figura 26).
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Tabela 7. Area média das feridas (mm?) no pds-operatério imediato, 7° dia e percentual de contragéo
nos diferentes grupos experimentais.

Grupo Dia do pos- 7%ia Contracao
operatério imediato (mm?) (%)
(To) (mn7’)

Controle positivo- 32.90+2.02 6.79£1.18 79.37
Fibrinase

Grupo teste 500 29.59+1.80 7.42+1.30 74.79
mg/kg

Grupo teste 250 30.39+1.66 10.97+2.71 64.07
mg/kg

Grupo teste 100 25.77+2.39 5.5240.40 77.89
mg/kg

Controle negativo 41.80+3.65 9.08+0.45 77.69

Solucgao salina
0,9%

Os numeros representam a média = e.p.m de 5 animais.
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Figura 26. Efeito do tratamento tdpico do extrato hidroetandlico bruto de Vatairea guianensis (500
mg/kg, 250 mg/kg, 100 mg/kg), Fibrinase (36,88 mg/kg), Solucdo salina (0,5 mL /animal) sobre feridas
em ratos Wistar durante 7 dias de tratamento (n=5/ grupo). Teste de Student- Newman- Keuls para
multiplas comparagdes p*< 0,05.
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Figura 27. Efeito do tratamento tdpico do extrato hidroetandlico bruto de Vatairea guianensis (500
mg/kg, 250 mg/kg, 100 mg/kg), Fibrinase (36,88 mg/kg), Solucado salina (0,5 mL /animal) sobre feridas
em ratos Wistar durante 7 dias de tratamento (n=5/ grupo). As barras representam o percentual médio
de contracdo da &rea das feridas de cada grupo (solucado salina, 100 mg/kg, 250 mg/kg, 500 mg/kg e
Fibrinase) desde o procedimento cirdrgico até o dia 7° dia de tratamento de evolugao pds cirurgica.

6.3 Avaliacao do processo cicatricial por segunda intencao em ratos tratados
com o extrato hidroetandlico obtido das sementes de Vatairea guianensis.

6.3.1 Analise histomorfologica da reacao inflamatoria

Conforme apresentado na tabela 8, ao sétimo dia o grupo G1 - controle
positivo - exibiu reacdo inflamatéria de intensidade moderada com padrdo de
infiltracdo de célula inflamatéria, categorizada como crbénica, em funcdo da
observacdo de uma quantidade mais expressiva de leucécitos mononucleares
(linfécitos) na porcao superficial da ferida. Além disso, verificou-se também grande
quantidade de vasos sanguineos repletos de hemaceas, caracterizando reacao de
granulacao predominantemente vascular (Figura 28, 29 e 30)
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Tabela 8. Efeito do tratamento topico com fibrinase (36,88 mg/kg) sobre feridas em ratos Wistar
durante 7 dias de tratamento (n=5). Analise morfolégica ao sétimo dia apds o procedimento cirdrgico,
da Intensidade inflamatéria e reacdo de granulacéo.

Espécimes

Neutréfilos

Plasmocitos

Gigantocitos

Reacéo de

iranulaiao

Figura 28. Moderada infiltragcdo leucocitaria com predominio de monucleares ao 7° dia em G1 na

zona superficial da ferida (Zs) e reagéo de granulacdo evidente na zona profunda (Zp) da ferida, TE
(tecido epitelial).(HE,10x) (A).
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Figura 29.Reacéo inflamatéria crénica com maior expressao de leucécitos monucleareares
(linfécitos) (setas), presenca de vasos repletos de heméceas e fibrilas delicadas de colage
No em G1,(B) e (C)( HE, 40x).

Figura 30. Reagdo de granulagdo predominantemente vascular em G1,(HE,10x)ao sétimo dia com
pouca infiliracdo na zona superficial da ferida e presenca de vasos e fibras delicadas e paralelas de
colageno; vasos sanguineos congestos repletos de hemaceas (setas) (D) .

O grupo G2 - controle negativo -, de acordo com os dados apresentado na
tabela 9, ao sétimo dia apresentou inflamag@o de intensidade significativa com
padrao de infiltracdo inflamatéria categorizada como subaguda, em fungdo da
predominancia de polimorfonucleares (neutréfilos) na superficie em adicdo aos



84

mononucleares linfécitos na regido mais profunda e presenca marcante de edema
(Figura 31).

Tabela 9. Efeito do tratamento tépico com solugao salina (0,5 mL /animal) sobre feridas em ratos
Wistar durante 7 dias de tratamento (n=5). Anédlise morfolégica ao sétimo dia apds o procedimento
cirurgico, da Intensidade inflamatéria e reagcdo de granulacgo.

G2 Espécimes
R1 R2 R3 R4 R5

Neutrofilos 2 - 2 1 2
Linfocitos 2 - 2 2 2
Plasmocitos 1 - 1 2 1
Macréfagos 1 - 1 1 1
Gigantdcitos 0 - 0 0 0
Eosinéfilos 0o - 0 0 0
Reacéao de 1 - 1 3 1
granulacao

Intensidade da 3 - 3 2 3
inflamacgao

Figura 31. Infiltragéo leucocitaria neutrofilica na superficie, linfocitica na profundidade e edema em G2
ao 7% dia caracterizando inflamagéo subaguda (A). (HE 10x). Neutréfilos na superficie( setas) (B) (HE
40x)
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Figura 32. Reacgédo de granulagao ao 7° dia em G2, apresentando fase predominante endotelial,
exibindo tecido conjuntivo com densidade fouxa , fibras reticulares de aspecto delgado e delicado

mas com tendéncia ao paralelismo . Presenca de células fusiformes sugerindo fibroblastos (setas)
(C) (HE, 40x).

No grupo experimental G3 - tratado com extrato hidroetandlico bruto de
Vatairea guianensis na dose de 500mg/kg -, conforme dados apresentado na tabela
10, ao sétimo dia, exibiu inflamacdo de intensidade moderada com padrdo de
infiltracao inflamatéria categorizada como crénica, em funcao da observacao de uma
quantidade mais expressiva de leucécitos mononucleares (linfocitos) (Figura 33).

Tabela 10. Efeito do tratamento tépico do extrato hidroetandlico bruto de Vatairea guianensis (500
mg/kg) sobre feridas em ratos Wistar durante 7 dias de tratamento (n=5/ grupo). Andlise morfolégica

ao sétimo dia apds o procedimento cirlrgico da Intensidade inflamatéria e reacdo de granulacgéo.
G3 Espécimes
R1 R2 R3 R4 R5

Neutréfilos 1 1 1 1 2
Linfécitos 3 3 3 3 2
Plasmacitos 1 1 1 1 1
Macréfagos 1 1 1 1 1
Gigantécitos 0 0 0 0 0
Eosinoéfilos 0 0 0 0 0
Reacéo de 2 2 3 2 1
granulacao

Intensidade da 2 2 2 3 3
inflamacao
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Figura 33. Pouca infiltragdo leucocitaria em G3 (A) (HE,10x) mas com evidente infiltracéo linfocitica
(B e C) (HE, 40x) (HE, 100x).

Figura 34. Reacdo de granulagdo ao 7° dia em G3, apresentando fase predominante vascular
exibindo feixes de fibras colagenas com disposicdo reticulada e aparéncia delgada e delicada .
Presenca de células fusiformes sugerindo fibroblastos (D) (HE, 40x).

O grupo experimental G4, 250mg/kg, por sua vez, apresentou de acordo com
a tabela 11, inflamacao de intensidade significativa, porém com padrao de infiltracao
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inflamatéria categorizada como subaguda, em razdo da observacdo de uma
quantidade equilibrada de neutréfilos e linfocitos, além de exibir proliferacdo de
células com nucleos ovéides com cromatina dispersa compativeis com células
endoteliais (Figura 35) (Figura 36).

Tabela 11. Efeito do tratamento tépico do extrato hidroetandlico bruto de Vatairea guianensis (250
mg/kg) sobre feridas em ratos Wistar durante 7 dias de tratamento (n=5). Analise morfolégica ao
sétimo dia apds o procedimento cirurgico, da Intensidade inflamatéria e reagdo de granulagio.

G4 Espécimes
R1 R2 R3 R4 R5

Neutréfilos 1 2 2 2 2
Linfécitos 3 2 2 2 2
Plasmdcitos 1 1 1 1 1
Macrofagos 1 1 1 1 1
Gigantocitos 0 0 0 0 0
Eosindfilos 0 0 0 0 0
Reacéo de 1 1 1 1 3
granulagao

Intensidade da 2 3 3 3 2
inflamacao

Figura 35. Infiltragcdo leucocitaria neutrofilica e linfocitica ao 7° dia em G4 caracterizando reagéo
inflamatéria subaguda (A) (HE,10x) e (B) (HE, 100x).
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Figura 36. Reacado de granulacdo em G4 com proliferacdo de células com nlcleos ovéides
compativeis com células endoteliais na superficie com tecido conjuntivo frouxo e fibras colagenas de
aspecto reticular e delicadas ( C) (HE,40x).

E, por fim, o grupo experimental G5 - tratado com 100mg/kg -, conforme
tabela 12, exibiu inflamacao de intensidade substancial com padrdo de infiltracdo
inflamatéria categorizada como subaguda, em funcdo da observacdo de uma
quantidade expressiva equilibrada de neutréfilos e linfécitos com reacdo de

granulacéo predominantemente endotelial (Figura 37) (Figura 38).

Tabela 12. Efeito do tratamento tépico do extrato hidroetanodlico bruto de Vatairea guianensis (100
mg/kg), sobre feridas em ratos Wistar durante 7 dias de tratamento (n=5). Andlise morfolégica ao
sétimo dia apos o procedimento cirurgico, da Intensidade inflamatdria e reacdo de granulagéo.

G5 Espécimes
R1 R2 R3 R4 R5

Neutréfilos 2 2 2 1 2
Linfécitos 2 2 2 2 2
Plasmécitos 1 1 1 1 1
Macrofagos 1 1 1 1 1
Gigantécitos 0 0 0 0 0
Eosindfilos 0 0 0 0 0
Reacéo de 1 1 1 3 1
granulagao

Intensidade da 3 3 3 2 3
inflamacao
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Figura 37. Infiltracdo leucocitaria neutrofilica e linfocitica ao 7° dia em G5 caracterizando reagao
inflamatéria subaguda (HE,10x) (A), observa-se o equilibrio de linfécitos e neutréfilos (B) (HE, 100x).

Figura 38. Reacéo de granulagé caracterizada como endotelial em G5, apresentando tecido com
fibras frouxamente arranjadas e reticulares mas com tendéncia ao paralelismo ( C) (HE,40x)
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Ressalta-se que a presenca de edema intersticial foi bem mais marcante no
Grupo G2 - controle negativo -, quando comparado aos demais, sendo que em G3 -
500 mg/kg, G4 - 250 mg/kg e G5 - 100 mg/kg 0 edema pareceu menos evidente.
Além disso, observou-se que o grupo G3 - 500 mg/kg apresentou comportamento
similar ao controle G1 - controle positivo - quanto a intensidade do processo
inflamatério, exibindo inflamacédo do tipo moderada, com o padrdao de infiltragéo
categorizada nos dois grupos como crbnica inespecifica. Os grupos G4 e G5
apresentaram resultados semelhantes ao G2 - controle negativo, exibindo padrao de
infiltracéo categorizado como subaguda.

Por outro lado, a expressdao morfologica da reacado de granulacao em G1 -
controle positivo-, foi categorizada como vascular. Em G2 - controle negativo-, a
reacdo de granulacdo foi endotelial, com 1 espécime apresentando reacao
fibrovascular. J& o grupo experimental G3 - tratado com a dose de 500mg/kg,
expressou morfologicamente reagdo de granulagdo vascular na maioria dos
espécimes. Os demais grupos experimentais, de maneira geral, exibiram reacédo de
granulacao predominantemente endotelial em grande parte dos espécimes.

O resumo dos resultados acima estdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13. Descrigdo resumida das diferengas morfoldgicas quanto ao padrdo de inflamagéo,
expressao celular e reacdo de granulacéo dos diferentes grupos experimentais.

Grupos Padrao de Expresséo de Reacéao de
inflamacao células granulacao
G1 Controle . o
N Crbnica Linfocitos Vascular
positivo
G2 Controle o .
. Sub- aguda | Neutrdfilos/linfocitos | Endotelial
negativo
G3 Dose . o
Crbnica Linfécitos Vascular
500mg/Kg
G4 Dose TR ,
Sub- aguda | Neutrdfilos/linfocitos | Endotelial
250mg/Kg

G5 Dose 100mg/kg | Sub- aguda | Neutréfilos/linfocitos | Endotelial
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6.3.2 Avaliacao do padrao de deposicao de fibras colagenas na cicatrizacao de
feridas por segunda intencao em ratos tratados com o extrato hidroetandlico
das obtido das sementes de Vatairea guianensis

As seccbes coradas em picrosirius examinadas sob luz polarizada, ao sétimo
dia, revelaram em G1, controle positivo, a presenca predominante de fibras
colagenas do tipo Ill, com birrefringéncia amarelo esverdeada, frouxamente
arranjadas, dispostas reticularmente. Individualmente, as fibras exibiram aparéncia
delgada e delicada.

O grupo G2 controle negativo, por sua vez apresentou especial variedade
quanto a birrefringéncia, exibindo predominio de fibras amarelo ouro (tipo I) e
amarelo esverdeadas (tipo Ill), com densidade frouxa, dispostas com padrao
reticular, maior quantidade de espacos interfibrilares evidentemente mais alargados
(tecido conjuntivo mais frouxo) e espessura com aspecto delgado e delicado. De
especial interesse, foi a observacao, nesse grupo, da presenga aparente de maior e
melhor quantidade de fibras colagenas do tipo |, e tendéncia ao paralelismo quando
comparado ao G1.

No grupo experimental G3 500 mg/kg as sessdes histoldgicas, revelaram de
um modo geral a presenca predominante de fibras colagenas do tipo Il com
birrefringéncia amarelo esverdeada, frouxamente arranjadas, com disposicao
reticular e aparéncia delgada e delicada.

No grupo experimental G4 - 250 mg/kg, as seccdes revelaram
histologicamente o predominio de fibras colagenas do tipo Ill, com birrefringéncia
amarelo esverdeada, densidade moderada, dispostas em padrdo reticular com
aspecto de fibras delgadas e delicadas.

E, por fim, o grupo experimental G5 — 100 mg/kg, exibiu de maneira
predominante, fibras colagenas tipo Ill com birrefringéncia amarelo esverdeada,
frouxamente arranjadas, dispostas de modo reticular com aparéncia delgada e
delicada. Nesse grupo, foi observada a tendéncia ao paralelismo das fibras,
indicando a presenca de fibras tipo | (Figura 39).
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Figura 39. Grupos G1, G3 e G4, exibem predominancia de fibras de coldgeno predominantemente
tipo lll (Amarelo esverdeada), frouxamente arranjadas e disposicao reticular. Nos grupos G2 e G5,
sao observadas fibras predominantemente do tipo Ill, mas com clara deposi¢éo de fibras de colageno
do tipo | (ouro), com arranjo paralelos de fibras colagenas.

6.4 Avaliacao da toxicidade aguda do extrato hidroetandlico obtido das
sementes de Vatairea guianensis (Aublet)

A avaliacao da toxicidade aguda, por via oral, do extrato nos animais tratados
inicialmente com a dose de 2000 mg/kg, no periodo estabelecido, demonstrou nas

condicbes experimentais deste trabalho que ndo houve nenhuma alteragdo de
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comportamento conforme descrita por Malone & Robichaud (1962), tais como: a
atividade locomotora, piloerecdo, analgesia, hipoatividade, hiperatividade,
lacrimejamento, anestesia, perda de reflexo e de apreensao da pata, alerta, apatia,
estereotipia, agressividade, sudorese, micgao, diarréia e convulsdo. E na dose de
5000mg/kg, também nao houve nenhum sinal e sintoma acima descrito. Além disso,
nenhuma das doses levou os animais a 6bito, o que nos permite sugerir que o
extrato hidroetanélico bruto pode ser considerado de baixa toxicidade por via oral, o
que pode indicar seguranca no seu uso como agente terapéutico.
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7 DISCUSSAO

Quanto ao uso frequente de Vatairea guianensis pela populacdo amazénida,
um numero reduzido de estudos cientificos foram encontrados com relatos sobre o
género Vatairea e da espécie Vatairea guianensis.

Nesta perspectiva, avaliou-se, a atividade antibacteriana in vitro dos extratos
bruto hidroetandlico, hexanico, cloroférmico e metanédlico das sementes de Vatairea
guianensis frente a Staphylococcus aureus (ATCC29213) Enterecoccus faecalis
(ATCC 29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Salmonella sp (isolado
clinico).

A escolha do solvente utilizado tem relevante importancia na extracao de
substancias ativas de plantas medicinais. Neste trabalho optou-se especialmente
pelo alcool, pelo fato de se aproximar mais da pratica popular, sobretudo da terapia
com plantas mediante maceragdo em vinho, alcool de cereais e aguardente
(cachaga). Os demais solventes foram escolhidos por ordem crescente de
polaridade para avaliar de maneira mais especifica 0 comportamento dos mesmos
frente aos microrganismos selecionados, levando-se em consideracdo que as
substancias responsaveis pela atividade biolégica poderiam estar presentes nos
extratos por semelhangca de solubilidade. Desta forma, foram selecionados os
solventes de baixa, média e alta polaridade como o hexano, cloroférmio e metanol
respectivamente. Ressaltamos que apesar desses solventes ndo serem utilizados na
pratica popular, varias substancias com atividade biologica antimicrobiana ja foram
isoladas a partir desses extratos (OTOBELLI, 2009; PIEDADE; FILHO, 1988).

O ensaio da concentracdao inibitéria minima (CIM) pelo método da
microdiluicdo revelou que todos os extratos elaborados a partir das sementes de
Vatairea guianensis apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as
diferentes espécies bacterianas selecionadas.

Todos os extratos apresentaram atividade frente a Staphylococcus aureus
(ATCC29213) sendo que os extratos bruto hidroetandlico e o cloroférmico foram
notadamente mais ativos na mesma concentragcdo com CIM de 3,12 ug/mL, contudo
o extrato bruto hidroetandlico foi o que apresentou CBM mais efetiva contra
S.aureus, mostrando ter potencial para ser utilizado na producao de fitoterapicos

de aplicacdo tdépica contra as infeccdes de pele causadas por bactérias gram-
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positivas particularmente S. aureus. Este resultado sugere que o efeito inibitorio
desses extratos provavelmente podem estar relacionado com a presenca de
compostos fendlicos, em particular as antraquinonas, substancias polares ja
relatadas na literatura e isoladas a partir de extratos de média e alta polaridade,
como no extrato metandlico das cascas do caule de V. guianensis do qual ja foram
isoladas as antraquinonas crisofanol, emodina e fisciona (PIEDADE; FILHO, 1998) e
de outras espécies do género Vatairea (FORMIGA, 1975). A antraquinona crisofanol
destaca-se como uma das substancias mais isoladas do género Vatairea. Estudos
anteriores realizados por outros autores, confirmaram a atividade biolégica
antimicrobiana dessa antraquinona isolada do extrato metandlico de outras espécies
pertencentes a outros géneros de plantas nativas do México (SOSA, et al., 2006).

Ressalta-se que a maioria dos estudos encontrados na literatura sobre a
constituicdo quimica do género Vatairea reporta-se sobre o isolamento de
antraquinonas (PIEDADE ; FILHO, 1998, MATOS, et al.1998).

O fato do extrato bruto hidroetandlico ter apresentado melhor efeito inibitério
contra S. aureus justifica, em parte, os relatos de uso popular das sementes de
Vatairea guianensis como antimicrobiano no tratamento de infecgdes de pele, ja que
as sementes sdo utilizadas popularmente maceradas em alcool ou “in natura” sobre
a pele. Além disso, os resultados permitem sugerir também, que, embora, o extrato
bruto seja uma mistura complexa de substancias, o sinergismo entre elas foi
relevante para a obtencao da atividade antimicrobiana. Este achado é plenamente
justificavel uma vez que os efeitos terapéuticos de muitas espécies medicinais nao
resultam apenas da acao isolada de um unico composto quimico e sim da agéao
complexa de sinergismos e antagonismos de varias substancias (VACONCELOS et
al.; 2002).

Os resultados obtidos neste experimento em relacdo a S.aureus séao
semelhantes ao unico estudo de atividade antibacteriana relatado na literatura,
porém para outra espécie do mesmo género a Vatairea macrocarpa, o qual revelou
acentuada atividade antibacteriana do extrato aceténico contra S. aureus (MATOS,
et al.,1998). Nossos dados corroboram, deste modo, com os obtidos por Matos
(1998) em relacdo ao género e permitem sugerir que o género Vatairea apresenta
potencial antimicrobiano frente a bactérias gram positivas.

Os extratos hexanico e metandlico também apresentaram atividade frente a

S.aureus. E de especial interesse relatar que apenas um registro foi encontrado na



96

literatura com o extrato hexanico do qual foram isoladas das cascas do fruto de
V.guianensis duas substancias ativas (em processo de patentiamento) contra a
Leishmania amazonensis com acentuada atividade leishmanicida (OTOBELLI,
2009). Desta forma, estes resultados demonstram que esta espécie medicinal pode
ser promissora como agente antimicrobiano e antiparasitario, levando-se em
consideracao que os constituintes ativos isolados nas cascas do fruto isolados por
Otobelli (2009) podem também estar presentes nas sementes, abrindo possibilidade
de estudos futuros que possam identificar e/ou confirmar tais substancias.

De maneira geral, os resultados no presente trabalho permitem sugerir que a
atividade antimicrobiana desses extratos de média e alta polaridade no género
Vatairea é decorrente de substdncias de alta polaridade provavelmente aos
compostos fendlicos antraquinonas ja relatados em estudos anteriores por outros
autores.

O ensaio da CIM dos diferentes extratos de V.guianensis frente a
Enterococcus faecalis, revelou que todos os extratos apresentaram atividade.
Entretanto, ressalta-se que o extrato cloroférmico exibiu desempenho superior aos
demais com CIM e CBM mais efetivas para este microrganismo (Tabela 12). Este
resultado permite sugerir que a atividade antibacteriana de Vatairea guianensis
contra E.faecalis pode ser em parte atribuida aos compostos fendlicos
provavelmente antraquinonas extraidas especificamente no extrato cloroférmico.

E relevante ressaltar que o extrato cloroférmico exibiu o mesmo
comportamento frente aos dois microrganismos gram-positivos estudados no
presente estudo, o que permite indicar que estes microrganismos foram mais
sensiveis ao extrato cloroférmico pelo método da microdiluicdo em caldo. A
significativa atividade pode estar relacionada também com a constituicdo da parede
celular desta classe de bactérias, que se apresenta quimicamente menos complexa,
espessa com as camadas de peptidoglicano porosas o suficiente para permitirem a
difusdo de metabdlitos para a membrana citoplasmatica (TRABULSI et al.,1999).

Em uma analise conjunta dos resultados obtidos neste trabalho com os
diferentes extratos, frente aos microrganismos gram-positivos estudados causadores
de infeccbes de pele e hospitalares, consideramos viavel abrir caminhos para o
aprofundamento de novos estudos dessa espécie medicinal nas diversas areas, no
sentido de contribuir para sua possivel viabilidade como fitoterdpico capaz de

proporcionar uma aplicacao clinica.
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Os resultados da CIM dos extratos pelo método da microdiluicdo em caldo
frente a bactérias gram negativas, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp
revelaram que todos inibiram o crescimento destes microrganismos exibindo
atividade. Entretanto, o extrato metandlico apresentou melhor desempenho em
comparacdo com os demais extratos frente a P. aeruginosa por conta da CBM
evidenciada na concentragao 50 pg/mL (Tabela12). Em relagdo a Salmonella sp, foi
possivel avaliar apenas os extratos cloroférmico e metandlico os quais exibiram
atividade significativa.

Este resultado é relevante principalmente porque trata-se de bactérias de
grande importancia clinica, causadoras de infeccées hospitalares graves devido a
alta freqiéncia nesse ambiente, além ainda de possuirem elevada resisténcia a
antibiéticos e serem tipicamente oportunistas. (TRABULSI, et al 1999). E importante
destacar que nado foi encontrado na literatura nenhum registro de atividade
antimicrobiana de V. guianensis ou de outra espécie do género contra P. aeruginosa
e Salmonela, permitindo dar um carater inédito ao presente estudo.

E por fim, acredita-se que os resultados obtidos quanto a atividade
antimicrobiana possam vir a contribuir para o estudo da espécie V guianensis e
aumentar o interesse no género que ainda é pouco explorado.

A cicatrizacdo é um evento biolégico de intensa complexidade que envolve,
fundamentalmente, inflamacédo e posteriormente quimiotaxia, proliferacdo celular,
colageinizacao e remodelacao (MANDELBAUM, SANTIS, MANDELBAUM, 2003).

O processo de cicatrizacao por segunda intengcdo tem como caracteristica a
inducdo do reparo em feridas com perda maior de células e tecidos, ndo havendo
unido das bordas e sim formagao de coagulo de fibrina que preenche a lesédo. A
reacdo de granulacdo cresce a partir da margem para completar a reparagao
(DIEGELMAN, EVANS, 2004).

A estimulacdo por substancias medicamentosas no estudo da cicatrizagédo €
particularmente interessante, sobretudo, por representar a possibilidade de melhoria
do processo de reparo cicatricial, sendo Gtil na terapéutica de lesdes superficiais até
naquelas em que requerem o preenchimento de tecido da area perdida (ferida
aberta) (COTRAN et al., 2000; BIONDO-SIMOES et al., 2006). Assim, o estimulo por
meio de terapias alternativas como os produtos naturais, especialmente as plantas
medicinais, vem sido amplamente discutido por diversos autores (SEMENOFF
SEGUNDO, et al., 2007; CARVALHO, et al.,1991; CHITHRA, et al.,1998).
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A ferida aberta (segunda intencédo), sem o auxilio de tratamento, apresenta
uma dinamica de reparo que acontece por meio da instauracdo da inflamacao
caracterizando o inicio da cicatrizagdo, evento que atua em defesa do organismo,
propiciando ambiente favoravel para as fases proliferativas e de remodelacao,
traduzidas, respectivamente, em contragcdo da ferida e a substituicido do tecido
injuriado, garantindo a integridade do organismo (DIETER, 2005; MARTINS et
al.,2006). No presente estudo o controle negativo foi a solugdo salina 0,9%,
considerada farmacologicamente inérte.

A analise macroscépica das areas de reparo nos animais experimentais
demonstrou que o uso tépico do extrato hidroetandlico bruto de Vatairea guianensis
nas doses estudadas, promoveu a contracao da ferida ao longo do tempo. As feridas
de segunda intencéo, tais quais realizadas neste trabalho, possuem a capacidade de
contragdo promovida pela agdo de miofibroblastos, dotados de filamentos de actina
sendo essas células as responsaveis por este fenébmeno (MONTENEGRO, M. R,
1999). Por inspecao visual, destaca-se que entre os grupos experimentais, G5 - 100
mg/kg exibiu, aparentemente, melhor resposta clinica, embora ndao tenha havido
estatisticamente diferenca significativa quanto ao percentual de contracdo dos
grupos em comparagao ao controle negativo.

Na andlise microscopica, foi observado histologicamente que ao sétimo dia, a
reacao inflamatéria nos grupos oscilou de intensa a moderada, embora o padréao de
infiltracdo leucocitaria tenha exibido diferencas entre os cinco grupos avaliados.
Assim, os resultados podem sugerir que o tratamento com aplicacao topica de
Vatairea guianensis pareceu exibir propriedades antiinflamatérias. Ao comparar sob
coloragao em HE, os achados morfol6gicos dos grupos G1 controle positivo com o
grupo experimental G3 tratado com a dose 500 mg/kg do extrato hidroetandlico bruto
de V. guianensis, verificou-se que a reacao inflamatéria comportou-se de maneira
moderada, com perfil leucocitario exibindo uma consideravel infiltragdo de linfécitos.

Estes achados podem indicar o inicio da cronicidade do processo, e
consequentemente, sugerir aceleracao dos eventos caracteristicos da resposta
inflamatoria, visto que esta célula é propria da inflamacao crénica. Comparando os
demais grupos - G2 controle negativo, G4 250 mg/kg e G5 100 mg/kg, observou-se
que a reacao inflamatéria foi intensa, porém, com infiltracdo equilibrada de
neutrofilos e linfécitos, caracterizando reacao inflamatéria subaguda.
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Notadamente, nos estagios iniciais da resposta do hospedeiro a agressao, o
influxo de neutréfilos é determinado pela agdo de mediadores quimicos liberados
durante o processo de injuria tissular, a exemplo das prostaglandinas e leucotrienos
(BALBINO, PEDREIRA e CURI, 2005). No entanto, ressalta-se que no processo de
reparo, a duragdo da fase neutrofilica da resposta inflamatéria é proporcional ao
grau de liberacdo de quimiocinas, que, por sua vez € diretamente dependente da
intensidade da injuria e o grau de contaminacao bacteriana secundaria (RIBEIRO,
2006). Desta forma, justifica-se o fato de que nos grupos G2, G4 e G5, a
permanéncia da reacdo ainda aguda evidenciada mesmo aos sete dias, poderia
estar relacionada a contaminagdo bacteriana, uma vez que ficavam expostas
durante todo o periodo de experimento.

A evidéncia de maior infiltracdo de linfécitos nos grupos G1 e G3 em
comparacdo aos demais, sugere uma baixa liberacdo de quimiocinas no local da
injuria e consequentemente uma transicao mais rapida de polimorfonuclear para
mononuclear.

Neste contexto é interessante destacar que a inflamacado é absolutamente
necessaria ao processo de reparo, visto a sua funcao em eliminar o agente agressor
e, em ultima instancia, reparacdo dos danos teciduais (STEVENS; LOWER, 2002).
No entanto, quando este fendmeno se apresenta exacerbadamente, ou por tempo
demasiado, pode atuar como retardador da cicatrizacdo (PEREIRA PINTO et al.,
1997). Deste modo, pode-se inferir que a intensidade da resposta inflamatéria,
observada nos grupos G2, G4 e G5, nao foi exacerbada, e por consequéncia, nao
pareceu influenciar de maneira negativa na instalacdo dos fen6menos que
caracterizaram o processo de reparo. Além disso, nestes grupos, observou-se a
reacdo de granulacdo nos estagios iniciais, com predominancia de células
endoteliais com tecido conjuntivo frouxo e poucas fibrilas.

Na cicatrizacdo de ferida de segunda intengédo, caracterizada por perda
excessiva de tecido, a deposicdo de colageno representa um fator primordial na
recuperacdo dérmica ap6s uma agressdo (DIELGEMAN;EVANS, 2004). Nesta
condigéo, o processo cicatricial ocorre de forma lenta, sendo necessaria a formagao
da reacado de granulagédo, composta de grandes quantidades de vasos sanguineos e
células, que vao preenchendo o vazio deixado pela perda dos tecidos. Assim,
quando novas camadas de reacdo de granulacdo sdo formadas, aquelas mais

antigas localizadas mais profundamente, consequentemente, perdem o0s vasos,
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dando lugar aos fibroblastos e feixes de colageno que por sua vez predominam
(BALBINO, PEDREIRA ; CURI, 2005).

A sintese de colageno inicia-se ao terceiro dia, atingindo seu pico maximo em
trés a seis semanas, e a partir deste periodo, entra em fase de remodelacdo. Desta
forma, a maturacdo do tecido cicatricial implica na substituicdo do colageno do tipo
I, (fortemente presente em tecido conjuntivo), pelo colageno do tipo I, (abundante
em muitos tecidos) conferindo alta resisténcia a pele, tenddes e ligamentos
(Carneiro et al., 2005). Neste contexto, o uso de coloracao especifica para colageno
a exemplo do Picrossirius, adquire grande relevancia por permitir a analise
especifica dos tipos de colageno de maneira segura, utilizando luz polarizada
(RIBEIRO, 2004).

No presente trabalho a coloracao picrossirius foi empregada para subsidiar o
estudo do padrao de deposicao de colageno, visto que, apresenta forte sensibilidade
e especificidade para localizar as fibras colagenas (FONSECA, 2003). Esta
metodologia permite diferenciar os tipos de colageno baseando-se em distintos
padroes de cores (birrefringéncia), diferencas de densidade e disposicdo ou arranjo
estrutural das fibras do colageno e aparéncia (HIRSHBERG, et al., 1996).

O colageno tipo | em coloracao Picrossirius, sob luz polarizada apresenta-se
como fibras espessas nas cores amarelo ouro, amarelo laranja ou vermelho.
Enquanto que o tipo lll é visualizado como fibras delgadas e delicadas com
birrefringéncia esverdeada e amarelo esverdeada de ocorréncia comum nas etapas
iniciais do processo de reparo cicatricial. Deste modo, a coloracdo aliada a
microscopia, vem sendo referenciada na literatura como método adequado para
avaliar a deposicdo de colageno em estudos de cicatrizacdo (RABAU, DAYAN,
1994; RIBEIRO et al., 2004).

A busca por estratégias que se refletem em produtos e substancias naturais
ou sintéticas que promovam a melhoria do processo cicatricial, ao longo dos anos,
vem sendo discutida, sobretudo fazendo uso de terapias alternativas como as
plantas medicinais e seus derivados a exemplo de extratos e tinturas (SEMENOFF
SEGUNDO, et al., 2007).

Neste sentido, diversas espécies de plantas de uso popular tém sido
amplamente investigadas com o intuito de estimular de alguma forma a cicatrizagao.
Deste modo, o extrato hidroetandlico bruto das sementes de Vatairea guianensis

Aublet, espécie de leguminosa nativa da Amazdnia, em especial no Estado do
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Amapa, foi submetido ao estudo do processo de reparo cicatricial. Estudos quimicos
posteriores em relacdo a espécie V. guianensis e ao género Vatairea revelaram a
presenca marcante de antraquinonas, responsaveis por inumeras atividades
biolégicas, dentre as quais se destacam: acdo antimicrobiana (MATOS, 1988),
fungicida, cicatrizante. No entanto, em razdo dos poucos estudos encontrados na
literatura enfocando o efeito desta planta sobre a possivel interferéncia no processo
de reparo cicatricial, prop6s-se avaliar o efeito tépico do extrato hidroetandlico bruto
de V. guianensis administrados por via tépica em grupos experimentais nas doses
de 500 mg/kg, 250 mg/kg e 100 mg/kg sobre o processo de sintese e deposi¢do de
colageno durante o reparo cicatricial de segunda intengédo ao sétimo dia, sendo o
controle positivo representado pelo medicamento fibrinase (desoxirribonuclease
666U/g, fibrinolisina 1U/g, clorafenicol 0,01 g/g) e controle negativo, solucao salina.

No presente estudo, as secgdes coradas em picrossirius mostraram, sob luz
polarizada ao sétimo dia, que o grupo G2 - controle negativo e o grupo experimental
G5 100 mg/kg exibiram com maior freqiiéncia o surgimento de fibras dispostas em
paralelo, indicando o inicio da formacao do colageno tipo I. De especial interesse foi
a observagdo de que nos grupos G1 controle positivo representado pela fibrinase,
G3 - 500 mg/kg e G4 - 250 mg/kg demonstraram maior freqiéncia de fibras com
padrbées reticulado e de espessura delgada e delicada, birrefringéncia amarelo
esverdeado caracterizando a deposicao de colageno do tipo lll. A verificacdo do
aparecimento de fibras colagenas do tipo | nos grupos G2 e G5 sugere que a
substituicdo das fibras de colageno Il por |, representa uma etapa caracteristica da
evolucao do processo, conforme ja foi relatado por outros autores (JUNQUEIRA, et
al., 1983; CARNEIRO et al., 2004).

Diversos fatores podem modular a sintese de colageno e interferir na
velocidade de deposicao da matriz protéica na sua maturacdo ou na organizacao do
seu arranjo durante o processo cicatricial (MANDELBAUM;SANTIS; MANDELBAUM,
2003).

Considerando-se que durante a formacdo do processo cicatricial, apos a
instalacao do dano tecidual, a sintese de colageno tem seu inicio logo no terceiro
dia, atingindo pico maximo entre 3 e 6 semanas. Ocorrendo, inicialmente, a
formacao do colageno do tipo lll, que tem como funcao relevante a orientacdo da
migracdo de células endoteliais, durante os estagios iniciais da reacdo de
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granulacdo, sendo estas células precursoras na formacdo de vasos sanguineos
(RAMOS; MIRANDA, 2007).

No presente estudo, observou-se que os grupos experimentais G3 — 500
mg/kg e G4 - 250 mg/kg desempenharam papel similar ao controle positivo
representado pelo medicamento Fibrinase, que contém em sua composicdo uma
enzima proteolitica capaz de estimular a reacdo de granulagdo modulando a sintese
de colageno. No entanto, os grupos G5 - 100 mg/kg e G2 - controle negativo,
exibiram efeitos similares quanto a evolugdo do colageno. Estes achados podem
sugerir que esteja ocorrendo uma modulacao por parte do extrato teste. Em ambos,
ocorreu a exibicao de fibras paralelas, indicando o aparecimento de fibras colagenas
tipo | em substituicdo ao tipo Ill. Desta forma, estes achados podem sugerir que
esteja acontecendo uma evolucdo precoce do processo cicatricial do extrato
hidroetandlico bruto de V. guianensis em G2 e G5 - 100 mg/kg. Por outro lado,
sugere-se que nos grupos G1 controle positivo, G3 - 500 mg/kg e G4 — 250 mg/kg, o
extrato esteja causando um retardo no processo de reparo.

Avaliando a relacdo dos grupos controles com 0s grupos experimentais, 0s
achados deste estudo permitem inferir que o extrato hidroetandlico bruto de V.
guianensis além de estimular a reacdo de granulacdo da mesma forma que a
fibrinase, desempenha também o papel de modular a velocidade da sintese de
colageno, com o propdsito de evitar uma cicatriz hipertréfica, caracterizada por
excesso de colageno. Desta forma, parece que o extrato esteja também estimulando
a sintese de colageno do tipo Il em G1, G3 e G4, além de estar bloqueando sua
sintese excessiva, com deposicdo lenta ou retardada e regulada de colageno,
minimizando o favorecimento de uma cicatrizacdo hipertréfica. Assim, na
cicatrizacdo por segunda intengdo, caracterizada por ser aberta e com perda
excessiva de tecido, na qual é necessério a reacao de granulacéo, estes achados
sdo de suma importancia para conhecimento da atuagdo biolégica do extrato
hidroetandlico de V. guianensis no processo de reparo.

A analise dos resultados obtidos no presente estudo vem sugerir que ao
sétimo dia, o extrato hidroetandlico bruto de V. guianensis, conforme observacao
histolégica em HE, de uma maneira geral, diminuiu a intensidade da reacéo
inflamatéria, com considerada infiltracdo de linfécitos em todos os grupos, sendo
mais evidente em G1 e G3, melhorando assim o processo de cicatrizacdo. Além
disso, conforme observacédo da deposicao de colageno em coloragao Picrossirius, 0
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extrato hidroetandlico bruto de V. guianensis pareceu modular a velocidade da
sintese de colageno, visto que exibiu o aparecimento de fibras colagenas paralelas,
indicadoras de colageno tipo | nos grupos G2 e G5 e estimulou a sintese de
colageno do tipo Il em G1, G3 e G4. Assim, sugere-se, de forma preliminar, que o
extrato estudado apresenta ter aplicacdo clinica, principalmente na prevencao de
cicatriz hipertréfica pela estimulacdo lenta de colageno e bloqueio da sintese
excessiva desta proteina. No entanto, estudos posteriores devem ser realizados a
fim de que sejam elucidados os mecanismos fisiopatolégicos responsaveis pela
possivel atividade biomodulatéria do extrato hidroetandlico bruto de V. guianensis
sobre os eventos que envolvem o reparo cicatricial.

Os resultados obtidos na avaliacdo da toxicidade aguda permitem sugerir que
o extrato apresenta baixa toxicidade oral, visto que nenhum animal foi a ébito e ndo
foram registrados sinais e sintomas dignos de nota apds a administracdo das doses
de 2000 mg/kg e 5000 mg/kg. E pertinente destacar que nenhum estudo de
toxicidade com esta espécie foi encontrado na literatura. Entretanto, nossos
resultados foram semelhantes ao Unico trabalho relatado na literatura realizado por
Oliveira (2008), que submeteu o extrato etandlico de outra espécie do género a
Vatairea macrocarpa a avaliacdo da toxicidade aguda nas doses 1000, 2000 e 5000
mg/kg e verificou que esta espécie apresentou baixa toxicidade em estudo agudo
por via oral em camundongos.

Deste modo os resultados permitem conferir ao extrato hidroetandlico bruto
de Vatairea guianensis, seguranca no seu uso em razao da baixa toxicidade em
processo agudo por via oral. E interessante ressaltar que a proposta de realizacdo
deste ensaio justifica-se pela inexisténcia de estudos na literatura que comprovem a
toxicidade desta espécie. Embora as informagdes etnofarmacolégicas na literatura
relatem que a espécie Vatairea guianensis nao € administrada oralmente com uso
restrito apenas para uso externo, nossos resultados preliminares mostraram que o
extrato por via oral ndo apresentou sinais de toxicidade e mortes. Contudo, sao
necessarios estudos posteriores mais aprofundados de toxicidade in vivo que
envolvam outras vias de administracdo, bem como analise histolégica dos 6rgaos

dos animais.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, permitem com base nas condicoes

experimentais concluir que:

v Na avaliagdo da atividade antimicrobiana utilizando o método da
microdiluicio em microplacas com adicdo de MTT, os extratos
hidroetandlico, hexanico, cloroférmico e metandlico obtidos das
sementes de Vatairea guianensis inibiram o crescimento de todas as
cepas de bactérias desafiadas apresentando atividade bacteriostatica

e bactericida;

v" Os resultados mais efetivos considerando-se as menores

concentragdes inibitorias foram obtidos frente a S aureus;

v" O extrato hidroetandlico obtido das sementes de Vatairea guianensis
interferiu de maneira positiva sobre o processo de cicatrizacdo
diminuindo a intensidade da reacao inflamatéria e estimulando a

sintese de colageno;

v" O extrato hidroetandlico obtido das sementes de Vatairea guianensis

apresentou baixa toxicidade aguda por via oral em camundongos.
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APENDICE (Tabelas sobre a evolucdo da area das feridas e percentual de
contracao de cada grupo)

Tabela 2. Area das feridas (mmz), logo apds o procedimento cirdrgico imediato (T,), 72 dia e
percentual de contracao da ferida no grupo controle positivo Fibrinase.

Animal Pos operatorio 7°ia Contracao
imediato (To) (mm’°) (mm?) (%)
1 32.10 3.98 87.60
2 29.59 3.83 87.05
3 37.68 8.57 77.25
4 37.44 9.07 75.77
5 27.71 8.54 69.18
MédiaztEPM 32.90+2.02 6.79+1.18 79.37

Tabela 3. Area das feridas (mm2) logo apds o procedimento cirdrgico imediato (T,), 7° dia e
percentual de contracao da ferida no grupo controle negativo (solucéo salina 0,9%).

Animal Pos operatorio 7°ia Contracao
imediato (To) (mm?) (mm?) (%)
1 34.72 8.30 76.14
2 50.79 10.02 80.27
3 49.50 9.39 81.03
4 33.11 9.93 70.00
5 40.88 7.76 81.01
MédiazEPM 41.80+3.65 9.08+0.45 77.69

Tabela 4. Area das feridas (mmz), logo apos o procedimento cirdrgico imediato Ty, 72 dia e percentual
de contracdo da ferida no grupo experimental dose 500mg/kg.

Animal Pos operatorio 7°ia Contracao
imediato (To) (mm?) (mny’) (%)
1 34.10 11.91 65.07
2 32.83 5.64 82.82
3 25.22 6.18 75.49
4 30.04 4.65 84.52
5 25.76 8.74 66.07

MédiazEPM 29.59+1.80 7.42+1.30 74.79
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Tabela 5. Area das feridas (mm?), logo apés o procedimento cirtirgico imediato (To) , 7° dia e
percentual de contracdo da ferida no grupo experimental dose 250mg/kg.

Animal Pds operatorio 7%ia Contracao
imediato(Ty) (mm?) (mm?) (%)
1 33.10 5.97 81.96
2 28.66 17.58 38.66
3 33.07 17.19 48.01
4 24.60 4.84 80.32
5 32.53 9.29 71.44
MédiazEPM 30.3911.66 10.97+2.71 64.07

Tabela 6. Area das feridas (mm?), logo apds o procedimento cirtrgico imediato (To), 7° dia de
tratamento e percentual de contracdo da ferida no grupo experimental G5 dose 100mg/kg.

Animal PJs operatorio 7%ia Contracao
imediato (To) (mm?) (mm?) (%)
1 27.48 5.01 81.76
2 18.28 3.80 79.21
3 23.02 8.66 62.38
4 32.09 4.66 85.47
5 28.32 5.48 80.64
MédiatEPM 25.7742.39 5.5210.40 77.89




