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RESUMO

Avaliacdo do efeito cicatrizante do extrato hidroetandlico e do gel cremoso

produzidos a partir das cascas do fruto de Punica granatum L.

Introducdo: A incorporacdo de extratos vegetais com atividade biologica tem se
apresentado como uma alternativa relevante na melhoria do processo cicatricial, tendo a
P. granatum j& sido utilizada como fitoterapico nas lesdes de pele. Objetivo: O presente
estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar a atividade cicatrizante do extrato
hidroetandlico e do gel cremoso a base das cascas do fruto de P. granatum L., utilizando
um modelo experimental in vivo. Resultados e discussdes: A elucidacdo dos compostos
presentes no EHE das cascas do fruto de P. granatum através de LC-MS revelou 18
fitocomplexos, dentre eles, o &cido galico, acido elagico e punicalagina. O extrato
hidroetandlico da roma (P. granatum L.) produziu uma significante atividade antibacteriana
(bacteriostatica e bactericida) in vitro sobre as linhagens estudadas de S. aureus
(ATCC6538P) e P. aeruginosa (ATCC9027). Os géis cremosos contendo o EHE de P.
granatum L., nas concentracdes de 0,5 e 1,0 %, apresentaram alteracfes consideradas
aceitaveis nos ensaios de pré-estabilidade e de estabilidade acelerada. As formulacdes
incorporadas com EHE de P. granatum, em estudo in vitro, apresentaram atividade anti-
microbiana frente as cepas de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e Salmonella sp nas
concentragdes estabelecidas, assim como inibiram o crescimento de fungos e bolores e
bactérias aerdbias. Quanto a toxicidade aguda cutanea, nenhuma alteracéo foi constatada
nos aspectos comportamentais dos animais submetidos ao teste. A aplicacdo topica do
extrato hidroetandlico e do gel cremoso de Punica granatum L. a 1% sobre feridas
excisionais induzidas experimentalmente aceleraram o processo cicatricial no periodo de
7 dias, modulando a resposta inflamatoria e a colageneizacédo do tecido. Conclusao: O
extrato hidroetandlico e o gel cremoso contendo o EHE de Punica granatum L a 1%
apresentaram o0s resultados mais promissores na cicatrizacdo de feridas cutaneas,
principalmente durante a fase exsudativa.

Palavras chave: Punica granatum L. LC-MS. Formulagdo em gel cremoso. Cicatrizacao.

Agradecimentos: LABCROL, LABOPAT.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE HEALING EFFECT OF THE HIDROETHANOLIC EXTRACT AND
THE CREAM GEL PRODUCED FROM THE HUSKS OF THE FRUIT OF Punica
granatum L.

Introduction: The incorporation of plant extracts with biological activity has been
presented as a relevant alternative in the improvement of the scarring process, with P.
granatum already been used as herbal in skin lesions. Objective: This study aimed to
develop and evaluate the healing activity of the extract hidroethanolic and the cream gel
based on the husk of the fruit of P. granatum, using an experimental model in vivo.
Results and discussions: the elucidation of the compounds present in the EHE of the
husks of the fruit of P. granatum through LC-MS revealed 18 phytocomplexes, among
them, gallic acid, ellagic acid and punicalagine. The pomegranate extract hidroethanolic of
P. granatum produced a significant antibacterial activity (bacteriostatic and bactericide) in
vitro on the studied lineages of Staphylococcus aureus (ATCC6538P) and Pseudomonas
aeruginosa (ATCC9027). The cream gels containing the EHE of P. granatum, at the
concentrations of 0.5 and 1.0%, presented amendments considered acceptable in stability
and accelerated stability tests. The formulations incorporated with EHE of P. granatum, in
vitro study, presented microbial activity in front of the strains of S. aureus, P. aeruginosa,
Escherichia coli and Salmonella sp. in the established concentrations, as well as inhibited
the growth of fungi and moulds and aerobic bacteria. As for acute cutaneous toxicity, no
change has been found in the behavioral aspects of the animals subjected to the test.
Topical application of the hidroethanolic extract and cream of P. granatum To 1% on
excisionais-induced wounds experimentally accelerated the scarring process over the
period of 7 days, modulating the inflammatory response and the colageneization of the
tissue. Conclusion: The extract hidroethanolic and the cream gel containing the EHE of
P. granatum to 1% presented the most promising results in the healing of cutaneous
wounds, especially during the exudate phase.

Keywords: Creamy gel formulation. Healing. LC-MS. Punica granatum L.
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1 INTRODUGAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais com fins terapéuticos pela humanidade € descrito a
milhares de anos, em obras como Pen T'Sao Ching (2.700 a. C), Papiro de Ebers (1.500
a.C) e na Biblia. Essas publicacbes apresentam inumeros relatos sobre as plantas e
outros produtos, tanto de origem vegetal quanto animal, com propriedades terapéuticas
(CHAST, 2008).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que grande parte da populacdo dos
paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atencdo primaria,
tendo em vista que 80% desta populacdo utilizam préticas tradicionais nos seus cuidados
basicos de saude e 85% destes utilizam plantas medicinais ou preparacdes destas para
tratar a saude (OLIVEIRA; SIMOES; SASSI, 2006).

O Brasil é o Pais de maior biodiversidade do planeta, que associada a uma rica
diversidade étnica e cultural detém um valioso conhecimento tradicional associado ao uso
de plantas medicinais, tendo o potencial necessario para o desenvolvimento de pesquisas
com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (MINISTERIO DA SAUDE
2016).

Compreende-se, que as plantas medicinais sdo espécies vegetais usadas com a
finalidade de prevenir, aliviar ou tratar sintomas e doencas. O uso descomedido desses
espécimes vegetais, cultivadas e consumidas pela populacdo brasileira, podera ser
controlado e transformado em uso sustentavel passando a ser uma op¢ao que agregara
valores as matérias primas disponiveis nas regides do Brasil, melhorando a saude das
pessoas, contribuindo nas rendas das comunidades rurais, favorecendo a conservacao
das espécies nativas e, além de aumentar a oferta no mercado (PINTO, 2008).

Os fitoterapicos representam uma classe de medicamentos largamente utilizada no
pais e constituem um mercado em expansdo. Segundo Scopel (2005), muitos estudos
farmacoldgicos se fundamentam em estudos etnofarmacolégicos, ou seja, partem do uso

tradicional e do conhecimento popular sobre as propriedades farmacoldgicas, como anti-
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inflamatoria, analgésica, antiespasmaodica, antimicrobiana, entre outras, de certas drogas
vegetais.

Nesse sentido, a biodiversidade das florestas tropicais serve como foco para
descoberta de plantas medicinais promissoras para a cura de doencas e agravo a saude.
A interacdo de plantas tropicais e seus predadores naturais podem ser usados como
suporte para a descoberta de substancias ativas e, consequentemente como forma de
orientar as investigacdes farmacolégicas (BRAZ-FILHO, 2010).

Para a producdo de um medicamento fitoterapico é necessario conhecimento da
droga vegetal com relacdo aos seus constituintes quimicos e atividades biologicas. Além
disso, o controle de qualidade da matéria-prima vegetal, envolvendo andlises fisico-
guimicas e microbioldgicas, é etapa fundamental para alcancar um padrdao de qualidade
necessario a um medicamento (BARA et al., 2006).

Um estudo realizado pelo RENISUS — Relacdo Nacional de plantas medicinais de
interesse ao SUS (ANEXO A), divulgada pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos - PNPMF do Ministério da Saude teve como objetivo orientar a elaboracao
de uma relacéo de fitoterapicos disponiveis para o uso da populacdo, com seguranca e
eficacia para o tratamento de determinadas doencas. Neste estudo foram listadas 71
espécies de plantas medicinais e dentre elas, encontra-se o roma, P. granatum
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

1.2 Punica granatum L. (Roma)

O género Punica é representado apenas por duas espécies, a Punica protopunica,
gue vive apenas na ilha de Socrota, encontrando-se em extincdo e a P. granatum
popularmente conhecida como roma, espécie com bastante interesse econémico.
Pertence a familia Lythraceae, sendo um arbusto lenhoso, ramificado que atinge de 4 a 7
metros de altura, com folhas simples, cartaceas, dispostas em grupos de 2 ou 3, de 4-8
cm de comprimento. Contém flores isoladas ou em grupos de 2-3 nas extremidades dos
ramos, constituidas de corola vermelho-alaranjada e um calice esverdeado, duro e
coriaceo. Frutos do tipo baga, globdides, medindo até 12 cm, com numerosas sementes
envolvidas por um arilo réseo polposo, cheio de um liquido doce ligeiramente acido
(Figura 1). Provavelmente, originaria da Asia ocidental e oriental e toda costa do

Mediterraneo, sendo cultivada no mundo, e bem adaptada no Brasil (LORENZI; MATOS,
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2008), tendo preferéncia terras umidas e com maior cultivo no Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do sul (BRAGA, 1961; MOREIRA, 1985; SANGIRARD, 1991).

A arvore da P. granatum, possui uma extensa narrativa ethnomedical e apresenta
um amplo potencial fitoquimico de valor frutifera e medicinal, sendo dividida em partes
para estudo das atividades farmacoldgicas: raiz, caule, folhas, flores, frutos (casca, suco e
semente), que séo estudados pelas suas propriedades medicinais sendo considerada
sagrada pelas principais religides do mundo por apresentar potencial de tratamento de
grande variedade de doencas (LANGLEY, 2000).

De acordo com Longtin (2003), as propriedades farmacologicas da P. granatum
tém sido descritas extensivamente, resultando na sua indicacdo para usos diversos,
incluindo: imunomodulacdo, arteriosclerose, infeccdo bacteriana, infeccdo fungica,
infeccdo parasitaria e doenca periodontal. Esses dados sédo corroborados pelos estudos
de Claisse (1989), Caribé e Campos (1991), Almeida (1993), Matos (1994), Longuefosse
e Nossin (1996) e Navarro et al. (1996) que afirmam que as cascas do fruto, do caule, da
raiz e as flores sdo indicadas e usadas para o tratamento de um grande numero de
doencas inflamatoérias e infecciosas, estando incluidas lesdes e abscessos de pele e
mucosas, aftas, amidalites, faringites, estomatite, gengivite, glossite, afeccdes febris,
diarreias de origem bacteriana e parasitaria, infeccdes das vias urinarias, vomitos e
escabiose.

Outro estudo preliminar acerca da atividade imunomodulatéria de roma,
demonstrou que o pd da casca do fruto de P. granatum em doses orais de 100 mg/kg
COMo suspensao aquosa, apresenta atividade estimulante para os componentes humoral
e celular do sistema imune em coelhos (Gracious, Selvasubramanian e Jayasundar,
2001).

Em outro estudo, Noda et al. (2002) comprovaram que as antocianidinas
(delfinidina, cianidina e pelargonidina) presentes no extrato de roma (P. granatum)
apresentam atividade antioxidante.

A producgdo do fruto da P. granatum se d& no periodo de setembro a fevereiro
(MARTINS, 1995). Compbe-se de uma gaba globosa, do tamanho de uma laranja
pequena, de casca coriacea, amarela ou avermelhada, manchada de escuro, multilocular,
com inimeras sementes angulosas, coberta por tegumento espesso, polposo, de sabor
doce ligeiramente acido (GOMES, 2007).

Os frutos (pericarpo) da roma séo fontes de carboidratos, minerais, fibras brutas e

composigéo ativa, biologicamente variada, de vitamina C (acido ascorbico e citrico) e
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taninos hidrolisaveis como a punicalagina, punicalina e &acido elagico e, que séao
conhecidos como antioxidantes naturais e também contém antocianosideos, como 3-
glucosideos e 3-5, digluconosideos de delfinidina, cianidina e pelargonidina (ZAOUAY;
MENA; VIGUERA, 2012). Os componentes bioativos e as a¢fes farmacologicas de P.
granatum indicam uma gama de aplicagfes clinicas para o tratamento e prevencdo de
doencas (LANSKY; NEWMAN, 2007).

Figura 1 P. granatum L.(A), folhas verde-brilhantes (B), flores vermelho-alaranjadas (C),
fruto in natura da roma (balaustia) (D).

AN

Fonte: serralves.ubiprism.pt. (2017).

De acordo com Fetrow (2000), dentre os constituintes presentes no fruto da P.
granatum estdo os alcaldides (peletierina, metilpeletierina, pseudopeletierina e
isopeletierina), manita, varios fenois, acido elagico e acido galico. A casca da roma
contém, aproximadamente, 20% de taninos, incluindo punicalina, punicalagina, granatinas
A e B, galagildilactona, casuarinina, pedunculagina, telimagrandina | e corilagina. Foram
isolados de P. granatum, dois novos acidos elagicos ramnosideos, acido metilelagico-3-O

ramnopiranosideo 4-O-aL e acido dimetilelagico 3,4’-O ramnopiranosideo 4 -O-aL(5).
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Conforme Lorenzi e Matos (2008), a analise fitoquimica da roménzeira registra a
presenca de até 28% de taninos galicos na casca do caule e dos frutos e, em menor
guantidade, nas folhas. Nas sementes 7% de um dleo essencial, que entre seus acidos
graxos esta principalmente o acido punicico. Noda et. al. (2002), afirma que na parte
comestivel da fruta estdo presentes compostos fenélicos como: antocianinas (delfinidina,
cianidina e pelargonidina), quercetina, acidos fendlicos (caféico, catequinico, clorogénico,
orto e para cumarico, elagico, galico e quinico) e taninos (punicalagina).

Ross et. al. (2001), demonstra que compostos fendlicos da roma& modulam as
respostas antinflamatérias. Ajaikumar et. al. (2005), confirma que estes compostos
modulam a acéo de enzimas do sistema de defesa antioxidante enddégeno (superéxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase).

Segundo Adiga et al. (2010), a utilizacdo de extratos aquosos de P. granatum,
administrados oralmente na dose de 100mg/Kg, promovem aceleracdo da reacdo de
granulacdo, aumento significativo na resisténcia mecanica do tecido cicatricial,
epitelizacdo, contracdo da ferida e no teor de hidroxiprolina do colageno em feridas
dérmicas abertas no modelo roedor, sugerindo um efeito cicatrizante potente do extrato
de P. granatum, nessa dosagem em feridas abertas.

Fracbes aquosas preparadas da casca do fruto e o 6leo de sementes de P.
granatum foram avaliados quanto aos efeitos sobre a funcdo de queratinécitos na
epiderme e de fibroblastos na derme humana. Este estudo revelou que o mesmo 6leo de
sementes que estimulou a proliferacdo de queratindcitos ndo exerceu nenhum efeito na
funcdo dos fibrobastos. Em contraste, o extrato aquoso tem um potente efeito sobre a
derme, estimulando a producéo de fibroblastos e a sintese de colageno, sem, no entanto
estimular a producéo de queratinécitos (ASLAN, 2006).

1.3 PELE

A pele é uma membrana de camada dupla que envolve toda a superficie exterior
do corpo, estendendo-se pelos varios orificios naturais por meio das membranas mucosas
gue revestem estes orificios (HARRIS, 2005). No organismo existem em esséncia dois
tipos diferentes de pele: a pele glaba, lisa e sem pelos com espessa camada ceratinica
(palma das méos e planta dos pés) e a pele pilificada, mais fina, que apresenta sulcos e
pregas caracteristicas (resto do organismo). Estas estruturas e células diferenciadas

trabalham em harmonia, garantindo assim protecdo mecéanica as partes abaixo desse
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tecido e serve de barreira contra traumas externos e invasdo de microrganismos
patdgenos, também exercendo funcdo de percepcao, protecdo contra raios ultravioletas,
perca de agua por evaporacdo, protecdo imunoldgica, elasticidade e sintese de vitamina
D3 ou colecalciferol, excrecao de sais, atuacdo como 0rgao sensorial e sinalizacdo sexual
(HARRIS, 2005).

As diferentes areas do organismo sao recobertas por peles com caracteristicas
diversificadas, observando-se variacées na espessura das camadas, na quantidade e no
tipo de anexos cutaneos na regido. Portanto, podemos dividir fisiologicamente a pele em
epiderme, derme e hipoderme (Figura 2).

A epiderme é a camada que protege a pele contra o ambiente externo, evitando a
entrada de substancias estranhas ao organismo, e ao mesmo tempo, retendo o contetdo
interno, principalmente agua, eletrélitos e nutrientes. Possui uma espessura variavel entre
1,3 mm (palma da méao) até 0,06 mm (face) (HARRIS, 2005).

Figura 2 Representacdo esquematica da pele com suas respectivas camadas e

apéndices.
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Em sua superficie epitelial externa esta presente o estrato cOrneo, que é uma
camada de células mortas, queratinosas e que funciona como uma barreira eficaz contra
microrganismos patogénicos, além de controlar a permeacdo de componentes da pele,
sendo, na verdade, o estrato cérneo considerado a principal barreira a permeacédo dos
farmacos através da pele (CHORILLI et al., 2007; GIL et al., 2009), que por sua vez é
constituida de células eosindfilas anucleadas com grande quantidade de filamentos,
principalmente a queratina.

Apresenta em sua constituicdo as células da camada basal, caracterizada pela
presenca de células tronco e células proliferativas; o estrato espinhoso, composto por
células espinhosas e poligonais; e o estrato granuloso que é rico de granulos de queratina
nas células. A epiderme n&o conta com sistema de irrigagdo sanguinea direta, ja que 0s
nutrientes sdo transportados por ela via difusédo capilar (HARRIS, 2005).

A derme (Figura 3) € a camada da pele que fica logo abaixo da epiderme,
formando a parte estrutural do tegumento do corpo (HARRIS, 2005). Nela encontram-se,
além dos apéndices da epiderme (pelos e glandulas sudoriparas e sebaceas), ha também
vasos sanguineos e linfaticos, nervos, e componentes celulares contendo células
matrizes, fibroblastos, miofibroblastos e macrofagos (KIERSZEMBAUM, 2004;
JUNQUEIRA, 2008).

De acordo com Junqueira e Carneiro, 1999, a principal célula componente da
derme é o fibroblasto.

A hipoderme, ou camada subcutanea da pele, é a porcdo mais profunda da derme.
Consiste em tecido conjuntivo frouxo e células adiposas, os quais formam uma camada
de espessura variavel, dependendo da sua localizagdo no corpo, rica em nervos e vasos
sanguineos (KIERSZEMBAUM, 2004; GARTNER, 2007).

Em cada estrutura, camada ou anexos cutaneos ha propriedades distintas e
especificas que conferem salde a aparéncia cutanea, podendo considerar também que,
do ponto de vista estético, a aceitacdo das caracteristicas da pele pelos demais
componentes de seu grupo social promove saude psicossocial, considerando que um

individuo é dependente da sua aparéncia externa e da aceitacdo do meio que pertence.
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Figura 3 Representacao esquematica da derme (ampliada).
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Fonte: adaptada de Gray et al. (1995).

1.4 FERIDAS

As feridas sdo lesbes caracterizadas pela descontinuidade cutanea causada por
qualquer tipo de agressdo externa que altere as condigbes morfofuncionais da pele,
principalmente as que acometem a camada dérmica (ARAUJO, 2010; BLANES, 2004).
Estas lesbes promovem condi¢cdes adequadas a proliferacdo de microrganismos, pela
presenca de condigbes favoraveis, como o0 exsudato rico em nutrientes e uma
temperatura apropriada (MIYAZAKI et al., 2012).

Apo6s o rompimento tecidual nos animais vertebrados, imediatamente se inicia o
processo de reparo, que compreende uma sequéncia de eventos moleculares objetivando
a restauracdo do tecido lesado. Durante a fase fetal o reparo de lesbes ocorre sem a
formacdo de cicatriz, havendo a perfeita restauracdo do tecido lesionado. Apds o
nascimento, o organismo falha neste processo, formando uma cicatriz ap6s o seu reparo
(MCCALLION, 1996; MARTIN, 2005).
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1.4.1 Tipos de feridas

As feridas sao classificadas em agudas e crbnicas. As agudas sao causadas por
corte ou resseccao cirdrgica, e completam o processo cicatricial dentro do tempo
esperado. Ja4 as crbnicas, sao injurias dos tecidos em que a cicatrizacdo ocorre
lentamente (ARAUJO, 2010).

Quando a ferida envolve a derme parcialmente e ocorre depois de repetidas
agressdes a pele, esta € considerada ferida de espessura parcial. Porém, quando
acomete a derme completamente ou € estendida no tecido celular subcutaneo
necessitando da formagdo de um novo tecido, € classificada como ferida de espessura
total (MANDELBAUM; DI SANTIS; MADELBAUM, 2003).

1.5 CICATRIZACAO

A palavra cicatrizacdo é utilizada para definir um processo em que um tecido
lesado € substituido por um tecido conjuntivo vascularizado. Este processo compreende
uma sequéncia de eventos moleculares e celulares que interagem para que ocorra a
restauracédo do tecido lesado. Desde o extravasamento de plasma, com a coagulacéo e
agregacdao plaquetaria até a reepitalizacdo e remodelagem do tecido lesado o organismo
age tentando restaurar a funcionalidade tecidual. O objetivo final destes fenbmenos
complexos e coordenados serd a formacdo de um tecido de estrutura e funcdes
semelhantes as da pele integra, embora a sua regeneracao seja infrequente. Os custos
dos tratamentos de patologias relacionadas a deficiéncia cicatricial aumentam a
importancia dos estudos em busca de medicamentos e curativos capazes de interagir
com o tecido lesado, tendo como objetivo acelerar o processo de cicatrizacao.

Clark (1993) dividiu o processo de cicatrizacdo de feridas em trés fases que se
superpdem: inflamatdria, proliferativa e de remodelacao (Figura 4). Segundo ele, estas
ndo sdo mutuamente excludentes, mas sobrepostas no tempo.

O reparo completo de tecidos resulta de alternancias sucessivas de reacodes
anabodlicas e catabolicas que tém os leucécitos como um de seus mais importantes
protagonistas. Essas células, além de suas conhecidas atividades imunes, estao
intimamente envolvidas com as reagfes catabdlicas de degradacdo de tecidos pela
producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e também com as

reacdes anabdlicas de formacédo de tecidos pela producdo de fatores de crescimento
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(Riches, 1996), reponsaveis pela recomposicdo da celularidade regional ou

restabelecimento da sua homeostasia pela formacao da cicatriz.

Figura 4 Fases da cicatrizacdo e a deposicdo dos componentes da matriz cicatricial ao

longo do tempo.
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Fonte: Adaptado de Broughton et al. (2006).

1.5.1 Classificacdo quanto ao tipo de cicatrizacéo

O fechamento das feridas ocorre de maneiras distintas, a depender das
caracteristicas e origem da lesédo, classificando-se o tipo de fechamento em primeira,
segunda ou terceira intencdo (MANDELBAUM et al., 2003).

1.5.1.1 Primeira intencao

Neste processo ocorre a unido primaria das bordas da ferida com a possivel
aproximacéo dos bordos da lesé@o por suturas, havendo perda tecidual minima, reducéo
do potencial de infeccdo e do edema intersticial. Nesta etapa o tecido de granulacdo nao
é visualizado (IGNACIO, 2009).
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1.5.1.2 Segunda intengao

Segundo Amorin (2005), a cicatrizagcdo por segunda intencdo ocorre quando as
bordas da ferida ndo estdo apostas, como nas queimaduras ou em ferimentos profundos
gue sao deixados abertos para formacéo de tecido de granulacéo. Neste caso, o tecido de
granulacao preenche a ferida e esta se contrai e reepiteliza. Na cicatrizagdo por segunda
intencdo apds a lesdo, sdo identificadas trés fases consecutivas: a primeira fase
exsudativa ou inflamatdria; a segunda, fase proliferativa ou fibroblastica; e a terceira fase

denominada como maturacdo ou remodelacdo (MARTINS et al., 2006).
1.5.1.3 Terceira intencao

A terceira intencdo ocorre quando ha fatores que retardam a cicatrizacdo da lesao,
inicialmente submetida a fechamento por sutura secundaria. Isto ocorre quando a incisao
€ deixada aberta para drenagem de exsudato e sé entdo é fechada ou simplesmente,
guando a ferida aberta é fechada secundariamente dias apds a lesédo, cicatrizando por
primeira intencéo tardia. Geralmente estas feridas sdo mantidas abertas para a resolucéo
de edema e infeccdo (AMORIN, 2005; DANTAS; JORGE, 2005).

Figura 5 Feridas e tipos de cicatrizacao.
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1.5.2 Classificacao quanto as fases de cicatrizacao

O processo de reparacdo de feridas tem sido convenientemente dividido em trés
fases que se sobrepdem de forma continua e temporal: fase inflamatéria ou exsudativa,
fase proliferativa ou de tecido de granulacdo e fase de maturacdo ou remodelagem
(CLARK, 1996).

1.5.2.1 Fase inflamatdria ou exsudativa

Inicia-se no exato momento da lesédo, pois 0 sangramento traz consigo plaquetas,
hemécias e fibrinas, selando as bordas da ferida. O coagulo formado estabelece uma
barreira impermeabilizante que protege da contaminacdo. Nesse tecido lesado, ha
liberacdo local de histamina e serotonina (mediadores bioquimicos de acdo curta),
leucotaxina, bradicinina e prostaglandinas (mediador bioquimico de a¢&o longa) causando
uma vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo no local, assim como sinais
inflamatorios como calor e rubor. Ocorre 0 aumento da permeabilidade capilar, causando
extravasamento de liquidos para o espaco extracelular, e consequentemente o edema. A
prostaglandina é um dos mediadores mais importantes no processo de cicatrizacdo, pois
além de favorecer a exsudacdo vascular, estimula a mitose celular e a quimiotaxia dos
leucocitos (MENDONCA; NETTO, 2009).

Os sinais cardinais de inflamacdo podem durar geralmente entre 24 a 48 horas,
podendo persistir em alguns casos até duas semanas. A alteracdo no perfil de infiltracao
leucocitaria € determinada pela reducdo nos sinais quimiotaticos com diminuicao
gradativa do influxo de neutrofilos e substituicdo destes leucdcitos por linfécitos e
macrofagos (NUNES et al.,, 2011). Este processo tem importante relevancia, pois as
células plaguetéarias secretam grande quantidade de fatores de crescimento responsaveis
por uma cadeia de eventos proliferativos indispensaveis a formacgédo do tecido cicatricial
(DIEGELMANN; EVANS, 2004).
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Figura 6 Fase inflamatdria do processo de cicatrizagao.
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Fonte: Modificado de Gantwerker e Hom, 2012.

1.5.2.2 Fase proliferativa ou de tecido de granulacéo

A proliferacdo € a fase responséavel pelo fechamento da lesdo propriamente dita.
Compreende a reepitelizacdo, que se inicia apos a lesdo, com a movimentacao de células
epiteliais oriundas, tanto da margem como de apéndices epidérmicos localizados no
centro da lesédo; fibroplasia e angiogénese, que compdem o chamado tecido de
granulacao, responsavel pela ocupacédo do tecido lesionado, ocorrendo cerca de quatro
dias apos a lesdo. Os fibroblastos produzem a nova matriz extracelular necessaria ao
crescimento celular enquanto 0s novos vasos sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes
necessarios ao metabolismo celular local (SINGER, 1999).

A fase proliferativa caracteriza-se pela formacédo de tecidos de granulacdo, que
consiste de uma densa populacdo de macréfagos, fibroblastos, nervos, vasos embebidos
de uma matriz frouxa de colageno, fibronectina e &cido hialurdénico. Nessa etapa ocorre a
neo-angiogénese, producdo de colageno jovem pelos fibroblastos e intensa migracao
celular, principalmente de queratdcitos promovendo a epitelizacdo. E, por fim, a fase de

cicatrizacao propriamente dita que tém formas distintas de fechamento (CUNHA, 2006).
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Figura 7 Divisdo e migracao das células basais através da fase de granulacao da ferida.
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Fonte: Modificado de Gantwerker e Hom (2012).
1.5.2.3 Fase de maturacao ou remodelamento

Nesta fase do processo de cicatrizagdo ocorre uma tentativa de recuperacdo da
estrutura tecidual normal. Esta fase é marcada pela maturacdo dos elementos e
alteracdes na matriz extracelular, ocorre o depdsito de proteoglicanas e colageno.
Posteriormente, acontece a fibroplasia e a formacdo da matriz extracelular, fatores
importantes no processo de formacdo do tecido de granulacdo (IGNACIO, 2009),
incluindo novas cadeias de colageno que sédo depositadas de maneira a promover melhor
entrelacamento arquitetural das fibras, de maneira semelhante aquela observada na
derme normal (NUNES et al., 2011).
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Figura 8 Fase de maturacao do processo cicatricial.
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Fonte: Modificado de Gantwerker e Hom (2012).

1.6 GEL CREMOSO

O gel cremoso € um veiculo que pode ser utilizado para todos os tipos de pele.
Apresentam baixa oclusao e, portanto pode ser utilizado para incorporacdo de diversos
ativos, dentre eles antimicrobianos, antiinflamatérios e outros principios ativos. S&o
constituidos primordialmente por uma base aquosa e por esta razdo, S840 pouco
absorvidos pela pele quando comparados as preparacdes com constituicdo gordurosa
(LOURENCO, 2013).

Quando ocorre a incorporacdo de constituintes lipidicos com baixa emoliéncia a
esta base, forma-se o gel cremoso e torna a aplicagdo mais ampla, atrelando o efeito
sensorial do gel a capacidade de permeacdo melhorada pelos constituintes graxos. Sendo
assim, os extratos incorporados terdo sua acgao terapéutica nas camadas mais profundas
da pele, em que o efeito farmacoldgico seja necessario.

O gel cremoso (ANEXO B) esta descrito no Formulario Nacional da Farmacopeia
Brasileira (2012), e é constituido por:

a) Polyacrylamide-C13-14 Isoparaffin-Laureth-7 (SEPIGEL®) - polimero espessante
liquido e estabilizante aniénico (autoemulsificante), pré-neutralizado e com elevada

estabilidade;
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b) Metil e Propilparabeno — formam a solucdo de conservantes antimicrobianos
empregadas na formulagao;
c) Propilenoglicol — umectante, espessante, solvente;

O Sepigel® é um polimero que, quando ha adicdo de agua ao produto, ocorre &
inversdo da emulsdo, promovendo o inchamento do polimero e formando,
instantaneamente, uma rede polimérica que ir& promover o espessamento do meio e se
estabilizar em poucos segundos. Esse tipo de polimero permite a producdo de emulsdes
a frio com agitacdo moderada, simplificando o processo de producéo (SEPIGEL, 2015).

As emulsBes preparadas com Sepigel® apresentam uma textura delicada, leve e
agradavel de espalhar sob a pele, penetra rapidamente e deixa a pele macia, sem
pegajosidade ou residual oleoso. Apresentam diversas vantagens, tais como:

a) Facilmente removiveis;

b) Propriedades emolientes leves;

c) Incorporagéo de ativos/extratos com manutencdo da viscosidade dentro de uma
ampla faixa de concentracao;

d) Hidrossolubilidade;

e) Aspecto agradavel;

f) Secagem rapida;

g) Facil aplicacdo e remocao;

h) Capacidade de receber ativos hidro ou lipofilicos;

i) Pouco oclusivos;

j) Modo de preparo simples;

k) Refrescancia;

[) Baixo material residual;

m) Baixo custo;

Finalmente, com relacdo ao seu perfil reoldégico os produtos formulados com
Sepigel® apresentam caracteristicas que facilitam sua utilizagéo:
a) Nao-tixotropico, recupera sua viscosidade instantaneamente quando se interrompe
0 processo de agitacao;
b) Tem bom perfil de escoamento, sendo facil de ser envasado e retirado das suas

embalagens;
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c) Tem boa resisténcia as variacbes de temperatura e a agitacdo, o que permite
flexibilidade de adaptacdo do processo e garante a estabilidade da formulagdo
durante o armazenamento e transporte;

d) N&o ocorrem mudancas de pH com produtos formulados e mantem a viscosidade
na faixa de pH variando de 2 a 12.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito cicatrizante in vivo do extrato hidroetanodlico e gel cremoso a base

de cascas do fruto de P. granatum sobre o processo cicatricial por segunda intencao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Preparar o extrato hidroetanélico (EHE) das cascas do fruto de P. granatum e
elucidar seus compostos quimicos através da Cromatografia liquida de
Ultraperformance acoplado a Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo (LC-
MS);

» Determinar a concentracdo inibitéria minima (MIC) e concentracdo bactericida
minima (MBC) do EHE de P. granatum sobre Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa;

> Realizar ensaios de pré.estabilidade, estabilidade acelerada e controle de
gualidade microbiolégico das formulacées na forma de gel cremoso contendo o
extrato vegetal estudado;

» Avaliar a toxicidade cutanea aguda, in vivo, do gel cremoso de P. granatum a 10%;

> Verificar o efeito do EHE e do gel cremoso preparados a partir das cascas do fruto
de P. granatum L., nas concentracdes de 0,5% e 1,0%, sobre o processo de

cicatrizacdo dérmica em modelo experimental in vivo.
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3 MATERIAL E METODO(S)

3.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo, de natureza experimental, desenvolveu e avaliou quanti e qualitativa o
potencial cicatrizante in vivo do EHE de P. granatum. O mesmo foi realizado nos
Laboratério de Pesquisa em Farmacos, do departamento de Ciéncias Biologicas e da
Saulde e Laboratérios de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica, Bromatologia e
Controle de qualidade e Toxicologia do Curso de Farmécia da Universidade Federal do
Amapa (UNIFAP).

3.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido & avaliagio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), com registro n°® 0015/2015 — ANEXO C, e
realizado de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), em concordancia com a Lei
Federal n° 11.794, de 08 de outubro de 2008, que estabelece procedimentos para uso

cientifico de animais.
3.3 AMOSTRA
3.3.1 Animais

Para os ensaios in vivo do teste de toxicidade e cicatriza¢do cutanea utilizou-se 66
camundongos da linhagem Albino (Swiss), adultos, de ambos sexos e com peso entre 40
e 45 g, provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas. Os animais foram mantidos
em condi¢des ambientais controladas (22 °C = 0,5 °C; Umidade Relativa de 40-60%)
sendo fornecida racdo sélida tipo pellets (LABINA) e agua ad libitum, sendo distribuidos
nos diferentes grupos experimentais, ao acaso e com ciclos de claro/escuro alternados de
12 horas, em ambiente controlado no Laboratério de Toxicologia do Curso de Farmécia
da UNIFAP.
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Os animais foram distribuidos e mantidos em caixas de polipropileno, contendo no
maximo dois camundongos por ambiente, com tampa de grade metdlica, onde se
dispunha a mamadeira de 4gua e a racdo. Para evitar contaminacdo das feridas nos
testes de cicatrizacéo e toxicidade, ndo se utilizou maravalha no experimento, sendo esta
substituida por papel toalha auto-clavado; havendo ainda o cuidado de limpar os
recipientes onde ficaram alojados diariamente com sabao, dgua corrente e &lcool 70 °C.
Os animais foram cuidadosa e diariamente analisados e as observagdes tomadas em

uma planilha para verificar o estado geral e intercorréncias.

3.4 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

A coleta dos frutos de P. granatum, foi realizada no Municipio de Almeirim, no
estado do Para, (latitude: 1°31'43.8” S e longitude: 52°34’22.1” W) marcada por um
medidor de posicdo global (GPS modelo Garmin nuvi 40). Foram coletados, além dos
frutos utilizados para a preparagéo do extrato, ramos com folhas, um ramo florido e uma
amostra do fruto para a identificacdo botanica. A identificacdo do material vegetal esta
depositada no Herbario Amapaense (HAMAB) do Instituto de Estudos e Pesquisas do
Estado do Amapéa (IEPA) sob o namero de registro 18777, para fins de comprovacao

cientifica da planta (Figura 9).
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Figura 9 Fotografia do Registro Cientifico (Excicata) n°® 18777 da amostra de Punica
granatum Linn estudada (Campos, M.B. 001. 09/09/2014).
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3.5 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO HIDROETANOLICO

Apés a coleta, os frutos foram lavados com agua corrente e sabao. Despolpou-se
as cascas fragmentando-as em pedacos pequenos (1x1 cm), levado-as para secagem em
estufa de ar circulante a temperatura de 40 °C por 72 horas. Posteriormente o material
seco foi triturado em moinho de facas (Moinho Universal, modelo 060M007), onde obteve-
se uma massa de 58g do p6 das cascas e submeteu-se a maceragao por 7 dias com
etanol a 70% (20% P/V) em temperatura ambiente (25 °C), realizando-se 2 trocas do
solvente extrator, seguido de filtracdo. Em seguida a amostra foi submetida a um
processo de evaporacdo deste solvente até a obtencéo de solugéo hidroetandlico a 70%.
O extrato foi acondicionado em um frasco ambar e preservado a 4 °C até o inicio das
andlises.
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Foi considerada a perda de umidade através do processo de dessecacao atraves
da seguinte equacao (1):
(Eq.1)

) Mi—-Mf
% de agua no fruto = Mix 100

Onde: Mi (Massa inicial da droga em g); Mf (Massa final da droga ap0s o processo

de dessecacédo em Q).

De acordo com a FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010, determinou-se o teor de
sélidos totais no extrato através de dessecacdo até peso constante, realizado em
triplicata, sendo transferido 1mL do extrato para um bécker e em seguida levado a estufa,
a temperatura de 105 °C, obedecendo as seguintes equacdes (2 e 3):

(Eq.2)
(massa (em g) de 1ml do extrato -

Massa de agua no extrato =
g 9) massa (em g) do extrato evaporado em peso constante)

(Eq.3)
(massa (em g) de 1mL do extrato -

Teor de sélidos totais = -
massa (em g) de dgua no extrato
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Figura 10 Arvore de P. granatum (a), flor da amostra (b), registro cientifico — Exsicata n°
18777 (c), selecdo dos frutos in natura de P. granatum (romd) (d), despolpamento /
cascas do fruto (e), cascas fragmentadas do fruto (f), maceracdo em EHE. 70% (g e h),
extrato aquoso 1% (i), Controle de qualidade (j), GPg 0,5% (k), GPg 1,0% (]).

Fonte: Figuras c,d,f,g,h,i,j,k, | - autor e figuras a, b, e — serralves.ubiprism.pt. (2017).

3.6 ELUCIDACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS PRESENTES NO EHE DE P.

granatum L

A andlise do extrato EHE das cascas de P. granatum por LC-MS foi realizada no
Laboratério de Cromatogradia Liquida (LABCROL) vinculado ao Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Para, sob a orientagdo da Dra. Consuelo Yumiko
Yoshioka e Silva.

A amostra (10 mg) do EHE de P. granatum foi solubilizada em metanol. Apos

dissolucdo completa filtou-se em filtro de seringa hidrofébico em politetrafluoretileno
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(PTFE), com poros de 0,2 um para remocao de particulas finas e diluidas a 2 mL em uma
mistura de dgua:metanol 70:30 v/v.

A andlise de LC-MS foi realizada em um espectrébmetro de massas Xevo G2-S
QTof (Waters Corp., Milford, MA, USA) equipado com uma fonte de eletrospray na qual foi
introduzido um composto de referéncia (leucina-encefalina) simultaneamente ao analito a
fim de obter medidas de massa com elevada exatidao.

Os compostos foram separados em uma coluna Acquity UPLC® BEH C18 (Waters)
de 50 mm de comprimento, 2,1 mm de diametro interno e particulas de 1,7 um. Como
fase movel foi utilizado agua (A) e acetonitrila (B), ambos acidificados a 0,1% em acido
formico. A temperatura da coluna foi mantida constante a 40 °C.

A eluicdo em gradiente foi realizada em um fluxo de 0,3 mL/minuto, indo de 5% a
95% de B em 10 minutos, permanecendo em 95% de B pelos proximos 2 minutos,
seguidos por mais dois minutos em 5% de B para manutencdo do equilibrio antes da
proxima analise. O volume de amostra injetado foi de 5 pL. A andlise foi realizada em
modo positivo em ampla faixa de massas: de m/z 50 a 1200 com um tempo de
escaneamento de 0,3 segundo. A temperatura da fonte foi estabelecida em 150 °C, o
fluxo de gas no cone foi de 30 L/h, enquanto que do gas de dessolvatacdo foi
estabelecido em 450 L/h a temperatura de 450 °C. A voltagem do capilar foi fixada em 2,0
kV, enquanto a voltagem do cone em 40 V.

A aquisicdo dos dados por LC-MS da amostra cedida, bem como suas analises

foram realizadas utilizando-se a interface do software Masslynx verséo 4.1.
3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
3.7.1 Microorganismos

As cepas requeridas para este estudo foram obtidas da Colecdo de Culturas de
Micro-organismos do Laboratério de Saude Publica do Amapa (LACEN) e Laborat6rio de
Po6s-graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Ceara (UFC), sendo elas:
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (American Type Culture Colletion -
ATCC) — (ATCC 6538P e ATCC 9027, respectivamente), mantidas e cultivadas conforme
as especificagcdes do laboratorio fornecedor.

Apos o isolamento em agar BHI (Brain-Heart infusion), foram retiradas trés a quatro
colénias da cepa, sendo as mesmas diluidas em caldo BHI. Para tanto, utilizou-se como

referéncia a escala Mac-Farland, comparando-se a turbidez observada com o tubo 0,5 da
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referida escala, o qual contém aproximadamente 10® unidades formadoras de coldnia
(UFC) (ANDRADE et al, 2011). Posteriormente, as cepas foram mantidas em geladeira
por no maximo 24 horas antes de cada cultivo.

Quadro 1 - Microrganismos testados nos ensaios de atividade antimicrobiana.

Microrganismo Caracteristica

Staphylococcus aureus Bactérias Gram positiva, agente

(ATCC 6538P) responsavel por varias infeccoes.

Pseudomonas aeruginosa Bactéria Gram-negativa, agente de

(ATCC 9027) infeccbes nosocomiais e resistente a
uma grande variedade de
antimicrobianos.

Fonte: Orlanda (2011).

Para o teste de micro diluicho em placas (96 pocos) adicionou-se 0,1 mL da
amostra contendo 10° UFC/mL, a 0,9 mL de solucéo fisiolégica, diluindo-se o in6cuo, a
aproximadamente 10°> UFC/mL, conforme Clinical Laboratory Standardization Instituto
(CLSI) 2006.

3.7.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracao
Bactericida Minima (MBC) do EHE de P. granatum pelo método da microdiluicdo em

placas.

A atividade antibacteriana foi determinada através da Concentragdo Inibitéria
Minima (MIC), que corresponde a concentracdo bacteriostatica capaz de inibir o
crescimento dos microrganismos nos pocos (NCCLS, 2006). Também foi verificada a
Concentracdo Bactericida Minima (MBC), correspondente a concentracdo capaz de
causar a morte de 99,9% dos microrganismos presentes nos pocos (BRUSTEIN et al.,
2012), sendo referéncia para definir a susceptibilidade de um microrganismo a
determinada substancia (LEVISON; LEVISON, 2013).

Para a realizacao do ensaio foi utilizada microplaca de poliestireno, estéril, com 96
pocos, sendo inseridos 90 pL de caldo nutriente em cada po¢o. Em seguida, foram
preparadas diluicbes geomeétricas na placa, adicionando-se 100 pL da suspensao do
extrato de P. granatum a partir da concentragao inicial de 37,8 mg/mL. Posteriormente, 10
ML do indculo, previamente padronizado, foram inseridos em cada poco, totalizando um

volume final de 200 pL em cada poco. O caldo nutriente contendo o inoculo e a solugéo
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de digluconato de clorhexidina 0,12% foram empregados como controle negativo e
positivo, respectivamente, e todos os testes foram realizados em triplicata.

Em seguida, a microplaca foi devidamente tampada e mantida em estufa por 24
horas a 37°C. ApOs a incubacao, o crescimento do microrganismo foi determinado pela
leitura visual direta de turvacdo nos pocgos, sendo determinada assim a MIC. Na
determinacdo do MBC, foram plagueados em agar BHI 10 uL do conteddo do poco
correspondente ao MIC e os dois anteriores a este, sendo este estabelecido como a
amostra correspondente a menor concentracdo na qual ndo se observou qualquer
crescimento no plagqueamento. As microplacas foram incubadas a 37°C por 48h e
posteriormente fez-se a leitura. Nos controles foram observadas a presenca de halo de
inibicdo no controle positivo e auséncia de halo de inibicdo no controle negativo para que
0 ensaio fosse considerado valido, sendo que foi considerado positivo quando observado

halo de inibicdo em torno das fracfes dos extratos e negativo na auséncia de halo.

Tabela 1 - Solugdes testes e seus respectivos volumes (pL) utilizados no teste de
microdiluicdo em caldo.

Solucbes testes SolugGes SF (ML) CHX (ML) CN (uL) Inéculo (uL)

diluidas (uL)
EHEPG 100 - - 90 10
CPCHX - - 100 90 10
CNCN - 100 - 90 10

Legenda: EHEPG: extrato hidroetandlico de P. granatum; CPCHX: controle positivo clorexidina; CNCN:
controle negativo caldo nutriente.

3.8 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES ESTUDADAS

O gel base utilizado para incorporacdo dos extratos foi o gel cremoso (FNFB,

2012).

A composicao das solugdes extrativas utilizadas partiu da seguinte férmula base:
Solugao conservante de parabenos...........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 0,2¢g
Extratos vegetais lofilizados............cocoeviiiiiiiiiiiii e 0,5goulg
Agua destilada............. ISP vt eve et et e e ettt et et e ettt e et e e 50 mL
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Com excecao da Fibrinase®, as demais formulagdes aplicadas no experimento
foram desenvolvidas no Laboratério de Toxicologia do Curso de Farmacia da UNIFAP.
Segundo a bula do produto Fibrinase® (LOTE:15086150), cada grama contém:
v' O equivalente a 666 U de desoxirribonuclease, 1 U (Loomis) de fibrinolisina e 10
mg de cloranfenicol;
v Excipiente: Petrolato base;

Para as demais composic¢des a descricdo esta detalhada nas tabelas 2,3 e 4.

Tabela 2 - Constituintes em gramas (g) das formulacfes utilizadas nos ensaios in vivo nos

animais experimentais.

Composicéo CNGC SPg05% SPg1,0% GPgO0,5% GPg1,0%
Sepigel 1,29 - - 1249 129
Solucéo Parabenos 0,12 g 0,12 g 0,12 g 0,12 g 0,12 g
Extrato liofilizado - 0,15 mL 0,3 mL 0,15 mL 0,3 mL

Agua destilada 28,68 mL 29,61mL 29558mL 2853mL 28,38 mL

Legenda: Controle negativo Gel Cremoso (CNGC), Gel cremoso contendo extrato hidroetandlico das
cascas de P. granatum (GPg 0,5% e 1,0%), Extrato hidroetanélico das cascas de P. granatum (SPg 0,5% e
SPg 1,0%).

Tabelas 3 - Constituintes em gramas (g) das formulacfes utilizadas no estudo de pré-
estabilidade (teste realizado em triplicata).

Composicao CNGC GPg 0,5% GPg 1,0%
Sepigel 3,69 3,69 3,690
Sol. Parabenos 0,369 0,369 0,369
Ext. liofilizado - 0,45mL 0,9mL

Agua destilada  86,04mL 85,59mL 85,14mL

Legenda: Controle negativo Gel Cremoso (CNGC), Gel cremoso contendo extrato hidroetanélico das
cascas de P. granatum (GPg 0,5% e 1,0%).

Tabela 4 - Constituintes em gramas (g) das formulacdes utilizadas no estudo de
estabilidade acelerada.

Composicéao GPg 0,5% GPg 1,0%
Sepigel 249 24g
Solugéo Parabenos 2,49 2,49
Extrato liofilizado 3mL 6mL

Agua destilada 570,60mL 567,60mL

Legenda: Gel cremoso contendo extrato hidroetandlico das cascas de P. granatum (GPg 0,5% e 1,0%).
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3.9 ESTUDO DA PRE-ESTABILIDADE DAS FORMULACOES SEMI-SOLIDAS

O desenvolvimento de um novo medicamento requer estudos de pré-formulacéo.
Esta fase de desenvolvimento € caracterizada pela avaliacdo das propriedades fisico-
quimicas do farmaco isolado ou associado a diversos adjuvantes (ARAUJO, 2003).

As amostras do CNGC, GPg 0,5% e GPg 1,0% foram submetidas a realizacdo do
estudo de estabilidade preliminar descritos no Guia de Estabilidade de Produtos
Cosmeéticos (ANVISA, 2004), realizado em triplicata para cada amostra (10g).

Primeiramente foram levadas a condicfes extremas de temperatura em banho-
maria (BENFER), sofrendo aumento de temperatura (40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C)
a cada 30 minutos, com objetivo de acelerar possiveis rea¢gdes entre seus componentes,
além da observacdo do surgimento de sinais que devem ser analisados conforme as
caracteristicas iniciais de cada formulacéo.

Posteriormente, submeteu-se as amostras ao teste de centrifugacdo com
velocidade de rotagdo de 1.000 rpm, 2.500 rpm e 3.500 rpm (FANEM) por 15 minutos
cada. E por fim, cada amostra foi submetida ao ciclo gelo-degelo, por um periodo de 12
dias, que corresponde a 6 ciclos, onde ocorreu 0 armazenamento destas em condicdes
distintas de temperaturas, alternadas em um intervalo de tempo de 24 horas.

Os valores adotados de temperaturas foram 5 °C £ 2 °C e 40 °C = 2 °C em cada
ciclo, sendo feita analise dos caracteres organolépticos e fisico-quimicos de cada amostra

no primeiro e ultimo dia.

3.10 ESTUDO DA ESTABILIDADE ACELERADA DAS FORMULACOES SEMI-SOLIDAS

As amostras do CNGC, GPg 0,5% e GPg 1,0% foram submetidas a estudos de
estabilidade acelerada de acordo com os procedimentos descritos no Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004).

Os testes foram realizados em triplicata e as amostras armazenadas em condicdes
gue acelerem mudancas possiveis de ocorrer durante o prazo de validade e mostre
indicios quanto sua estabilidade.

O teste de centrifugacéo foi executado nas amostras segundo Anchisi et al. (2001),
em uma rotacdo de 3.000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente para analise de
estabilidade das formulagdes, descartando qualquer sinal de instabilidade das mesmas.

Posteriormente, efetuou-se o teste de estabilidade acelerada, no qual as amostras

foram acondicionadas em potes de polipropileno (PP) de boca larga e fundo duplo e
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armazenadas em temperatura ambiente (25 °C + 2 °C); geladeira (5 °C + 2 °C) e estufa
(40 °C £ 2 °C), onde avaliou-se o0s seguintes aspectos: cor, odor, pH, viscosidade,
espalhabilidade e densidade em tempo zero, 24 horas, 30°, 60° e 90° dias. Todas as
informacgdes foram inseridas individualmente em tabelas.

Apoés o fim do teste verificou-se a qualidade microbiolégica das amostras. Para
cada condicdo testada, foi utilizada uma amostra de cada formulagdo, contendo

aproximadamente 50 gramas.

Figura 11 Gel cremoso contendo extrato hidroetandlico das cascas de P. granatum (GPg
0,5%) (1), Gel cremoso contendo extrato hidroetandlico das cascas P. granatum (GPg
1,0%) (2).

Fonte: Autora.

3.11 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DAS FORMULACOES SEMI-
SOLIDAS

3.11.1 Contagem de microrganismos viaveis totais e pesquisa de patégenos nas

formulagdes contendo P. granatum a 0,5% e 1,0%

A qualidade microbiol6gica foi avaliada por meio da contagem em placa de
microrganismos viaveis totais (bactérias, fungos e leveduras) e pesquisa de patdgenos
especificos (Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus), conforme preconizado
na Farmacopeia Brasileira, 5° edicdo (2010).

Para quantificacdo dos microrganismos, retirou-se uma aliquota de 10 mL de

cada amostra estudada adicionando-as em recipientes contento 90 mL de Caldo caseina-
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peptonada, e fez-se a homogeneizacdo. As analises foram realizadas pela técnica de
semeadura em profundidade (Pour Plate) recomendada pela Farmacopéia Brasileia 5°
edicdo (2010) nas seguintes diluicdes 1:10, 1:100 e 1:1000, empregando-se 0 mesmo
diluente, no meio |: Agar Triptona de Soja (TSA) e meio II: Agar Sabouraud-dextrose para
contagem de bactérias e fungos, respectivamente.

Os meios de cultura utilizados para contagem de bactérias e fungos foram
preparados conforme especificacdo do fabricante e autoclavados a 121 °C por 15
minutos. As analises foram realizadas em capela de fluxo laminar e cada amostra foi
acompanhada de uma placa controle negativo de cada meios de cultura utilizados.

Retirou-se uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo e transferidas, para placas de
Petri vazias, estéreis, e identificadas com o meio utilizado e as suas diluigbes,
posteriormente foram adicionados aproximadamente 20 mL de Agar Triptona de Soja ou
Agar Sabouraud Dextrose.

As aliquotas e o meio utilizado foram homogeneizados nas placas através de
movimentos rotatorios ou 8 a 10 vezes no sentido horério e 8 a 10 vezes no sentido anti-
horéario. Apds solidificar, as placas foram invertidas e incubadas a 30-35 °C por 2-5 dias

para pesquisa de bactérias e a 20-25 °C por 5-7 dias para pesquisa de fungos.

3.11.2 Pesquisa e ldentificacdo de microrganismos patogénicos nas formulagcdes
(Salmonela sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas e Staphylocooccus

auerus)

O método de pesquisa e identificacdo de microrganismos patogénicos foi
realizado conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 5°ed., (2010). Em primeiro lugar foi
realizado o enriquecimento ndo seletivo nas amostras que obtiveram crescimento no meio
Agar Triptona de Soja — TSA. Todos os procedimentos foram feitos em duplicata.

A quantidade de 1 g de cada amostra das formulacdes de gel cremoso contendo
P. granatum foi transferida, de forma asséptica, para tubo contendo 9 mL de caldo
Lactose, para a pesquisa de Escherichia coli e de Salmonella sp., com incubagdo em
estufa bacterioldgica, por 48 horas a 32,5 £ 2,5 °C.

O mesmo procedimento acima foi utilizado empregando-se como meio de
enriquecimento ndo seletivo o caldo Triptona de soja, para a pesquisa de Staphylococcus

aureus e Pseudomonas aeruginosa.
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3.11.2.1 Identificagao de Staphylococcus aureus

Apés incubacgdo de 48 horas das amostras no meio caldo Triptona de soja, as
mesmas foram homogenizadas e aliquotas foram transferidas, com auxilio de alca
bacteriolégica (10p), para placa de Petri contendo 20 mL de meio de cultura seletivo Agar
sal Manitol (vermelho de fenol) para identificacdo de Staphylococcus aureus,
empregando-se a técnica por esgotamento em superficie. A incubacao foi por intervalo de
tempo entre 24 — 48 horas a 32,5 + 2,5 °C.

A interpretacdo do resultado — O crescimento de colénias amarelas, lista de
consisténcias untuosas e circundadas por zona diferentes, de cor amarelada forte indica

presenca provavel de Staphylococcus aureus.

3.11.2.2 Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa

Para identificacdo de Pseudomonas aeruginosa, foi transferida uma alcada do
meio enriquecido em Caldo Tiptona de soja, para placa de Petri contendo 20 mL de Agar
Cetrimide, empregando-se técnica de semeadura por esgotamento. A incubacdo ocorreu
no intervalo de tempo entre 24 — 48 horas a 32,5 + 2,5 °C.

A interpretacdo do resultado - O crescimento de colbnias indica presenca provavel
de Pseudomonas aeruginosa por apresentar colénias muito variadas de verde a verde

azulada.

3.11.2.3 Identificacdo de Escherichia coli

O material enriquecido em Caldo Lactose foi transferido com auxilio da alca
bacteriologica para placa de Petri contendo Agar MacConkey, para identificacdo de E.
coli. Apos incubacao por 24 - 48 horas 32,5 + 2,5 C°.

A Interpretacdo do resultado — A placa de petri contendo agar MacConkey, em
presenca de Escherichia coli, apés incubacéo, observa-se o crescimento de colénias de
coloracdo vermelho tijolo circundadas por halo de precipitacdo e geralmente nao

mucosas.

3.11.2.4 Identificagdo de Salmonella sp.

A partir do material enriquecido em Caldo Lactose, foi transferido com auxilio da
alca bacteriolégica para placa de Petri contendo o meio Agar verde Brilhante, e foi
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empregado a técnica de semeadura por esgotamento para identificacdo de Salmonella sp.
As placas foram incubadas por 24-48 a 32,5 £ 2,5 C°.

A Interpretacdo dos resultados — A placa de Petri contendo agar verde brilhante,
em presenca de Salmonela sp., apds incubacédo, observa-se o crescimento de colénias

pequenas, esbranquicadas, ou rosa frequentemente circundada por zona verde brilhante.

3.12 TESTE DE TOXICIDADE CUTANEA AGUDA E AVALIACAO COMPORTAMENTAL
DOS MODELOS EXPERIMENTAIS

O ensaio foi realizado em 6 camundongos, seguindo metodologia preconizada pela
Organization for Economic Cooperation and Development — OECD (OECD n° 402, 1987 e
OECD n° 404, 2002), sendo 3 fémeas e 3 machos, para o teste limite na dose de 2000
mg/kg de peso corporal, onde foi aplicada uma camada uniforme de gel creme a 10% de
P. granatum, sobre uma area de aproximadamente 10% da superficie total do corpo e
mantida por 24 horas, protegida por gazes porosas e uma fita ndo irritante pelo periodo de
exposicao. Esta protecdo se fez necessario para manter o produto em contato com a pele
do animal e garantir que eles ndo pudessem ingerir o gel creme, que apos o periodo de
exposicao, foi removido com auxilio de gazes embebido com digluconato de clorexidina
2%.

ObservacBes comportamentais sistematicas foram realizadas a fim de avaliar o
screening hipocratico objetivando a andlise geral da toxicidade da P. granatum sobre o
estado consciente e disposicdo geral, atividade e coordenacao do sistema motor, reflexos
e atividades sobre o sistema nervoso central e sobre o sistema nervoso autbnomo
(MALONE; ROBICHAUD, 1983). Os parametros (ingestdo de alimentos, prostracao,
motilidade, letargia, sono, coma, esquivar-se a estimulos, guardar parte do corpo, auto-
mutilacdo, lamber patas, cocar focinho, morder cauda, tremor da cauda, respiracao,
frequéncia cardiaca, mudanca nos olhos, eritema, edema, alteracdo das mucosas,
sangramento, diarreia, salivacdo, alteracdo na aparéncia, vocalizacdo, cianose, palidez,
hiperemia, alteracdo no volume urinario e morte) foram avaliados, individualmente, nos
tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas e 6 horas e a partir de entédo
diariamente, sempre no mesmo horario, até o décimo quarto dia.

O controle diario de consumo de 4gua (mL) e de racdo em forma de pellets (g) se
deu para analisar se houve a reducéo de ingesta destes, desde 24° hora ate o 14° dia
apos a administracdo da dose. A racao foi colocada diariamente, e no dia posterior foi

contabilizado o peso consumido dela, bem como consumo de &agua, em que foram
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colocadas mamadeiras com volume graduado em 250 mL, e no dia seguinte registrado o
volume ingerido. Os animais foram pesados nos dias 0, 7, 14 para verificacdo de
possiveis efeitos tardios de toxicidade e para analisar o ganho ou perda de peso corporal.
Avaliou-se o estado de disposicdo geral e consciéncia, tdnus muscular, reflexo,
coordenacao motora e a atividade do sistema nervoso autbnomo. Estes parametros foram
anotados e tabulados como ausente, raro, pouco, moderado e intenso (ARAUJO et al.,
1994).

3.13 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DAS FORMULACOES
FARMACEUTICAS FITOTERAPICAS DESENVOLVIDAS UTILIZANDO UM MODELO
EXPERIMENTAL COM CAMUNDONGOS

3.13.1 Anestesia

Foram utilizados um total de 60 camundongos da linhagem Albino (Swiss) de
ambos os sexos (40 g = 5 @), subdivididos em 6 grupos de 10 animais separados em
gaiolas com 2 animais em cada e utilizando cama de papel toalha autoclavado, trocadas
diariamente e prévia identificacdo de acordo com os tratamentos que foram aplicados.
Efetivaram-se os calculos para o processo de anestesia geral. Posteriormente preparou-
se uma solucdo contendo Ketamina (50 mg/mL) e Xilazina (20 mg/mL), e realizou-se
célculos para as doses individuais dos animais, obedecendo a proporcdo de 0,2 mL da
referida mistura para cada 100 g de peso animal. A administracdo da anestesia foi
realizada por via intraperioteneal.

Apds um periodo de laténcia, em torno de sete minutos, foi avaliada a prostracéo
completa de cada animal, confirmada pela diurese espontdnea comumente apresentada,

respiracao superficial e acelerada, e abolicéo total de reflexos palpebrais.

3.13.2 Tricotomia e producéo da ferida cutanea

Os animais ja anestesiados foram mantidos em decubito ventral, e em seguida,
realizado a tricotomia manual do dorso com a ajuda de um aparelho elétrico de depilacéo
em uma area retangular de aproximadamente 3x5 cm. Para a antissepsia da regido da
tricotomia utilizou-se o digluconato de clorexidina a 2%, posteriormente, em um campo
cirdrgico realizou-se duas excisdes cutaneas circulares por “punch” metalico (Kolplast ci

Ltda) de 6 mm de diametro. Com animal em decubito lateral removeu-se o segmento
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circular de pele, expondo as fascias musculares. As feridas cutaneas foram produzidas
através de excisdo cirargica do fragmento de pele, por meio de uma tesoura de
Metzenbaum e com o auxilio de uma pinca cirdrgica, padronizou-se desta forma a ferida,
e tomando-se o cuidado devido para que todas as camadas fossem removidas, restando
apenas a musculatura subjacente, garantindo a uniformidade entre grupos estudados. A
ferida obtida foi mantida sem suturas (aberta) e sem curativos e mensuradas diariamente
até o 7° ou 14° dia de tratamento, com o auxilio de um paquimetro digital (JOMARCA).
Exceto as drogas em estudo, nenhuma terapia local ou sistémica foi fornecida aos

animais.

3.13.3 Delineamento do estudo da atividade cicatrizante

O extrato hidroetandlico das cascas de P. granatum e a formulacao do gel cremoso
contendo o referido extrato, em duas concentracdes diferentes (0,5 ou 1,0 %), a pomada
cicatrizante padrao (Fibrinase® - controle positivo) e 0 gel cremoso sem extrato de P.
granatum (controle negativo) foram aplicados topicamente nos animais, de 12 em 12
horas (Tabela 5), durante 7 ou 14 dias, de acordo com o protocolo experimental (ANEXO

D). O tratamento foi iniciado imediatamente ap6s o ato operatdrio.

Tabela 5 — Grupos experimentais e seus respecitvos tratamentos nos ensaios de

atividade cicatrizante.

Grupo Tratamento
FIB 1g
CNGC 1lg
SPg 0,5% 6 mg/kg
SPg 1,0% 12 mg/kg
GPg 0,5% 6 mg/kg
GPg 1,0% 12 mg/kg

Legenda: FIB — Controle positivo (Fibrinase®); CNGC — Controle negativo (Gel cremoso base); SPg 0,5% —
Solugéo aquosa de P. granatum 0,5% (V=15 UL); SPg 1,0% — Solugdo aquosa de P. granatum 1% (V=15
ML); GPg 0,5% — Gel cremoso de P. granatum 0,5%; GPg 1,0% — Gel cremoso de P. granatum 1%. O
tratamento foi realizado com aplicagcéo topica de 12 em 12 h, durante 7 ou 14 dias. N=5.
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Figura 12 Formulagdes utilizadas nos experimentos de cicatrizacdo cutanea — GPg 0,5%
(1), GPg 1,0% (2), SPg 0,5% (3) e SPg 1,0% (4).

Fonte: Autora.

3.14 CICLO DE EUTANASIA

ApOGs 7 e 14 dias a partir da producdo da ferida cuténea, cinco animais de cada
grupo foram eutanasiados em camara de dioxido de carbono do Laboratério de Farmacos
da Universidade Federal do Amapa, onde receberam um fluxo de ar contendo 100% de
CO,, durante 10 minutos. Posteriormente, as carcacas dos animais foram descartadas
com os residuos biologicos da UNIFAP através da empresa de coleta especializada
(TRATALIX) para posterior incineragao.

3.15 PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS DOS ESPECIMES

Os fragmentos de pele, dos animais de experimentacao foram obtidos por bidpsia e
processados de acordo com o método histol6gico convencional descrito por Luna (1968).

As amostras foram desidratadas por imersdo em séries crescentes de etanol de 50,
70, 90 e 100%, diafanizadas em xilol e depois incluidas em blocos de parafina, que foram
cortados em um micrétomo rotativo utilizando navalhas descartaveis a uma espessura de
5um. Em seguida os cortes em laminas foram corados pela técnica de hematoxilina-
eosina e na montagem das laminas com laminulas empregou-se a resina acrilica
Entellan®. Procedeu-se a leitura histolégica das laminas em microscépio 6ptico, nas
objetivas de 10x e 40x.
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O preparo e analises histopatolégicas foram realizados conforme protocolo do
Laboratério de Patologia Animal (LABOPAT), da Universidade Federal Rural da Amazénia
(UFRA) — Belém-PA.

A analise microscopica foi realizada avaliando a reepitelizacao e determinando os
seguintes parametros: formacdo de colageno, formacdo de vasos sanguineos,
fibroblastos e epitelizacdo. Cura completa foi avaliada determinando o grau de formacéo
de cicatrizes, organizacdo de colageno e inervacdo nos dias 7 e 14 dias apods a incisédo
cirugica (PEREIRA et al., 2012).

3.16 AVALIACAO DAS FERIDAS

3.16.1 Avaliacdo macroscopica das feridas

As feridas cutaneas foram analisadas, macroscopicamente, quanto as
caracteristicas da lesdo (infeccdo, hiperemia em torno da ferida, crostas, necrose em
torno da ferida, fundo sangrante), que foram classificadas de acordo com as seguintes
pontuacdes: 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderada) e 3 (intensa).

Diariamente, realizou-se a medicdo das feridas nos animais, utilizando-se um
paquimetro digital. Com esses valores, calculou-se a area da ferida, conforme a equacéao
formulada por Prata et al. (1988).

Também foi realizado um registro fotografico utilizando-se uma camera digital da
Marca SONY Lens, acoplada a um tripé fixado perpendicularmente ao plano horizontal e
mantida a uma altura fixa de 20 cm desse plano, com zoom de 1,3 de aproximagéo para
comparacao dos resultados de forma mais precisa. Estas imagens foram realizadas

imediatamente apds o0 processo cirdrgico e diariamente até o 7° ou 14° dia de tratamento.

A= m.Rr
Onde,

A - area (cm?);
R - raio maior
r — raio menor
nm—-3,14

Metodos 54



3.16.2 Determinacao do indice de retracao (IR) clinica das feridas

A avaliagdo da cicatrizagcdo foi realizada em todos os animais mediante a
mensuracao da area de retracdo do ferimento medindo-se o diametro horizontal e vertical
e tomando a posicao dorsal como referéncia, tendo assim a medida do maior e menor
didmetro para calculo da area total da ferida inicial (imediatamente ap0s a cirurgia - to) e
nos periodos de 7 (t7) e 14 (t14) dias do processo de cicatrizagdo. O valor obtido da area
serviu de base para porcentagem de contracdo da ferida através da equacéo abaixo (TEO
e NAYLOR, 1995):

Ai - Af/Ai x 100

Onde,
Ai — Area inicial da ferida
Af - Area final da ferida

3.17 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados obtidos nos ensaios foi expressa como meédia
desvio ou erro padrdo da média, utilizando multiplas comparacdes entre 0s grupos
experimentais sendo submetidos ao teste de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Turkey. Foi utilizado o nivel de significancia minimo permitido de p<0,05. Os programas

estatisticos utilizados foram GraphPad Instat e Prism (verséo 5.03).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ELUCIDACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS PRESENTES NO EHE DE P.

granatum

A elucidacao dos compostos presentes no EHE das cascas do fruto de P. granatum
foi realizada através da Cromatografia liquida de Ultraperformance acoplado a
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (LC-MS). Este método € utilizado para
confirmar a presenca de flavonoides e acidos fendlicos que se fez através da comparacgéo
dos tempos de retencdo dos ativos e expectro de massas com os padrbes comerciais
usando suas respectivas proporcées m/z. O LC-MS é considerado um dos métodos mais
eficaz no desenvolvimento de medicamentos usando plantas medicinais (ARUN et.al.,
2012; VLASE et. al., 2013).

Com os resultados obtidos no experimento supracitado foi possivel identificar 18
compostos (Tabela 6) presentes no EHE da casca da P. granatum, tendo como maior
foco os fitocomplexos: acido eléagico, &cido galico, punicalagina (Figura 13).

A casca do fruto possui atividade antioxidante, rica em flavonoides e taninos
(MONEIM, 2012). Dentre os fitoconstituintes presentes na planta, destacam-se
flavondides (apigenina e narigenina), antocianinas, taninos (acidos galico e elagico),
alcaléides, acido ascérbico, acidos graxos conjugados (acido punico) e o acido ursoélico
(LANSKY; NEWMANN, 2007).

A punicalagina € um tanino hidrolisavel (elagitanino), com atividades antioxidante,
anti-fungico, antibacteriano e anti-inflamatéria reconhecidas, se destacando como uma
promissora molécula multifuncional (GONZALEZ-MOLINA et al., 2009). Na rom3, ela se
concentra em maior parte na casca e no mesocarpo do fruto (FISCHER et al., 2011).
Neste estudo foi identificado no EHE isébmeros de punicalagina que € corroborado pelos
estudos de Gil et al. (2000), que dentre os diversos compostos fendlicos presentes na
casca de romé&, encontraram resultados semelhantes, identificando os isébmeros da

punicalagina.
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Tabela 6 - Valores de massa/carga (m/z) obtidos em ensaio de HPLC-HRMS (ESI) para a amostra de Punica granatun L.

Compostos Férmula molecular [M-H] [M-H] observado Erro

calculada calculado (tr em minutos) (ppm)

Acido elagico C14HeOg 301,---- 301,0341?

Acido malico C4HeOs 133,00137 133,0136 (0,4)

Acido gélico C7HsOs 169,0137 169,0128 (0,6)

Aldeido siringico CoH1004 181,0501 181,0516

Acido siringico CoH1005 197,0450 197,0444 (2,2)

Floretina C15H1405 273,0763 273,0764

Acido punicico C1sH3002 277,2168

Catequina e epicatequina C15H1406 289,0712 289,0709

Galocatequina Ci5H1407 305,0661 305,0677

Dihidromiricetina C15H1208 319,0454 319,0450

Punicaflavonol Ci16H14010 365,0509 365,0502 1,9

Acido elagico pentosideo C19H14012 433,0407 433,0399 1,8

Floretina hexosideo C2gH3604 435,2535 435,2495 9,2
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Corilagina

Punicalinas isbmeros
Pedunculaginas isdmeros
Punicalaginas isbmeros

Punicalagina-like

C27H22018 633,0728
Cs4H2202, 781,0524
C34H24022 783,0681
C48H28030 1083,0587
CagH30031 1101,0693

633,0703 (0,7;0,9; 1,4 e 1,7)
781,0511 (0,6)
783,0674 (1,0; 1,2)

1083,0568 (1,0; 1,2)

3,9

1,7

0,9

1,8

Identificag&o confirmada usando padrdes comerciais
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Figura 13 Estrutura molecular dos compostos tanicos presentes na casca do fruto de P.
granatum do &cido elagico — Acido Hidroxibenzdico (a), éacido galico - Acido
Hidroxibenzoico (b), punicalagina - Elagitaninos (c).

O

O OH P

Fonte: Modificado de Amakura et al. (2000).

Segundo Cerda et al. (2003), a punicalagina € o composto responsavel pela alta
atividade antioxidante da P. granatum. Ao realizarem um estudo sobre a
biodisponibilidade e metabolismo da punicalagina em ratos, estes autores observaram
gue apenas 3-6% da punicalagina ingerida foi detectada como metabolitos na urina e
fezes, entretanto a maioria dos elagitaninos foram convertidos em metabdlitos
indetectaveis.

Os taninos sdo compostos hidrossollveis de alto peso molecular. Apresentam-se
divididos em duas classes: taninos hidrolisaveis que compreendem polimeros de acido
galico (galotaninos) ou elagico (elagitaninos), encontrados em frutas como roma,
morango, amora e nas nozes; e 0s taninos condensados (proantocianidinas), polimeros
de catequina ou epicatequina, universais em Angiospermas (RIEDL; HAGERMAN, 2001;
TOMAS-BARBERAN; CLIFFORD, 2000).

Li et al.,, 2011 e Kobayashi et al., 2015 atribuiram a atividade cicatrizante a
presenca de taninos em plantas medicinais, visto que a atividade bacteriana e a
capacidade de ligacdo desses compostos com o tecido lesionado sédo fatores que

contribuem na acelerag&o do processo de cicatrizagéo.
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Os acidos hidroxibenzéicos sédo encontrados principalmentes em frutas vermelhas,
cebola e casca de batata (CLIFFORD; SCALBERT, 2000). O &cido elagico é comumente
encontrado em morango, romé&, castanhas, amora silvestre e framboesa, se destacando
por apresentar atividade antioxidante e quimioprotetora (HERBER, 2008; ADAMS et. a.,
2006; LOSSO et. al., 2004).

Kawaii e Lansky (2004) estudaram a atividade de extratos de P. granatum na
promoc¢do da diferenciagdo em células leucémicas humanas HL-60 promielociticas.
Fracdes de polifendis de P. granatum ricas em flavondides exercem acao antiproliferativa,
anti-invasiva, anti-eicosanoide e pré-apoptética em células cancerigenas de mama e
préstata e atividade anti-angiogénica in vitro e in vivo. Os extratos proporcionaram efeitos

inibitorios sobre a proliferacao de células HL-60.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EHE DE Punica granatum L.

4.2.1 Determinag&o da MIC e MBC

Neste estudo, verificou-se a atividade antimicrobiana in vitro da Punica granatum L.
sobre as espécies Staphylococcus aureus e P. aeruginosa. Os resultados demonstraram
gue as duas linhagens foram sensiveis ao EHE da casca de Punica granatum L.

No teste de microdiluicdo em caldo foram encontrados resultados caracteristicos de
atividade antimicrobiana na diluicdo 1:64 (1,56 %) do EHE da casca de Punica granatum
L. sendo a MIC, portanto de 0,59 mg/mL para Staphylococcus aureus.

Nos ensaios utilizando-se o0 micro-organismo P. aeruginosa, a Punica granatum L.
apresentou atividade nas duas primeiras diluicdes (50% e 25%), apresentando uma MIC
de 25% (9,44 mg/mL) (Tabela 7).

Tabela 7 - Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) em UFC x 10° do EHE

de P. granatum sobre S. aureus e P. aeruginosa.

Concentracao do EHE (mg/ml)
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Linhagens EL 12 14 18 116 1:32 164 1:12 1:25
8 6

S. aureus 37,8 189 944 472 236 1,18 059 0,30 0,15
*

P. aeruginosa 37,8 189 944 472 236 1,18 059 0,30 0,15
*

Legenda: * = CIM. Este experimento foi realizado em triplicata. EL = extrato liofilizado.

Em estudo realizado por Catédo et al., (2006), observou-se que a MIC do extrato
etandlico de P. granatum foi de 10 %, contra cepas de S. aureus de origem ambulatorial.
Essa diferenca pode ocorrer devido as técnicas de extracdo ndo terem a mesma eficicia
ou também porque as cepas de origem ambulatorial tem maior possibilidade de sofrer
mutacdo e adquirir resisténcia em comparacdo as cepas padrdao ATCC, o que pode
ocorrer também com os outros extratos.

N&o existe um consenso sobre a concentragdo aceitavel para produtos naturais
comparados com antibidticos conhecidos. De acordo com Aligianis et al. (2001) uma
classificacdo para materiais vegetais com base nos resultados do MIC, pode ser
considerado como forte inibicdo com valores até 0,50 mg/mL; inibicAo moderada ente
0,60 e 1,50 mg/mL e com fraca inibicdo MIC acima de 1,60 mg/mL.

Naqvi, Khan e Vohora (1991), citados por Pereira et al. (2006), avaliaram a
atividade antimicrobiana do extrato de P. granatum sobre microrganismos Gram positivos
e leveduras, confirmando a presenca de principios ativos antimicrobianos na casca do
fruto.

O MBC obtido do EHE da casca de P. granatum (Tabela 8) mostrou também
atividade bactericida entre as concentracfes crescentes 1,18 (1:32) e 18,9 (1:2) sobre os

microorganismos S. aureus e P. aeruginosa respectivamente.

Tabela 8 - Determinacgéo da Concentracdo Bactericida Minima (MBC) em UFC x 10° do
extrato hidroetandlico de P. granatum sobre S. aureus e P. aeruginosa.
Concentragao do EHE (mg/ml)

Linhagens MBC (diluicéo do extrato) MBC
S. aureus 0,59 1,18*
P. aeruginosa 9,45 18,9*

Legenda: * = MBC. Este experimento foi realizado em triplicata.

s

A romd@ € basicamente composta quimicamente por taninos (substancias

polifendlicas) e alcaldides que séo substancias dotadas de acado antimicrobiana. Segundo
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Haslam (1996) os compostos fendlicos agem inespecificamente sobre os microrganismos,
rompendo a parede celular bacteriana, inibindo os sistemas enziméticos e diminuindo os
lipossacarideos e as proteinas do biofilme dental.

Segundo Simdes (2002), a atividade antimicrobiana dessa planta medicinal esta
associada a acdo dos taninos. Entre as hipdteses sobre os mecanismos da acao
antimicrobiana destes fitoconstituintes, destaca-se a inibicdo de enzimas, a modificacao
do metabolismo celular pela atuagdo sobre as membranas e a complexacdo com ions
metalicos com consequente diminuicdo da sua disponibilidade para o metabolismo dos
microrganismos.

De acordo com Anesini e Perez (1993), foram avaliados 132 extratos de plantas
usadas na medicina popular na Argentina em atividades antimicrobianas e observaram
gue o pericarpo do fruto de P. granatum produziu extratos ativos que inibiram o
crescimento de S. aureus (amostras resistentes a penicilina G), E. coli e Aspergillus niger.

Estudos realizados por Nimri et al. (1999) demonstraram que a acdo do extratos
etandlicos da casca da P. granatum, foram considerados de amplo espectro de atividade
antibacteriana, inibindo todas as espécies bacterianas testadas, tanto Gram + (B. cereus,
S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, E. faecalis) quanto Gram - (E. coli, K.

pneumoniae, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. dysenteriae, Y. enterocolitica).

4.3 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DAS FORMULACOES DESENVOLVIDAS

As analises das caracteristicas organolépticas, incluindo coloracéo, odor, aspecto
visual (homogeneidade e consisténcia) foram realizados através da inspecao visual e
percepcdo direta da amostra, verificando-se a ocorréncia de modificacdes em relacdo ao
padréo estabelecido.

ApOs a preparacdo do gel cremoso, a formulacdo apresentou aspecto brilhoso na
cor branco gelo e quando adicionado o extrato tomou-se coloragéo levemente amarelada,
esta mudanca se deve a coloracdo castanho-amatrelada do Extrato aquoso da roma
(figura 14). Sua consisténcia ficou adequada para uma formulacdo de gel creme,
apresentando caracteristica ndo oleosa para todas as formulacbes e praticamente
inodoras para CNGC e para as formula¢cdes com P. granatum um odor levemente citrico,

caracteristico deste extrato.

Figura 14 Gel cremoso contendo extrato de P. granatum (GPg 0,5%) (1), Gel cremoso
contendo extrato P. granatum (GPg 1,0%) (2).
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Fonte: Autora.

4.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA

As formulacfes foram analisadas de acordo com Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos (ANVISA, 2004), correlacionando a forma galénica em analise com as
condicdes a que as formulagdes foram expostas durante estudo.

Antes de iniciar o estudo propriamente dito, as formulacdes foram submetidas ao
teste preliminar de centrifugacdo, estresse térmico (banho-maria e ciclo gelo-degelo) e
analise das caracteristicas organolépticas possibilitando observar que n&o houve
separacdo de fases, cremeacdo, floculacdo ou qualquer outro tipo de instabilidade,
estando aptas para iniciar o teste de estabilidade acelerada. Os resultados
correspondentes ao pH, ndo apresentaram alteracdes significativas, mantendo-se
constante entre 4,3~4,5. As caracteristicas organolépticas observadas ndo apresentaram
qgualquer instabilidade, mantendo-se estavel até Ultima analise; correspondente ao tempo
final da estabilidade preliminar.

Ainda em relagdo as caracteristicas organolépticas na estabilidade preliminar as
formulacbes apresentaram-se aparentemente homogéneas, com coloragdo branco gelo,
brilhosa e odor forte com caracteristica citrica com aspecto normal em todo o periodo de
estudo correspondente a estabilidade preliminar (banho-maria e ciclo gelo-degelo). Os
resultados obtidos foram satisfatorios, estando adequada ao que € preconizado no Guia
de Estabilidade da ANVISA (2004).

Posteriormente a realizacdo da estabilidade preliminar, realizou-se os ensios de
estabilidade acelerada, que corresponde ao periodo de até 90 dias. Neste protocolo,
foram analisados os mesmos itens da estabilidade preliminar, utilizando-se temperaturas

padronizadas em certo periodo de tempo de acordo com o Guia da ANVISA.
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Os quadros 2, 3 e 4 mostram as amostras CNGC, GPg 0,5% e GPg 1,0%
respectivamente, em relagédo as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas (aspecto e cor) e
valores de pH inicialmente e apds exposicdo as condi¢cbes de teste em temperatura
ambiente (25 °C + 2 °C); geladeira (5 °C = 2 °C) e estufa (40 °C £ 2 °C).

Quadro 2 - Avaliacao fisica e fisico-quimica da formulacdo CNGC durante o teste de
estabilidade acelerada.

Condicdes de Armazenamento
GEL T.A E
t.arm/dias | to |ty | 30 | 60 | 90 | t4 | 30 | 60 | 90 | t4 | 30 | 60 | 90
variaveis
Aspecto N N N N N N N N N N N N N
Cor BG |BG|BG |BG |BG |BG|BG |BG|BG|BG|BG|BG|BG
pH 69(6,7|66(72|68|7072|71|75|7,3/6,6]|6,7]|6,7

Legenda: t. arm/dias: tempo de armazenamento em dias; to: apds o preparo da formulago; t,s: 24 horas

apoés o preparo da formulagéo; GEL: geladeira (5 °C + 2 °C); T.A: temperatura ambiente (25 °C + 2 °C); E:
estufa (40 °C + 2 °C). Aspecto: N — normal, sem alteracdo; LM — levemente modificado; IM — intensamente
modificado. Cor: N — normal, sem alteracédo; LM — levemente modificado; BG — branco gelo; A — amarelo;

IA — intensamente amarelado.

Quadro 3 - Avaliacao fisica e fisico-quimica da formulacdo GPg 0,5% durante o teste de
estabilidade acelerado.

Condicdes de Armazenamento

GEL T.A E

t.arm/dias | to | tos | 30 | 60 | 90 | t4 | 30 | 60 | 90 | tp4 | 30 | 60 | 90

variaveis

Aspecto | N | N | NI N|N|N|N|N|N|N|N|NI|N
Cor BG|BG|BG |BG|BG |BG|BG |BG|LA|BG|BG|LA|LA
pH 4543|4443 (4243|4243 |43|45|45|4,4|45

Legenda: t. arm/dias: tempo de armazenamento em dias; to: apds o preparo da formulacdo; t,4: 24 horas

apos o preparo da formulacdo; GEL: geladeira (5 °C + 2 °C); T.A: temperatura ambiente (25 °C + 2 °C); E:
estufa (40 °C + 2 °C). Aspecto: N — normal, sem alteracdo; LM — levemente modificado; IM — intensamente
modificado. Cor: N — normal, sem alteracdo; LM — levemente modificado; BG — branco gelo; LA —
levemente amarelo; IA — intensamente amarelado.

Quadro 4 - Avaliacao fisica e fisico-quimica da formulacdo GPg 1,0% durante o teste de
estabilidade acelerado.

Condicdes de Armazenamento

Resultados e Discussdo 64



GEL T.A E
t.arm/dias | to | toa [ 30 | 60 | 90 | tps | 30 | 60 | 90 | tp4 | 30 | 60 | 90
variaveis
Aspecto N|{ NI N|NIN|N N|N|N|N|N/JIM|-
Cor LA|LA|LA|LA|LA|LA|LA|LA|LA LA LA IA | -
pH 4514544145143 |45(14,2|142(45|45(43|4,2| -

Legenda: t. arm/dias: tempo de armazenamento em dias; to: apos o preparo da formulagdo; t,,: 24 horas

apo6s o preparo da formulagdo; GEL: geladeira (5 °C = 2 °C); T.A: temperatura ambiente (25 °C + 2 °C); E:
estufa (40 °C + 2 °C). Aspecto: N — normal, sem alteracdo; LM — levemente modificado; IM — intensamente
modificado. Cor: N — normal, sem alteragdo; LM — levemente modificado; BG — branco gelo; LA —
levemente amarelo; |1A — intensamente amarelado.

(-): excluido do estudo por apresentar instabilidade.

De acordo com o guia de estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004),
sdo aceitaveis leves alteracdes organolépticas em temperaturas elevadas em formulactes
fitoterdpicas. Para a avaliacdo da aparéncia o produto deve manter-se integro durante
todo o teste de estabilidade mantendo seu aspecto inicial em todas as condi¢cbes de
estresse que sdo submetidos, porém em temperaturas elevadas, freezer ou ciclos de
alternancias de temperatura sdo aceitaveis estas alteracoes.

A determinacao e o controle do pH das formulacdes desenvolvidas sdo de extrema
utilidade para que se evite a utilizacdo de produtos topicos inadequados, evitando reacdes
indesejaveis da pele ao produto, como irritacdo, vermelhiddo, prurido e outros
(LEONARDI; GASPAR; CAMPOQOS, 2002). O pH do gel creme apresentou-se dentro do
escopo estipulado do produto mantendo-se nas faixas 6,7~7,5. Nas amostras contendo as
duas concentracdes do extrato aquoso pode-se notar que o pH diminuiu, mantendo-se em
torno de 4,2~4,5 até o final do experimento, ficando dentro do pH fisiol6gico da pele que é
levemente acido (4,6~5,8) e que contribui para protecdo de bactérias e fungos em sua
superficie.

Pode-se levar em consideracdo 0s constituintes quimicos como taninos
condensados e flavonoides como principais responsaveis pelo pH acido, além do tempo
em condi¢des de armazenamento indicadas, demonstrando que esta variagdo de pH pode
indicar reacbes de degradacdo ou processos oxidativos, ocasionando um aumento ou
diminuicdo desta variavel (ANVISA, 2004). Todas as formulacdes apresentaram variacao
de pH aceitavel.

Os aspectos organolépticos determinam os parametros de aceitagdo do produto

pelo consumidor. A analise destas caracteristicas tem como propdésito verificar a
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ocorréncia de quaisquer alteracbes que comprometam a homogeneidade do sistema e
alterem o padréo desejado da formulag&o, tanto no tocante aos seus aspectos de estética
guanto as suas propriedades levando este produto a reprovacao.

As caracteristicas organolépticas mantiveram-se inalteradas quanto a cor e aspecto
no CNGC, mantendo-se estavel até a ultima andlise, correspondendo ao tempo final da
estabilidade acelerada. A formulacdo GPg 0,5% apresentou uma alteragdo na cor que
passou de branco gelo para levemente amarelada a partir do 60° dia no armazenamento
da estufa e 90° dia no armazenamento em temperatura ambiente, o que pode ter ocorrido
por processos oxidativos durante este periodo.

Na formulacdo GPg 1,0% houve uma mudanca de coloracdo no 60° dia do
armazenamento em estufa chegando a um intenso amarelado. Este fato se deve,
provavelmente, a uma maior propensao aos processos oxidativos, agregando cor ao
produto final, por tanto na variavel cor, esta formulacao foi considerada reprovada. Isso
pode ser justificado pelas reagbes de decomposicdo que ocorrem quando formulacdes
sd0 expostas a altas temperaturas, formando também a base de Schiff citada em
literatura (SCHUELLER & ROMANOWSKI, 2005).

N&o foi verificada turbidez em nenhuma das amostras dos géis cremes, o que
demonstra a boa homogeneizacdo e aparéncia do produto e mostra a importancia da

incorporacao dos extratos de Punica granatum Linn de forma efetiva e adequada.

4.5 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DAS FORMULACOES SEMI-
SOLIDAS

A andlise microbiologica das formulacdes mostrou auséncia de crescimento
bacteriano, estando de acordo com os parametros preconizados na Farmacopeia
Brasileira 5° ed. (BRASIL,2010).

N&o foi observado o crescimento de col6nias amarelas, lista de consisténcia
untuosa e circundada por zonas diferentes, de cor amarelada forte, indicando a ausencia
de S. aureus (Figura 15) e ndo ocorreu o crescimento de colbnias variadas de verde a
verde azulada, evidenciando a auséncia de Pseudomonas aeruginosa (Figura 16).

De acordo com DINIZ et. al., 1997, NASCIMENTO et. al., 2000; HOLETZ et. al.,
2002; VASCONCELOS et. al., 2003, este fato deve-se a presenca de taninos granatinas A
e B, punicalagina e punicalina, sendo estes os principais responsaveis pela atividade

antimicrobiana.
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Figura 15 Identificacdo de Staphylococcus aureus proveniente das amostras do GPg
0,5% e 1,0%, em meio Agar Sal Manitol.

Fonte: Autora.

Figura 16 Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa proveniente das amostras do GPg
0,5% e 1,0%, em meio Agar Cetrimide.

Fonte: Autora.

Este resultado é corroborado com os estudos de Nascimento et al., (2000), que
avaliou a atividade microbiana de extratos vegetais e fitofarmacos frente a micro-
organismos sensiveis e resistentes a antibiéticos, bem como o possivel efeito sinérgico da
associacdo entre antibidticos e extratos vegetais. O mesmo relatou que o extrato de
Punica granatum apresentou atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa.

Segundo Menezes et al.,, (2008), a rom& se mostra efetiva na inibicdo do
crescimento de bactérias Gram-positivas, especificamente de S.aureus, agente etiolégico
de diversas doencas que vem apresentando um aumento significante de resisténcia aos
antibiéticos convencionais. No presente estudo, as formulacbes GPg 0,5% e 1,0% foram
efetivas na na inibicdo do crescimento de S.aureus.

Resultados e Discussdo 67



Machado et al. (2003), relatou que a punicalagina, um tanino elagico, derivado do
fruto da roménzeira, é provavelmente um dos principais constituintes antimicrobianos
desta fruta.

Em 2005 foi publicado um estudo sobre a atividade antimicrobiana da Punica
granatum L. que demonstrou a inibicdo do crescimento de cepas de E.coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27583.

Estudo realizado por Navarro et. al, (1996) mostrou que a Punica granatum possui
um efeito antimicrobiano contra todas as linhagens microbianas testadas, como S. aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em concentragbes iguais ou inferiores
10mg/mL. Os resultados de Navarro et al. (1996) corroboram com o presente estudo,
tendo em vista que nao houve o crescimento de E. coli (Figura 17).

Figura 17 Identificagdo de Escherichia coli proveniente das amostras do GPg 0,5% e

1,0%, em meio Agar MacConkey.

CONTROLE

—

N

Fonte: Autora.

hY

Em relacdo a presenca de Salmonella sp, as amostras analisadas né&o
demonstraram crescimento no meio Agar verde brilhante com colbénias opacas ou

esbranquigadas conforme figura 18.

Figura 18 Identificacdo de Salmonella sp proveniente das amostras do GPg 0,5% e
1,0%,, em meio Agar verde Brilhante.
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Fonte: Autora

Vérios estudos evidenciam altos indices de contaminacdo microbiana em matérias-
primas vegetais, com presenca de microrganismos patogénicos (VERDI et al., 2013). O
controle de qualidade microbiologico de matéria-prima e formulagdes farmacéuticas se faz
necessario para certificar que a carga microbiana presente nestas ndo prejudique a
gualidade final do produto ou a seguranca do paciente. Além disso, as contaminacdes por
fungos e bactérias podem comprometer a eficacia das substancias ativas do material
vegetal levando a degradacdo ou alteragcdo de suas acdes, ou ainda proporcionar a
producdo de toxinas (VERDI et al., 2013) representando risco ao paciente que pode
adquirir um quadro clinico infeccioso.

A contaminacéo de formulacdes fitoterapicas pode ocorrer durante o processo de
manipulacdo do medicamento, por isso é necessario seguir a Resolucao n°® 17, de 16 de
abril de 2010 que aborda as Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos para que o
risco de contaminacao fique dentro do limiar permitido por esta legislacéo.

No presente estudo foram seguidos os parametros preconizados na Farmacopeia
Brasileira 5° edi¢do, em que para formulacdes em géis os limites sdo (BRASIL, 2010):

1. Bactéria aerébia (contagem em placas): < 2.102 UFC/mL.

2. Bolores e leveduras (contagem em placas): < 2 101 UFC/mL.

3. Pseudomonas aeruginosa: auséncia em 1 mL.

4. Staphylococcus aureus: auséncia em 1 mL.

O estudo de contaminacdo por fungos nas formulagbes farmacéuticas de uso
topico também faz-se necessério, pois independente do nivel de contaminacdo, estes
micro-organismos produzem toxinas que podem ser prejudiciais a saude. Estas toxinas
podem ser termo-resistentes (MATOS, 2007; FRANCO; LANDGRAF, 2008) e
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permanecerem ativas em todo o processo do estudo de pré-estabilidade e estabilidade
acelerada, onde as formulagfes sao expostas a altas temperaturas.

Em relacdo a contagem de bolor e leveduras das amostras deste estudo, estas ndo
apresentaram contaminacéo. Isso pode ter ocorrido devido alguns microrganismos serem
sensiveis a temperatura de 44-46°C (teste de pré-estabilidade — banho-maria) podendo
ter seu crescimento reduzido e ficarem impossibilitados de formar colonias (DOMINGUES
et al. 2007).

Para a pesquisa de bactérias patogénicas os ensaios foram qualitativos, indicando
apenas a presenca desses microrganismos. De acordo com as exigéncias estabelecidas
pela Farmacopeia Brasileira 5ed. (BRASIL, 2010), quanto aos produtos ndo estéreis
contendo matérias prima de origem vegetal, para produtos de uso tdpico devem estar

ausentes de P.aeruginosa e S. aureus.

4.6 TESTE DE TOXICIDADE CUTANEA AGUDA E AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Para a avaliacdo da toxicidade aguda cutanea, foi aplicado topicamente, na regiao
dorsal de camundongos machos e fémeas, 2000 mg/kg de EHE de Punica granatum a
10%. Durante o periodo de 24 horas, nédo foi observada nenhuma alteragéo das variaveis
analisadas neste estudo (ingestdo de alimentos, prostracdo, motilidade, letargia, sono,
coma, esquivar-se a estimulos, guardar parte do corpo, auto-mutilacdo, lamber patas,
cocar focinho morder cauda, tremor da cauda, respiracao, frequéncia cardiaca, mudanca
nos olhos, eritema, edema, alteracdo das mucosas, sangramento, diarreia, salivacéo,
alteracdo na aparéncia, vocalizacdo, cianose, palidez, hiperemia, alteragdo no volume
urinario e morte).

N&o houve também nenhuma alteracdo morfolégica na pele dos animais e nédo
ocorreu mudanca na evolucdo ponderal de ambos os sexos tratados topicamente com gel
cremoso contendo EHE das cascas dos frutos de Punica granatum a 10%, conforme

resultados descritos na tabela 9.
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Tabela 9 - Parametros avaliados no estudo de toxicidade cutanea aguda em
camundongos tratados com Gel cremoso contendo EHE das cascas dos frutos de Punica
granatum L. a 10%.

Fémeas Machos
Parametros Vi \i Vi \Yi
Consumo ragao (g) 5.33x1.52 4.0£1.08 4.30£2.51 5.32+1.15
Consumo &gua (mL) 9.33+4.16 10.66%x4.16 6.0+3.80 10.66%1.18
Peso corporal (g) 43.33+1.52 42.66+2.08 45.66+3.51 47.0+6.55

Legenda: Vi= Valor inicial, Vf=valor Final. Valores representam a média + DP (n=3/grupo).

Os resultados de toxicidade aguda cutanea demonstraram que n&o houve
diferenga estatistica significativa entre os animais machos e fémeas, em relagdo aos
parametros analisados, pois o valor de p foi superior ao estipulado nete estudo (p<0.05).

Efeitos adversos, incluindo dermatite temporéaria até choque anafilatico, podem
estar relacionados com o uso de plantas medicinais. Portanto, a padronizacao, a fim de
garantir a autenticidade da droga e a qualidade do fitoterapico, € fundamental (VEIGA,
2005).

Testes preliminares de toxicidade realizado em roedores tém demonstrado que a

roméa apresenta baixa toxicidade em altas doses (VIDAL, 2003).

4.7 AVALIACAO MACROSCOPICA DAS FERIDAS

A avaliacdo macroscopica de cada lesdo durou até o 7° ou 14° dia do pos-
operatério (Figura 19), sendo realizada duas vezes ao dia no momento de aplicacao do
tratamento de cada grupo.

O punch metélico cortante permitiu que se realizasse a excisdo da peca em toda
sua espessura em todos 0s animais sem ocorréncia de sangramento expressivo, com a
presenca de hiperemia e edema em todos 0s grupos no 1° dia do pds-operatorio. Apds o
procedimento cirirgico os camundongos apresentaram comportamento caracteristico de
dor como: postura encurvada, piloerecao, relutancia em interagir, diminuicdo da excrecao
de urina e fezes. Os animais de todos os grupos apresentaram as feridas limpas e nao
ocorreu nenhum obito, estando todos em bom estado de saude.

A regido da lesdo mostrou reepitelizacdo exibindo um epitélio bem diferenciado,
apresentando papilas, queratinizado com nimero de camadas normais e pequena area

de fibrose.
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AplOs 0 3°-4° dia houve a diminuicdo da hiperemia e ndo se observou mais o
exsudato, ocorrendo aparecimento de crostas de aspecto granulacdo no espacgo tecidual.
No 5° dia foi possivel verificar que a resposta aguda das inflamagdes comecgaram a ceder,
com reducdo do edema e do rubor dos tecidos lesionados.

Apenas um animal do grupo SPg 0,5% do tratamento de 7 dias apresentou crostas
de grau 3 nas feridas, 0s outros animais deste grupo apresentaram cicatrizacdo com bom
aspecto e sem secrecao e/ou aparecimento de crostas.

Nos animais do dia 14, apenas um do grupo SPg 1,0 % apresentou no 13° dia a
persisténcia de ferida com crosta n® 3, com elevacdo da mesma e coloracdo azulada ao
redor, os demais camundongos tiveram uma excelente cicatrizagdo. Nos animais do GPg
1% houve cicatrizagdo completa no 14° dia e no grupo GPg 0,5% apenas um animal ndo
exibiu cicatrizacdo completa no 14° dia, evidenciando uma crosta sem cicatrizacao total.

A proliferacédo € a fase em que ocorre o fechamento da ferida. Nesta etapa se inicia
a reepitalizacé@o, que consiste na migracdo de queratinécitos ndo danificados das bordas
dos anexos epiteliais pela extensdo da ferida; ocorre também a formacao de tecido de
granulacao, processo chamado de fibroplasia e a etapa chamada de angiogénese que é o
transporte de suprimento de oxigénio e nutrientes para regido afetada (MANDELBAUM,
2003).

Diferentes extratos de Punica granatum veiculados em outras formulacfes séo
capazes de melhorar a cicatrizacado de feridas (HAYOUNI et al., 2011). Este fato pode ser
corroborado pela presenca do acido galico e elagico presente nesta planta. Estakhr e
Javdan (2011) afirmam que plantas ricas em compostos antioxidantes tém sido indicadas
para melhorar a contragéo de feridas.
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Figura 19 Aspectos macroscopicos das feridas nos dias 0 (1), 7 (2) e 14 (3).

Legenda: tratamentos FIB (a), CNGC (b), SPg 0,5% (c), SPg 1,0% (d), GPg 0,5% (e) e GPg 1,0%

(f) nos dias 0, 7 e 14 respectivamente.

4.8 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DAS FERIDAS

Na analise histologica das lesdes das feridas coletadas ap6s o 7° dia de tratamento
do grupo SPg 0,5% (Figura 20 a/b) observou-se crosta superficial de debris e queratina,
sobre um epitélio estratificado integro (epitelizacdo excelente e em modelagédo). Houve a
formacdo de vasos (angiogénese), sobretudo, no derma papilar (padrdo de tecido de
granulacdo). O conjuntivo dérmico mostrou fibroblastos volumosos e ativos onde ja se
evidencia filamentos de colageno pouco desenvolvido. Neutréfilos aleatérios presentes
principalmente no derma papilar e reticular superficial. Nesse sentido pode-se considerar
um processo inflamatorio de grau leve (+). Portanto a cicatrizacdo esta dentro de
parametros adequados, sem evidéncias de infec¢ao.

Pelo processo de 22 intencdo a cicatrizacdo acontece de baixo para cima e,
portanto, o padrdo cicatricial estad de acordo com o esperado e desejado. Neste primeiro
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periodo da cicatrizacdo que corresponde ao estagio inflamatério, apresentou-se estavel

em um processo em segunda intencao de forma eficaz.

Figura 20 Fotomicrografia de um animal tratado com EHE das cascas dos frutos de P.
granatum L. a 0,5% (0-7 dias).

R e L NI W Qe L RIS
Legenda: a) Fotomicrografia descreve epitelizacdo (epitélio estratificado) (1), com
crosta superficial de debris e queratina (2). No*derma regido cicatricial formagdo mais
recente e mais vascularizada (angiogénese), sobretudo, no derma papilar (padrdo de
tecido de granulacéo) (3). O conjuntivo dérmico mostra fibroblastos volumosos e ativos
onde j& se evidencia filamentos de coldgeno pouco desenvolvido (modelacao inicial-
intermediaria). Neutréfilos aleatdrios presentes principalmente no derma papilar e
reticular superficial (4) (processo inflamatdrio de grau leve). HE. Barra= 200um.

b) Epitélio estratificado (1). No derma regido cicatricial formagdo mais recente mais
vascularizada (angiogénese), sobretudo, no derma papilar (padrao de tecido de
granulacao) (2). O conjuntivo dérmico mostra fibroblastos volumosos e ativos (3) onde
ja se evidencia filamentos de colageno pouco desenvolvido e mais frouxo (*).
Neutrofilos aleatérios presentes principalmente no derma papilar e reticular superficial

(setas) (processo inflamatério de grau leve). HE. Barra= 50um.

Nos animais do grupo SPg 0,5% observados no periodo de 14 dias (Figura 21 a/b)
evidenciou-se area de cicatrizacdo com epitelizacdo completa e discreta angiogenese. Os
fibroblastos mostraram-se volumosos com coldgeno mais desenvolvido, observando-se
um processo inflamatério de grau leve (+). Portanto, a cicatrizagdo neste grupo

apresentou-se completa ainda em remodelacao e sem infecgéo.
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Figura 21 Fotomicrografia de um animal tratado com EHE das cascas dos frutos de P.
granatum L. a 0,5% (8-14 dias).

Legenda: a) Fotomicrografia descreve area de cicatrizagdo com epitelizacdo completa

(1) e discreta angiogenese (2), os fibroblastos mostram-se volumosos (3) e a presenca
de um coldgeno mais desenvolvido (setas). Observou processo inflamatdrio de grau
leve (+). HE. Barra= 200um.

b) Area de cicatrizacdo com epitelizagdo completa (1) e discreta angiogenese (2), 0s
fibroblastos mostram-se volumosos (3) e um colageno mais desenvolvido e denso

(setas). Observou processo inflamatdrio de grau leve (+). HE. Barra= 100um.

No grupo SPg 1,0% do 7° dia observou-se expressiva crosta superficial, com
debris, piocitos, incluindo colénias de bactérias. Houve epitelizagdo completa e na area
dérmica pbéde-se observar a formacéo de tecido cicatricial em modelacao e inflamacédo de
grau leve (+) (Figura 22).
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Figura 22 Fotomicrografia de um animal tratado com EHE das cascas dos frutos de P.
granatum L. a 1,0% (0-7 dias).

Legenda: Fotomicrografia mostra expressiva crosta superficial, com debris, piocitos (1). Area sem
epitelizacéo (2) e na area dérmica pode-se observar a formagao de tecido cicatricial em modelagao

e inflamacéo de grau leve (+). HE. Barra= 50um.

Nos animais tratados com SPg 1,0% por 14 dias, observou-se cicatrizagao
adequada com epitelizacao, j4 na fase de modelagdo do conjuntivo (alguns fibroblastos
ainda ativos e o colageno menos denso e sem inflamacéo) e presenca de seroma (Figura
23 a, b, c, d).

Resultados e Discussdo 76



Figura 23 Fotomicrografia de um animal tratado com EHE das cascas dos frutos de P.
granatum L. a 1,0% (8-14 dias).

Legenda: a) Fotomicrografia mostra area cicatricial com epitelizagédo (1) com pequena

crosta queratinica (2). A proliferagdo conjuntiva esta presente e efh modelagéo.
Entretanto no centro da ferida o derma superficial apresenta uma colecdo de
substancia acidofilica (seroma) sem inflamacdo (3). HE. Barra= 200um. b) éarea
cicatricial com epitelizacdo (1) com pequena crosta queratinica (2). A proliferacdo
conjuntiva esta presente e em modelagcdo. Entretanto no centro da ferida o derma
superficial apresenta uma cole¢éo de substancia acidofilica (seroma) sem inflamacéo
(3). HE. Barra= 100pum. c) Fotomicrografia mostra Cicatrizacdo adequada com
epitelizagéo, j4 na fase de modelag¢éo do conjuntivo (alguns fibroblastos ainda ativos e
0 colageno menos denso e sem inflamacao). HE. Barra= 200um. d) cicatrizacéo
adequada com epitelizacdo (1), ja na fase de modelacdo do conjuntivo (alguns
fibroblastos ainda ativos e o colageno menos denso (2) e sem inflamacédo. HE. Barra=

50um.

No tratamento GPg 0,5% de 7 dias visualizou-se epitelizagdo com crosta
gueratinica e tecido cicatricial em desenvolvimento. No entanto, na derma a maior parte
da area estéa ocupada por um grande seroma (Figura 24 a/b).

No dia 14 do GPg 0,5% houve a presenca de epitelizacdo, reparacao fibro-vascular

dérmica e pequena retencdo de liquido (seroma). Também estao presentes macréfagos
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com pigmento basifilico granular. Conclui-se que houve reparacao cicatricial proximo dos
parametros de qualidade.

Figura 24 Fotomicrografia de um animal tratado com gel cremoso contendo EHE das
cascas dos frutos de P. granatum L. a 0,5% (0-7 dias).
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Legenda: a) Fotomicrografia mostra auséncia epitelizacdo (1), crosta queratinica e no
derma area ocupada por um grande seroma (*). HE. Barra= 100um. b) Fotomicrografia
mostra no derma area ocupada por um grande seroma (*). No derma mais profundo tecido
cicatricial em desenvolvimento (1). HE. Barra= 50um.

Na avaliagdo do histopatolégico do 7° dia do GPg 1,0% (Figura 25 a) houve
expressiva crosta superficial e presenca de uma substancia amorfa basofilica (produto
utiizado no experimento), sem epitelizacdo. A bidépsia ndo demonstrou area de
cicatrizagdo, estando presente um grande seroma plasmatico e areas de inflamag&o com
piécitos.

Na fase proliferativa (Figura 25 b) visualizou-se a presenca de epitelizacdo e
formacé@o conjuntiva vascular dérmica em modelacdo, ndo sendo visto uma fase de
granulacdo. Na hipoderme, muscular esquelética e nas margens cicatriciais observou-se
abundantes macrofagos (limpeza tecidual), alguns como hemossiderofagos e outros com
pigmento granular basofilico. Portanto, a cicatrizacdo foi boa ocorrendo um pequeno
retardo no processo de cicatrizacdo pela presenca destacada de macréfagos.
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Figura 25 Fotomicrografia de um animal tratado com gel cremoso contendo EHE das
cascas dos frutos de P. granatum L. a 1,0% (a) (0-7 dias), (b) (8-14 dias).
' ("w .-;"v ~‘ s 5 R

Legenda: a) Fotomicrografia mostra expressiva crosta superficial (1), estando presente

um grande seroma plasmatico (2) e areas de inflamag¢édo com piécitos (3). A bidpsia
demonstra area de cicatrizacdo (4). HE. Barra= 100pum. b) Fotomicrografia mostra
epitelizacéo (1) e formagédo conjuntiva vascular dérmica em modelacao (2), ndo sendo

visto uma fase de granulacdo. HE. Barra= 100um.

Neste estudo, verificou-se que o0s grupos tratados com o EHE das cascas dos
frutos de P. granatum L. e com o gel-cremoso contendo o EHE das cascas dos frutos de
Punica granatum L. apresentaram um desenvolvimento acelerado de tecido de
granulagdo quando comparados com paradmetros histolégicos. Houve também nestes
grupos um rearranjo mais regular das fibras de colageno, favorecendo a proliferagéo de
fibroblastos e a deposi¢cédo de colageno.

Adiga et al. (2010) demonstraram em seu estudo que o tratamento topico utilizando
o extrato de Punica granatum possibilitou 0 aumento significativo de tecido de granulagéo,
através do surgimento de crostas e da forga de ruptura, bem como dos niveis de
hidroxiprolina, indicando taxas de aumento e estabilizagéo das fibras de colageno.

A aplicacéo topica do extrato etandlico de Punica granatum (PIRBALOUTI et al.
2010), demonstrou a aceleracdo do processo de cicatrizacdo por segunda intencéao,
modulando o processo inflamatoério, de reepitelizacéo e colagenizacéo da ferida.

Em seu estudo experimental in vivo, Hayouni et al. (2011) notaram que em quatro
dias houve um aumento do infiltrado celular em animais tratados com extrato de Punica
granatum, periodo em que ndo foi observado regeneracdo epidérmica. Ja no 12° dia

houve uma organizagéo tecidual avancada, sendo possivel observar tecido de granulacao
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e epitelizagdo em grupos tratados com pomada de Punica granatum quando comparado

com 0 grupo controle.

4.9 INDICE DE RETRACAO (IR) CLINICA DAS FERIDAS

A determinacdo do IR das feridas demonstra a evolugdo do processo de
cicatrizacéo das lesdes dos animais em estudo, no respectivo tempo (dias) de retirada do
espécime.

No que diz respeito ao processo de fechamento da lesao, foi possivel observar que
0s animais tratados durante 7 dias com SPg 1,0% apresentaram um percentual de
contracdo de 79,93%, resultados superiores aos encontrados com o tratamento CNGC,
no mesmo periodo (p<0.001).

Os animais dos grupos tratados com SPg 0,5% (74,08%) (p<0.01), GPg 1,0%
(71,16%) (p<0.05) também demonstraram um aumento do percentual de contragédo
guando comparados ao grupo controle negativo. O grupo GPg 0,5% (65,12%) apesar de
ter apresentado uma cicatrizacdo maior do que o CNGC nao foi estatisticamente diferente

do CNGC. Estes resultados estdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10 — Indice de retrag&o do ferimento (%) de camundongos tratados com EHE e gel

cremoso de Punica.granatum L. durante 7 dias.

Grupos Contracéo (%)
CNGC 51,06+10,76
FIB 85,9+10,67***
SPg 0.5% 74,08+11,29**
SPg 1% 79,93+9,16***
GPg 0.5% 65,12+8,63
GPg 1% 71,16+5,914*

Legenda: Valores representam a médiatDP, sendo que *(p<0.05), **(p<0.01) e ***( p<0.001) representam

resultados estatisticamente significativo comparado com grupo Controle Gel. N=5.

Quanto o processo de contracdo das feridas, o grupo tratado com SPg 1%
apresentou diferenca estatistica a partir do 5° dia de tratamento (p<0.05) e se manteve
até o final do tratamento, demonstrando maior diminuicdo da area da ferida quando
comparada aos outros grupos, principalmente ao CNGC (Figura 26).

Observou-se também que o grupo SPg 0,5% apresentou diminuicdo da area da

ferimento no quinto dia (p<0.05). O grupo tratado com GPg 1% apresentou diferenca
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estatistica apenas no ultimo dia de analise quando comparado aos outros grupos. Ja o
tratamento com GPg 0.5% nao apresentou diferenca estatistica no decorrer do periodo de
mensuracao do ferimento. Pode-se sugerir que o EHE das cascas do fruto de Punica

granatum a 5% apresentou melhor eficacia no fechamento da ferida em relagdo aos
outros grupos.

Figura 26 Evolucdo da &rea do ferimento (mm?) de camundongos tratados com EHE das
cascas dos frutos e gel cremoso de Punica granatum L., durante 7 dias.
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Legenda: Valores representam a médiazDP (n=5/grupo), sendo que *(p<0.05), **(p<0.01) e ***(0.001)

representam resultados estatisticamente significativo comparado com grupo Controle Gel.

Quanto ao indice de retracdo do ferimento em camundongos tratados durante 14
dias com gel cremoso e EHE de Punica granatum L. em diferentes concentracdes (tabela
11), ndo se observou diferenca estatistica entre os tratamentos, pois houve contracdo de
100 % dos ferimentos em todos 0s grupos, indicando assim, que até o 14° dia, o processo

cicatricial apresenta-se com contragcdo completa.
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Tabela 11 — Indice de retrag&o do ferimento (%) de camundongos tratados com EHE e gel
cremoso de Punica.granatum L. durante 14 dias.

Grupos Contracéao (%)
CNGC 97,88+0,04
FIB 98,65+0,03
SPg 0.5% 100.0+0.00
SPg 1% 100.0+0.00
GPg 0.5% 98,48+0,02
GPg 1% 100.0+0.00

Legenda: Valores representam a médiatDP (n=5/grupo).

O resultado do teste de cicatrizacdo em camundongos tratados durante 14 dias
com extrato hidroetandlico das cascas dos frutos de Punica granatum L. em diferentes
concentracbes (Figura 27), apresentaram diferenca estatistica a partir do 5° dia de
tratamento (p<0.05) permanecendo até o sétimo dia.

O grupo tratado com GPg 1,0% (Figura 28), apresentou diferenca estatistica
apenas do 5° ao 7° dia com significancia de p<0.05. O tratamento com GPg 0,5% néo
demonstrou diferenca estatistica no decorrer do periodo de mensuragéo do ferimento, e a
partir do sétimo dia, ndo observou-se diferenca estatistica entre os grupos.

Em relacdo a evolucdo da area do ferimento, o grupo FIB apresentou diferenca

estatistica (p<0.05) a partir do 3° dia de tratamento comparando-se ao grupo CNGC.
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Figura 27 Evolugdo da area do ferimento (mm?®) de camundongos tratados com diferentes

doses do EHE das cascas dos frutos de Punica granatum L., durante 14 dias.
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Legenda: Valores representam a meédiatDP (n=5/grupo), sendo que *(p<0.05), **(p<0.01) e ***(0.001)

representam resultados estatisticamente significativo comparado com grupo Controle Gel.

Figura 28 Evolucdo da area do ferimento (mm® de camundongos tratados com Gel
cremoso contendo EHE das cascas dos frutos de Punica granatum L. em diferentes
doses, durante 14 dias.
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Legenda: Valores representam a médiatDP (n=5/grupo), sendo que *(p<0.05), **(p<0.01) e ***(0.001)

representam resultados estatisticamente significativo comparado com grupo Controle Gel.
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O processo de cicatrizacdo das feridas leva a restauracao da integridade fisica do
tecido lesionado e compreende interagbes envolvendo células do parénquima, matriz
extracelular, células do sangue e mediadores inflamatoérios. Ha trés fases envolvidas na
cicatrizacdo de feridas podendo ser nitidamente observadas: A fase inflamatéria,
proliferativa e a fase de remodelacéo tecidual (ISAAC et al., 2010).

Em estudos de cicatrizacdo, é de grande importancia a observagdo do processo
cicatricial na fase proliferativa, que € responsavel pelo fechamento da ferida, uma vez que
pode-se mensurar 0 potencial cicatrizante do agente no decorrer do tratamento.
Geralmente esta fase inicia-se no quarto dia do ferimento e pode persistir até o decimo
quarto. (GONCALVES; PARIZOTTO, 1998).

O exsudado é um liquido translicido que extravasa dos vasos sanguineos para a
camada mais superficial da ferida, esse processo é fundamental inicialmente para a
cicatrizacdo, visto que favorece a migracao de células inflamatérias para o local da leséo.
Em feridas, a presenca de exsudato é normal durante as primeiras horas, a
predominancia de exsudacdo durante um longo periodo pode promover o atraso neste
processo, fato que pode explicar a cicatrizacéo reduzida observada no grupo tratado com
GPg 0,5%, uma vez que a persisténcia da exsudacdo pode favorecer a infeccdo e
dificultar o desenvolvimento de tecido de granulacdo e consequentemente reduzir o
processo cicatricial (CHADWICK; MCCARDLE, 2015).

Em seguida ao processo de exsudacdo e migracao de células inflamatorias, inicia-
se a fase de contracdo da ferida, onde células epiteliais entram em intensa proliferacédo
estimulada pelo crescimento de fatores liberados principalmente pelos macrofagos
infiltrados na ferida. A contracdo da area da ferida ocorre devido ao movimento migratério
das células basais da borda em direcdo ao centro, a fim de reparar toda a regido
lesionada (NARDI et al., 2004).

Diversos estudos vém demonstrando o potencial de espécies vegetais no
tratamento da cicatrizagdo de feridas. No estudo realizado por Barros et al., (2017),
demonstrou a acgéo cicatrizante do extrato e gel de Portulaca pilosa, sendo que os
resultados apresentaram um percentual de contracdo de 56% e 41% para o extrato e gel,
respectivamente. Em paralelo ao nosso estudo, estes resultados corroboram com nossos
achados, pois foi possivel observar que extratos vegetais sdo mais efetivos no processo
cicatricial que os géis contendo extrato vegetal. Em outro estudo realizado por Pawar et
al., (2013) utilizando o extrato da espécie Sida cordifolia foi demonstrado um elevado
percentual de contracao da ferida com 88.44%, valor bastante préximo do observado em

nosso trabalho para o extrato vegetal, e apresentando noétoria acao cicatrizante.
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Em estudo realizado com extrato de Passiflora edulis em cicatrizagéo de ratos, foi
demonstrado que ha uma diferenca significativa quando comparados periodos de 7 e 14
dias de tratamentos. No 14° dia verificou-se um grande percentual de reducdo da érea da
ferida (GARROS et al., 2006), fato que também pode ser observado em nossos estudos,
pois na evolucdo dos ferimentos os grupos tratados demonstraram valores de 100% da
reducdo da area do ferimento.

Eurides et al. (1996), demonstraram aspectos morfolégicos e morfométricos da
evolucéo cicatricial de feridas cutaneas em camundongos tratados com extrato aquoso de
Stryphynodendron barbatiman Mart. Os resultados revelaram que o extrato apresentou
eficiéncia significativa no auxilio da reparacdo cicatricial de feridas cutdneas de
camundongos com grande reducdo da area das feridas.

Estudo realizado por Cross et al. (1995), até o terceiro dia ocorre o processo
inflamatério agudo, seguido da diminuicdo continua da area da ferida, que
progressivamente declina em direcdo ao 10° ou 12° dia. Posterior a este periodo,
aproxima-se a fase final de cicatrizacdo, tornando-se dificil a mensuracdo da area da
ferida que evolui para o fechamento total.

A casca da roma é rica em polifendis, os quais tém apresentado um forte efeito
antisséptico e também atividade antibacteriana contra gram-negativas e gram-positivas
(Negi & Jayaprakasha, 2003). Estes polifendis presentes na casca podem ser
responsaveis pela atividade de cicatrizacdo de feridas (Murthy et al., 2004; Pirbalouti et
al., 2010).

De acordo com este estudo, o grupo SPg 1,0% apresentou maior diferenca
significativa em relacdo a contracdo das feridas entre os grupos de tratamento e nos
aspectos clinicos das lesdes, assim como grupo GPg 1,0% também apresentou
significancia no processo de cicatrizacdo, ambos até o 7° dia de tratamento, podendo
assim indicar interferéncia do extrato e gel cremoso contendo Punica granatum Linn sobre

as ceélulas presentes nesta regido assim como nos mediadores quimicos da inflamacéo.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base na avaliacdo dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

A) A elucidacdo dos compostos presentes no EHE das cascas do fruto de P.
granatum através de LC-MS revelou 18 fitocomplexos, dentre eles, o acido galico,
acido elagico e punicalagina.

B) O extrato hidroetanolico da roma (P. granatum L.) produziu uma significante
atividade antibacteriana (bacteriostatica e bactericida) in vitro sobre as linhagens
estudadas de S. aureus (ATCC6538P) e P. aeruginosa (ATCC9027).

C) Os géis cremosos contendo o EHE de P. granatum L., nas concentracdes de 0,5 e
1,0 %, apresentaram alteracdes consideradas aceitaveis nos ensaios de pré-
estabilidade e de estabilidade acelerada.

D) As formulacdes incorporadas com EHE de P. granatum, em estudo in vitro,
apresentaram atividade anti-microbiana frente as cepas de S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli e Salmonella sp nas concentracdes estabelecidas, assim como
inibiram o crescimento de fungos e bolores e bactérias aerdbias.

E) Quanto a toxicidade aguda cutanea, nenhuma alteracdo foi constatada nos
aspectos comportamentais dos animais submetidos ao teste.

F) A aplicacao tépica do extrato hidroetandélico e do gel cremoso de Punica granatum
L. a 1% sobre feridas excisionais induzidas experimentalmente aceleraram o
processo cicatricial no periodo de 7 dias, modulando a resposta inflamatéria e a

colageneizacéao do tecido.
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RENISUS - Relacio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS

Espécies vegetais
1 | Achiles miliefolium 37 | Uppia ddoides
2 |Alllurm sativum 38 | Malva sylvestris

3

JAloe spp® (A. vera ou A. barbadensis)

38

Maytenus spp* (M. aguifolium ou M.
Weifalia)

4

5

lepecioss)

JAlpinis spp* (A. zerumbet ou A.

40

Mentha puleglum

JAnacardium occidentale

41

Mentha spp® (M. aisps, M. piperita ou
M. villoss)

Mikania spp*® (M. glomerata ou M.

6 |Ananas comosus 42 laevigats)
7 |Apulels ferres = Caesalpinia ferrea * 43 | Momardica charantia
8 Arrabidses chice 44 | Morus sp*
S |Artemisia sbsinthiwn 45 | Oclmum gratissimum
10 |Bsccharts trimera 46 | Orbignya speciosa
11 Bauhinia spp* (8. affinis, B. forficats ou 47 Passifiora spp* (P. alata, P. edulis ou P.

8. variegats) incamata)

: Pearses spp® (P. gratissima ou P.
12 |Bidens piioss 48 americana)
13 |Calenduts officinalis 49 | Petroselinum sativum
Phyllanthus spp® (P. amarus, P.nivurd,

14 |Caraps gulanensis 50 Y Nus @ P. urinaria)
15 |Casearia sylvestris 51 | Mantago major
16 IChamomilla recutita = Matricaria 52 Plectranthus barbatus = Coleus

ichamomills = Matricaris recutits barbatus

- Polygonum spp*® (P. acre ou P.

17 |Chenopodiurm ambrosioldes 53 hydrogiperoides)
18 |Copalfera spp* 54 | Portulaca plloss

iCordia spp* (C. curassavica ou C.
19 varbenacas)® 55 | Peidium guajava
20 [Costus spp* (C. scaber ou C. spicatus) 56 | Punica granatum
21 |Croton spp (C. cajucara ou C. zehntnerd) | | 57 | Rhammus purshiana
22 |Curcuma longa 58 | Ruta graveviens
23 |Cynara scolymus 59 | Sailx albe
24 |oan @ subey 60 Schinus terebinthifolius = Schinus

arpeira

DAF/SCTIE/MS - RENISUS - fev/200%
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25 IBeuthenne plicata 61 | Solanum paniculaturn

26 Iﬁqu&etum arvense 62 | Solidago microgiossa
Stryphnodendron adstringens =

27 |Erythrina mufungu 63 Stryphnodandron barbatimam

28 |Eucalyptus globuius 64 | Srzyglum spp* (S. Jambolanum ou S.

curming)

29

Eugenis unificors ou Myrtus brasiiana®

65 | Tabebuls avallanedese

30 |Foeniculurn vulgare 66 | Tagetes minuta
31 |Glycine max 67 | Trifolium pratenss
32 |Marpagophytumn procunbens 68 | Uncaria tomentoss
33 Patropha gossypiifoils 69 | Vernonia condensats
Vernonia spp® (V. ruficoma ou V.

34 Pusticle pectoralls 70 oolv; o)
35 [Kalanchoe pinnata = Bryophyium

caiycinum® 71 | Zinglber officinale
36 |Lamium album

* cefinir a(s) espécie(s) com cultivo, estudos ¢ incicaclo de wso

DAF/SCTIE/MS - RENISUS - fev/2005
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GEL CREMOSO

PROPRIEDADES E APLICACAQ

Gel cremoso ndo 16nico, mdicado para todos 05 tipos de pele. Nio altera a viscosidade em presenca
de dlcool etilico e glicos.

FORMULA
Componentes Quantidade
poliacrilamida, 1soalcanos C13-14 e dlcoo! laurilico etoxilado 7 OF ig
solugdio conservante de parabenos ERY
solugdo conservante de imidazolidinilureia a 50% 06¢g
agua purificada qsp 100g
ORIENTACOES PARA O PREPARO

Em recipiente adequado, dispersar o composto de poliacrilamida na dgua ¢ adicionar os demais
componentes, sob agitagdio.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em reciptente adequado, de plastico opaco ao abrigo da luz e 3 temperatura ambiente.
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. UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS- GRADUAGAO
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA - UNIFAP

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Amapé
APROVOU (ad referendum), na reunido de 24 de junho de 2015, o parecer
referente ao protocolo no. 0015/2015 e certifica que o Projeto de Pesquisa
intitulado “Potencial terapéutico de formulactes fitoterapicas no
tratamento de leses cutineas® coordenado por Jocivania Oliveira da

Silva, esta de acordo com s principios de ética e bem estar animal.

- CERTIFICATE

The Ethics Committee on Animal Use of the Amapd Federal University
APPROVED (ad referendum) at the meeting of 24 June 2015, the final
decision about the Protocol 0015/2015 and certify that the research project
entiled "Potencial terapéutico de formulacbes fitoterapicas no
tratamento de lesGes cutaneas' coordinated by Jocivania Oliveira da
Silva, is in accordance with the principles of ethics and animal welfare,

Macapd, 24 de junho de 2015

i )
A Moo csnei

Prof. Tit. José Carlos Tavares Carvalho
Presidente CEUA-UNIFAP ..~
' Port. No. 1733/2014 P,

Universidade Federal do Amapa

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos- Graduagao

Comité de Etica no Uso de Animais ~ CEUA - UNIFAP

Rod. Juscelino Juscelino Kubitscheck, km 02 - Campus Marco Zero,
Macapa - AP, 68903-419 email: farmacos@unifap.br

Fone (96)4008-2007
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ANEXO 4

Grupo tratamento:

N° animal:
Dias 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Infecgéo
Hiperemia em torno da ferida
Crostas
Necrose em torno da ferida
Fundo sangrante
Medidas com Paquimetro (0-150mm)
R: raio>
r: raio<
Area= T.R.r
Média da area (no término)
Desvio Padrdo da area (no término)
Consumo de racgéo:
Consumo de &gua:
Area inicial da ferida (WO)
Area da ferida (dia da biopsia) (W1)
% de contracéo da ferida= W0 — W1 x 100
w1
Ausente: 0 Leve: 1 Moderada: 2 Intensa:3

Nome executor:

OBS: Realizar a média e o desvio padrdo da % de contragao da ferida dos animais po55r grupo
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