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RESUMO

Inimeras pesquisas tém sido direcionadas para o descobrimento de novos
agentes, com acao cicatrizante e/ou antimicrobiana, oriundos de extratos de
plantas, para serem utilizados como fitoterapicos chas, suplementos ou outro
insumo natural que venham a trazer beneficios para o individuo, mesmo que
estes beneficios sejam indiretos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana e citotoxica do extrato etandlico do caule da espécie vegetal
Zeyheria tuberculosa para utilizacdo por via topica e/ou ingestdo oral como
cicatrizante em feridas cutaneas. O extrato foi submetido a ensaios in vitro de
avaliacdo da atividade antimicrobiana, pela técnica de difusdo de disco, com
cepas padrdo ATCC (American Type Culture Collection) e a determinagdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Para os ensaios in vivo utilizou-se como
modelo animal ratos de linhagem Wistar. Os animais foram divididos seis grupos
(n=4) identificados a partir da terapéutica. Diariamente realizaram-se curativos e
avaliacdo das lesdes e das condi¢des clinicas do animal. No 3°, 7°, 11° e 14° dias
do experimento foram realizadas cultura e biopsia de uma das lesbes para
realizacdo de histopatolégicos. Ao término do experimento foi coletado sangue
para andlise bioquimica e retirado baco e figado para analise histologica. Os
ensaios antimicrobianos por difusdo em disco mostraram atividade frente as
cepas de Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
aureus, sendo este ultimo na concentragéo inibitéria minima foi 62,5 ug/mL. O
extrato atuou de forma significativa por via topica, diminuindo a resposta
inflamatoria inicial. A analise histologica do figado mostrou auséncia de

hepatotoxicidade. A avaliagdo bioquimica evidenciou parametros semelhantes de
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colesterol, triglicerideo e glicose entre todos os animais do experimento. Portanto,
mostra-se promissor para o desenvolvimento de um produto que possa ser

utilizado de forma alternativa no reparo de feridas cutaneas infectadas.

Descritores: Cicatrizacdo de feridas; Bioensaios; Extratos vegetais; Suplemento;

Testes de sensibilidade microbiana.
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ABSTRACT

Numerous studies have been directed to the discovery of new agents, with healing
action and / or antimicrobial, from plant extracts to be used as herbal teas,
supplements or other natural ingredient that will bring benefits to the individual,
even if they benefits are indirect. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial and cytotoxic activities of ethanolic extract of the stem of the plant
species for use Zeyheria tuberculous topically and / or oral ingestion as a healing
of skin wounds. The extract was subjected to in vitro evaluation of antimicrobial
activity by the disk diffusion technique, with strains ATCC (American Type Culture
Collection) and the determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC). For
in vivo testing was used as an animal model of Wistar rats. The animals were
divided into six groups (n = 4) identified from the treatment. Daily dressings were
carried out and evaluation of lesions and the clinical condition of the animal. In the
3rd, 7th, 11th and 14th days of the experiment were performed culture and biopsy
of a lesion to perform histopathology. At the end of the experiment was collected
blood for biochemical analysis and spleen and liver removed for histological
analysis. Antimicrobial assays by disk diffusion showed activity against the strains
of Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus
aureus, the latter being the minimum inhibitory concentration was 62.5 mg / mL.
The extract acted significantly topically, by decreasing the initial inflammatory
response. Histological analysis of the liver showed no hepatotoxicity. The
biochemical evaluation parameters showed similar cholesterol, triglyceride and

glucose among all animals in the experiment. Therefore shows promise for the
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development of a product that can be used alternatively for the repair of infected
wounds.
Descriptors: Wound healing; Bioassays; Vegetal extracts; supplement; Microbial

sensitivity tests.
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1 INTRODUCAO GERAL




A pele é o maior sistema do corpo humano correspondendo
aproximadamente a 6% do peso corporal. Ela é composta por duas camadas a
epiderme, mais superficial, e a derme mais profunda, que une a epiderme ao
tecido subcutadneo ou hipoderme (Figura 1). As células mais encontradas na
derme séo os fibroblastos, responsaveis pela producdo de matriz extracelular.
Na ocorréncia de lesao tecidual, os fibroblastos que circundam a ferida migram
para seu leito produzindo matriz rica em colageno, que atua para isolar e

reparar a injuria (GONCALVES et al., 2010).

Epiderme

Derme

Hipo-
derme

Figura 1. Representagdo esquemética da pele.
Fonte: http://www.reginaambar.com.br/cursos/artigo_anatomia_da_pele.html

Epiderme e derme atuam protegendo o organismo de agressodes e
agentes externos, exercendo assim importantes funcdes tais como: auxilio na
manutencdo da temperatura corporal, protecdo contra invasao de
microrganismos patogénicos, participacdo na regulacédo e equilibrio da perda
de liquidos e sintese da vitamina D, o que a torna um 0rgéo vital, indispenséavel
a homeostase humana e a sobrevivéncia (SILVA et al., 2011). Como qualquer
outro Orgao, esta sujeita a sofrer agressdes oriundas de fatores patologicos

intrinsecos e extrinsecos que irdo causar o desenvolvimento de alteracdes na



sua constituicdo como, por exemplo, as feridas cutaneas, que podem levar a
sua incapacidade funcional (MORAIS et al., 2008)

As feridas sdo um grande problema tanto para os individuos
portadores, como para o sistema de saude. O processo de cicatrizagdo por ser
complexo e demorado, onera o tratamento e traz grandes repercussodes na vida
do individuo, tornando-se entdo um problema de saude publica com
repercussdes fisicas e sociais (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).
Também ha relato de que as feridas, além de promoverem mudancas
significativas no estilo de vida de seu portador, em decorréncia da dor cronica e
desconforto, podem ser geradoras de depressdo, perda da autoestima,
isolamento social, inabilidade para o trabalho, bem como, hospitalizagbes
(WAIDMAN et al., 2011).

O principal tratamento clinico destinado as feridas ainda é o curativo.
Esses curativos visam manter o meio favoravel a cicatrizacdo, previnem a
desidratacdo do tecido, o que levaria a morte celular; aceleram a angiogénese;
estimulam a epitelizacdo e a formacgédo do tecido de granulacédo; facilitam a
remocdao do tecido necrético e de fibrina; servem como barreira protetora contra
microorganismos; promovem a diminui¢cdo da dor; evitam a perda excessiva de
liguidos e traumas mecanicos durante a troca (FRANCO; GONCALVES, 2008).

Apesar de a industria farmacéutica ter conseguido avancar
tecnologicamente, ainda é dificil reprimir as infec¢des bacterianas e/ou fungicas
presentes no leito da ferida, as quais sédo consideradas como principal fator de
retardo no processo de cicatrizagdo (DEALEY, 2006). A infec¢do prolonga a
fase inflamatodria, retarda a sintese de colageno, impede a epitelizacdo e

contribui para a destruicdo do tecido, provocando necrose tissular. Os



antimicrobianos sistémicos e tépicos, quando utilizados com a finalidade de
conter a infeccdo da ferida, podem provocar o aparecimento de cepas
multirresistentes e sé podem ser utilizados quando a infeccao da ferida ja afeta
outros sistemas (SILVA; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007).

Nos ultimos anos pode-se observar um movimento de busca por
produtos naturais, que ndo sejam modificados quimicamente. H4 uma busca
por fitoterapicos, chas, suplementos e outros insumos naturais que venham a
trazer beneficios para o individuo, mesmo que estes beneficios sejam indiretos
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Neste contexto, a utilizacdo de plantas medicinais tem recebido
apoio da Organizacdo Mundial da Saude, sendo refletida no Brasil, pela a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no
Sistema Unico de Saude — SUS. Esta politica atende, sobretudo, a
necessidade de se conhecer, pesquisar, apoiar, incorporar e programar
experiéncias ja consolidadas em outras partes do mundo. A medicina
tradicional chinesa é um grande exemplo desta evolugdo e até hoje vem
aprimorando suas pesquisas com vistas a utilizacdo de tratamentos mais
naturais e com seguranca para o usuario (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O Brasil possui uma ampla biodiversidade de plantas, considerada
das maiores do mundo, muito embora, menos de 10% de suas espécies
vegetais tenham sido avaliadas quanto a sua atividade bioldgica, e menos de
5% das mesmas foram submetidas a estudos fitoquimicos (LUNA et al., 2005).
O Nordeste brasileiro detém uma variada flora nativa, rica em espécies com

propriedades terapéuticas de uso etnobotanico. Porém, pesquisas



biomonitoradas sdo necessarias para investigacdo e validacdo do potencial
fitoterapico e aproveitamento racional dessas espécies (SANTOS et al., 2006).

Diante dessa problematica, tornam-se necessarios estudos
experimentais com 0 objetivo de identificar produtos ou substancias naturais,
de origem vegetal, que promovam a cicatrizacdo e debelem a infec¢do, em
apresentacdes que sigam as caracteristicas do curativo ideal e que favorecam
0s processos bioquimicos e moleculares envolvidos na reparacao tecidual.

A espécie escolhida para este estudo, Zeyheria tuberculosa, é
conhecida popularmente como Ipé felpudo, apresenta altura de 15 a 23 m de
comprimento, com tronco de até 60 cm de didmetro, tendo como principal
caracteristica um revestimento de casca de até cinco cm de espessura.
Apresenta facil multiplicagdo e rapidez no crescimento, sendo utilizada em
reflorestamentos. Sua madeira é leve, flexivel, de alta durabilidade, sendo
importante na fabricacdo de cabos para ferramentas, instrumentos agricolas e
papel (ORTOLANI, 2007). Foi muito utilizada para tratamento de afeccOes
cutaneas (furinculos, eczema, feridas e Ulceras) por indios brasileiros da
regido sudeste e, no estado de Minas Gerais, vem sendo usada popularmente
para o tratamento de cancer (DUARTE-WEINBERG; GOTTLIEB; OLIVEIRA,
1976).

Um estudo prévio com o extrato bruto em etanol (EtOH), bem como
cinco fracbes oriundas da particio e da filtracdo do caule da planta,
apresentaram atividade antimicrobiana e antifingica frente a Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Neste mesmo estudo
foram isolados quatro flavondides, sendo eles: (1) 4’-hidroxi-5,6,7,8-tetra-

metoxiflavona; (2) 4’,5,6,7-tetraidroxiflavona; (3) 3,5,7,8-tetrametoxiflavona e (4)



5,6,7,8-tetrametoxiflavona (BASTOS et al.,, 2008). A partir destes resultados
promissores continuou-se o estudo acrescentando a atividade cicatrizante in
vivo do extrato etanolico bruto.

O presente trabalho visa avaliar a atividade antimicrobiana,
citotoxica e cicatrizante do extrato etandlico bruto do caule da espécie vegetal
Zeyheria tuberculosa, em feridas excisas em ratos Wistar, observando os
efeitos do extrato por via topica e/ou por ingestéo oral.

Para tanto esta dissertacdo consta de um capitulo de revisdo da
literatura, abordando os pressupostos tedricos necessarios a discussao da

tematica. Na sequencia é apresentado o artigo de resultados, além das

consideracdes finais com sugestdes para futuros trabalhos.



2 REVISAO DA LITERATURA




2.1 O processo de cicatrizagao das feridas

As feridas podem ser definidas como interrupcdes da integridade
cutaneo-mucosa, decorrentes de desequilibrios e agravos da saude, a exemplo
da deficiéncia circulatoria, do trauma, das cirurgias, dentre outros. Elas podem
impedir ou dificultar aspectos basicos da vida, como a locomocdo, a
convivéncia, as relacdes interpessoais, entre outros (SOUZA; MATOS, 2010).

De modo geral, uma ferida cicatriza-se por primeira, segunda ou
terceira intencdo. Nas feridas que cicatrizam por primeira intencdo, a
recuperacdo € mais rapida, pois as bordas do tecido sdo aproximadas por
sutura e ha pouca perda tecidual. Por segunda intencdo, o processo é mais
demorado e suscetivel a sequelas, devido a perda tecidual extensa, o ferimento
€ mantido aberto, para que a lesdo cicatrize, seguindo 0s processos naturais
de granulacdo, contracdo e epitelizacdo, muitas vezes apresentando
fechamento lento e insuficiente. Nas feridas que cicatrizam por terceira
intencdo, a sutura é realizada tardiamente ou refeita apdés o rompimento por
complicagbes graves ou infec¢cdes (DEALEY, 2006; SILVA, FIGUEREDO,
MEIRELES, 2007; LIMA, 2010).

Quando um ferimento acontece, o organismo desencadeia uma
cascata de eventos celulares e bioquimicos. Este processo de cicatrizacdo €
complexo e envolve as fases: inflamatéria, proliferativa e de remodelagem
(Figura 2).

Essas fases se sobrepbem de forma continua e temporal sendo,
portanto, impraticavel a separacdo da sequéncia de eventos em periodos

sistematicamente definidos (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).
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Figura 2: Representacdo esquematica da especificidade celular imunol6gica correlacionada
temporalmente com as fases da cicatrizagéo.
FONTE: MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009

2.1.1 Fase inflamatodria

A primeira etapa prepara a ferida para a cicatrizagdo, removendo
restos celulares e tecidos desvitalizados. Alguns autores denominam esta fase
de defensiva, inicial ou exsudativa (SILVA; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007).

Imediatamente apds a leséo, inicia-se o processo inflamatorio, reacao
natural do organismo a qualquer tipo de agressédo. Iniciando-se com uma
vasoconstriccdo para que o0 sangramento cesse e simultaneamente ha o
desencadeamento da cascata de coagulacdo, resultando na conversao de
fibrinogénio em fibrina, por meio da acdo da trombina. ApGs essa etapa ocorre
uma vasodilatacdo local, aumentando a quantidade de liquido plasmatico o que
favorece aos sinais classicos da inflamacdo aguda, sendo: dor, calor, rubor e

edema. Esses sinais podem ser minimos, transitérios ou duradouros (MOURA

etal., 2011).



Ainda na fase inflamatoria, ocorrera, primeiramente, a migracdo de
neutrofilos dos vasos sanguineos para a ferida e, posteriormente, mondcitos se
infiltrardo em resposta a estimulos semelhantes aos de neutréfilos, e se
diferenciardo em macréfagos. Esses macrofagos ativados sé@o as principais
células efetoras do processo de reparo tecidual, degradando e removendo
componentes do tecido conjuntivo danificado, como colageno, elastina e
proteoglicanas. Os macréfagos também sdo importantes por produzirem uma
diversidade de fatores de crescimento que se destacam como as principais
citocinas necessérias para estimular a angiogénese e, consequentemente, a
formacdo do tecido de granulagdo (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009;

ISAAC et al., 2010).

2.1.2 Fase proliferativa

Essa fase é caracterizada pela presenca de tecido de granulacao,
formacao de novos vasos, se estendendo até a epitelizacao total e contracao
da ferida. A proliferacdo € a fase responsavel pelo fechamento da leséo
propriamente dita. Também pode ser chamada de fase fibroblastica ou
reconstrutiva. O tecido de granulacdo ocupa o tecido lesionado, cerca de
quatro dias apés a lesao. 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
(SILVA; MEIRELES; FIGUEREDO, 2007).

Esses fibroblastos estdo envolvidos diretamente na producdo de

colageno, proteina responsavel por proporcionar resisténcia e rigidez ao tecido

neoformado. A medida que a proliferacdo epitelial persiste e a ferida esta



totalmente preenchida pelo tecido de granulagéo, ocorre a formagdo de uma
fina cobertura sobre a pele; a esse processo da-se o home de reepitelizacao
(ISAAC et al., 2010).

A acédo de fibroblastos especializados (miofibroblastos) produz a
contracao da ferida, diminuindo gradativamente o tamanho da lesdo, o que

caracteriza o final da fase proliferativa (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

2.1.3 Fase de remodelagem

Também chamada por alguns autores de fase de rematuracdo. Este
processo ocorre lentamente levando muitos meses ou as vezes anos e, mesmo
assim, uma cicatriz cutanea completamente madura possui apenas 70% a 80
% da resisténcia da pele normal (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).

Consiste na reorganizacdo das fibras de colageno e na substituicdo
das fibras tipo Il pelas fibras tipo I. A resisténcia de uma cicatriz € dada pela
quantidade de colageno depositada e pela forma com que as fibras estédo
organizadas. Ao final desta etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e
glandulas, sofrem regeneracao limitada e a coloracdo da cicatriz permanece
palida, pois a regeneracao dos melandcitos € deficiente (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005).

Alguns fatores podem influenciar, comprometendo a evolugdo destas
fases, tais como: estado nutricional; doencas pré-existentes (diabetes,
hipertenséo); idade (idosos tem maior dificuldade na regeneracéo dos tecidos),
infecgcdo (seja ela localizada ao leito da lesdo ou sisttmica) e a escolha

inadequada da substancia para curativo (DEALEY, 2006).



A escolha da substancia para cada tipo de lesdo é dindmica, assim
como o processo de cicatrizacdo j4 descrito; para o sucesso de todas essas
etapas, a escolha da substéancia correta para atuar em cada uma delas é
fundamental. E preciso fazer o acompanhamento do processo de cicatrizag&o
para decidir qual o melhor método. Atualmente, sdo usados varios métodos
para o tratamento de feridas cronicas, tais como desbridamento, irrigacao,
antibiéticos, enxertos de tecido e enzimas proteoliticas. Cada um desses
métodos apresentam suas vantagens e desvantagens, que vao desde grandes
desconfortos, como dor e sangramentos, até os efeitos colaterais indesejados

(NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL, 2007).

2.2 A terapéutica da cicatrizagao de feridas

O objetivo do tratamento de feridas € promover a cicatrizacdo em um
menor tempo possivel com o minimo de dor, desconforto e cicatrizes para o
paciente. Deve ocorrer em um ambiente fisioldgico, propicio para o reparo e a
regeneracao tecidual (THAKUR et al., 2011).

Mesmo com o avanco tecnolégico da industria, ainda ndo se conseguiu
produtos ideais que consigam favorecer por completo o processo de
cicatrizagdo. Algumas substancias mostraram-se ineficientes ou mesmo
atuantes no retardamento da cura (AMORIM et al., 2006). Isso acontece
porque a terapéutica de reparacdo cutanea deve ser individualizada,
considerando os fatores locais, como infeccdes e necrose, e os fatores
sistémicos, como a hipertensdo, a diabetes e a desnutricdo, que influenciam

diretamente no sucesso do tratamento.



Por isso, a cada dia vé-se a necessidade da composicdo de equipes
multiprofissionais, compostas por enfermeiros, nutricionistas, farmacéuticos,
médicos, psicologos e fisioterapeutas, com a finalidade de ver o individuo de
forma holistica, buscando controlar os fatores que causam ou perpetuam as
lesbes (PAGGIARO et al., 2010).

Atualmente, ha no mercado mundial, diversas op¢des de materiais que
podem ser utilizados nas diferentes etapas de tratamento das feridas como
terapéutica tdépica, durante a realizacdo do curativo, que atuam na limpeza,
desbridamento, diminuicdo da populacdo bacteriana, controle do exsudado e
até como estimulo a granulacao.

Um estudo cita que existe em torno de 2.500 itens que se destinam ao
tratamento de feridas agudas e cronicas, desde a mais simples cobertura,
solugdes para higienizacdo e antissepsia até os mais complexos tipos de
curativos, chamados "curativos inteligentes" ou "bioativos", que interferem de
forma ativa nas diversas fases do processo cicatricial, dos varios tipos de
feridas (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Apesar de alguns desses produtos apresentarem um excelente
resultado, um complicador do tratamento é o0 custo desses curativos
industrializados. As feridas croénicas, aquelas cujo periodo de recuperacdo €
superior a trés semanas, custam ao sistema de salde dos EUA algo em torno
de 25 bilhdes de dolares por ano (FAN et al.,, 2011). No Brasil, um estudo
realizado com portadores de Ulceras de pressdo estimou o custo entre R$
98,90 e R$ 180,00 reais por dia. Esses valores sao apenas dos curativos
utilizados no tratamento ambulatorial. Quando este paciente necessita de

internacdo, o custo para o sistema de saude é ainda maior; a média do valor



diario de hospitalizacdo, para os portadores de lesdes cutaneas € 45% mais
elevado se comparado com outras hospitalizagdes (LIMA; GUERRA, 2011).

A utilizacdo de plantas ou produtos desenvolvidos a partir delas, pode,
além de diminuir os gastos com o tratamento, proporcionar ao portador de
lesBes cutdneas melhoria na qualidade de vida, permitindo a populagdo menos
favorecida, o acesso a produtos com eficacia terapéutica e baixo custo,
ampliando assim a capacidade de atendimento nas Unidades de Saude da
Familia.

O crescente interesse por alternativas terapéuticas, na cicatrizagéo de
feridas, estimula a busca de produtos na flora, que possam ser utilizados com
este fim. Dessa forma, pesquisas desta natureza necessitam ser estimuladas e
apoiadas pelos oOrgdos de fomento, visando o incremento do arsenal
terapéutico, na perspectiva da introducdo da fitoterapia no tratamento das
feridas, principalmente, as cronicas. O Brasil esta entre os paises que
apresentam a chamada megadiversidade, possuindo, aproximadamente,
120.000 espécies vegetais. No entanto, somente 10% destas espécies foram

estudadas do ponto de vista fitoquimico e biol6gico (PAGANO; SCOTTI, 2011).

2.3 A utilizacao de plantas na cicatrizag&o de feridas

A cultura brasileira popularizou o uso de plantas, no interior do pais,
quase todos os habitantes tém uma horta com plantas consagradas pela
cultura popular, denominadas como medicinais, ou seja, os chamados chéas de

ervas, chas curativos. A camomila para colica de bebé, horteld, capim limao ou



capim cidreira como calmantes, barbatimdo, como cicatrizante, entre outras
(VULCANO; SILVEIRA; ALVAREZ-LEITE, 2008).

Desde o final da década de 70, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) vem incentivando o estudo das plantas medicinais, com 0 objetivo de
avaliar cientificamente os beneficios da utilizacdo de fitoterapicos e o
conhecimento dos riscos de seu uso indevido (LOGUERCIO; BATTISTIN;
VARGAS, 2005). O desenvolvimento de produtos menos elaborados
guimicamente parece apresentar uma grande economia, em relacdo aos
tratamentos convencionais com medicamentos laboratoriais, portanto, as
terapéuticas alternativas devem ser pesquisadas e divulgadas (DEALEY,
2006).

No Brasil, o Ministério da Saude tem incentivado financeiramente
projetos de pesquisa para o desenvolvimento de fitoterdpicos a partir de
espécies que sirvam de suporte terapéutico ao tratamento de doencas e
comorbidades de saude. A criacdo da Politica Nacional de Préticas Integrativas
e Complementares do SUS/PNPIC/2006 propde a inclusdo das plantas
medicinais, da fitoterapia, da homeopatia, da medicina tradicional
chinesa/acupuntura e do termalismo social/crenoterapia como opc¢des
terapéuticas no SUS. Ademais, traz dentre suas diretrizes a elaboracdo da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) e a
preocupacao com o provimento e acesso de plantas medicinais e fitoterapicos
aos usuarios do SUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Quanto ao potencial antimicrobiano e cicatrizante das plantas,
pesquisas realizadas em varios paises tém demonstrado evidéncias, a partir de

varios extratos, 6leos essenciais e substancias extraidas da flora mundial



(YATSUDA et al., 2005; FERREIRA et al., 2006; MARTINS et al., 2006). O uso
de plantas para o tratamento de feridas parece promissor, no entanto as
evidéncias cientificas quanto ao uso de substancias alternativas no tratamento
de feridas, observou-se um pequeno numero de estudos de caso, que
correlacionavam a cicatrizacao de feridas com o uso de fitoterapicos (PIEPER;
CALIRI, 2003).

Dos medicamentos listados na farmacopéia ocidental, entre 1 e 3% sao
destinados para uso na pele e em feridas, sendo que apenas um terco desses
remeédios sdo elaborados a partir de ervas (HAYOUNI et al., 2011).

Algumas espécies vegetais jA sao popularmente utilizadas no
tratamento de lesdes cutaneas. O Aloe vera (Liliaceaeae), conhecido como
Babosa, também tem sido relatado como antimicrobiano e cicatrizante de
feridas, principalmente em diabéticos e queimados (MAJEWSKA;
GENDASZEWSKA-DARMACH, 2011). O uso tépico da solucdo de Papaina em
diversas concentracdes (2 a 10%), também tem apresentado bons resultados,
em feridas cutdneas abertas que precisam de uma substéncia desbridante
(FERREIRA et al.,2008). Stryphnodendron polyphyllon Mart. e S. obovatum
Benth (Leguminosaceae), conhecidas popularmente como Barbatimdo faz
parte de um fitoterapico (Elixir Sanativo®) utilizado para diversas enfermidades,
incluindo feridas contaminadas (LOPES et al., 2005).

Estudo relata a preparacdo de mucilagem de diferentes espécies de
plantas, entre elas, a Bletia purpurea (Orchidaceae) e a Kalanchoe pinnata
(Crassulaceae), conhecidas popularmente como orquidea e folha da fortuna,
que apresentam atividade antimicrobiana no tratamento de feridas. Outro

estudo isolou triterpendides, das folhas de Rhizophora mangle



(Rizophoraceae), conhecida como mangue vermelho, que foram ativos como
cicatrizantes. Pesquisadores confirmaram ainda a atividade antimicrobiana,
frente a S. aureus, de trés extratos vegetais hidroalcodlicos, sendo eles das
folhas de aroeira (Myracrodruon urundeuva), erva-baleeira (Cordia verbenacea)
e alecrim-pimenta (Lippia sidoides) (SILVA et al., 2010; PINHO, 2012).

A planta explorada nesta pesquisa faz parte da familia Bignoniaceae,
Cujos 0s géneros mais comuns sao Tabebuia, que inclui os Ipés e o Pau-
d’arco; Pyrostegia, Flor-de-Sédo-Jodo; a medicinal Unha-de-Gato do género
Bignonia e as vérias espécies do género Zeyheria (ORTOLANI, 2007).

2.4. Familia Bignoniaceae e Género Zeyheria

A familia Bignoniaceae possui cerca de 120 géneros e 800 espécies
com distribuicdo em todo o mundo, com predominancia nas regides tropicais e
sub-tropicais do mundo. Na América do Sul, os géneros mais representativos
sdo Tabebuia e Zeyheria, as quais possuem espécies que apresentam grande
valor econbmico na construcdo civil, fabricacdo de moveis e na industria
madeireira (RAHMATULLAH et al., 2010).

As plantas da familia Bignoniaceae sdo importantes por relatos de
constituintes bioativos e diversas atividades farmacologicas, inclusive na
medicina tradicional para o tratamento de doengas como cancer, picada de
cobra, doencas de pele, distlrbios gastrointestinais, distirbios do trato
respiratorio, afec¢des ginecoldgicas, distlrbios hepaticos, epilepsia, colera, dor,
problemas urinarios, malaria, problemas cardiacos e doencas sexualmente
transmissiveis (RAHMATULLAH et al., 2010).

As espécies pertencentes a familia Bignoniaceae sdo angiospermas,

gue apresentam sementes com dois cotilédones, caracterizadas por apresentar



corpo vegetativo dividido em raiz, caule e folha; possuem ainda, ciclo de longo
crescimento secundario e caule lenhoso (CORREA, 1984).

Dentre as espécies deste género que possuem atividades
antiinflamatoéria, anticoncepcional, antireumatica, anestésica e antisifilitica,
utilizadas pelas culturas indigenas da América do Sul, podemos citar as
espécies Jacaranda micranta Cham., Tabebuia caraiba Bur., Tecoma
sambucifolia Kunth e T. stans L. (MUNOZ-MINGARRO et al., 2003).

Algumas pesquisas indicam que géneros desta familia possuem um
alto indice de atividade antimicrobiana, dentre os quais pode-se citar:
Dolichandrone, Kigelia, Arrabidaea, Newbouldia, Oroxylum, Stereospermum,
Mayodendron e Zeyheria (HOUGHTON et al., 2002; LIMA et al., 2003; EYONG

et al., 2006; HASHEM; EL-SAWI; SLEEM, 2007; BASTOS, et al.,2009).

2.4.1 A espécie vegetal Zeyheria tuberculosa

E caracterizada por apresentar arvores de médio a grande porte, entre
dez a trinta metros de altura, copa arredondada com diametro proximo dos
cinco metros, conhecida popularmente como Ipé-felpudo ou Ipé-tabaco
(CORREA, 1984; LORENZI, 2002).

A espécie Z. tuberculosa (Figura 3) possui tronco reto, cilindrico e
casca grossa cinza-clara a pardo-amarelada. A folha inteira, assim como o
resto da planta, € recoberta por uma camada espessa, semelhante a um
veludo, por esse motivo a origem do home popular. Seus ramos geralmente séo
grossos, asperos, e felpudos quando novos. As folhas sdo opostas cruzadas,
pentadigitadas e grandes. A inflorescéncia surge ap0s a brotacdo das folhas,
em forma de cachos entre os meses de novembro a fevereiro. Seus frutos se

apresentam capsulados na forma oval, externamente revestidos de densas



expansodes, semelhantes a um pélo grosso lenhoso, com inimeras saliéncias,
tipo tubérculos, sendo esta a razdo do nome da espécie. As sementes séo
achatadas, branco-amareladas, felpudas, que germinam facilmente quando
colocadas sob uma fina camada de solo ou palha Umida. Esta espécie, de
grande potencial econbémico, estda ameacada de extingdo em decorréncia da
atuacdo humana em atividades agropecuarias, madeireiras e de carvoaria
(LUZ; FERREIRA, 1985; GONZALES; VALERI, 2011). Possui mais de um tipo
de habitat, no territério brasileiro, podendo ser encontrada nos Cerrados, na

Mata Atlantica e regido Amazonica (PAULETTI et al., 2003).

3B

Figura 3 - 3A - Zeyheria tuberculosa (Vell). Bur. — popularmente conhecida Ipé
felpudo; 3B - Zeyheria tuberculosa detalhe para folhas e flores. Fonte
http://www.arkive.org/zeyheria/zeyheria-tuberculosa/image-G101668.html.
Acesso em 09/06/12.



No género Zeyheria, a espécie Z. tuberculosa possui alguns relatos
populares indicando o0 uso desta planta para o tratamento das afecgOes
cutaneas (uso externo - banho) por indios brasileiros da regido sudeste, e para
o tratamento de cancer. O extrato aquoso € administrado por via oral em
adultos, no estado de Minas Gerais, Brasil (DUARTE-WEINBERG; GOTTLIEB;
OLIVEIRA, 1976) e o decocto, preparado a partir das raizes de Z. montana
Mart., é utilizado sob a forma de banhos contra as doencas de pele (JACOME
et al., 1999).

Para a espécie em estudo, Zeyheria tuberculosa, Bastos et al. (2008),
comprovou sua atividade antimicrobiana frente ao Staphylococcus aureus e a

Candida albicans, além do isolamento de quatro flavonoides (figura 4), dos

quais trés foram descritos pela primeira vez neste género.

5,6,7-Trimetoxiflavona 5,6,7,8-Tetrametoxiflavona

Figura 4 — Flavondides isolados na espécie Zeyheria tuberculosa. Fonte: Bastos,
2008.

Portanto, prosseguir o estudo com a espécie Zeyheria tuberculosa é

importante para avaliagdo do seu potencial cicatrizante, tendo em vista os




relatos descritos na literatura. A seguir serdo apresentados os resultados da
pesquisa em formato de artigo, o qual sera submetido a Revista Latino-

Americana de Enfermagem.
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SARMENTO, PA; BASTOS, MLA; ATAIDE, TR. Avaliacio do extrato da Zeyheria

tuberculosa na perspectiva de um produto para cicatrizagdo de feridas.




Resumo

Esta pesquisa avaliou a atividade antimicrobiana e cicatrizante do extrato etanolico do
caule da Zeyheria tuberculosa por via topica e/ou ingestdo oral. Para tanto, se utilizou
ensaios antimicrobianos in vitro pelo método da difusdo em disco e experimentos in
vivo tendo como modelo ratos de linhagem Wistar. Os ensaios antimicrobianos por
difusdo em disco mostraram atividade frente as cepas de Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus, para este Gltimo obteve-se uma
concentracdo inibitéria minima de 62,5 pg/mL. Nos ensaios in vivo utilizou-se 24
animais com n = 4, identificados a partir da terapéutica. Foram coletados dados clinicos,
histoldgicos e bioquimicos para avaliacdo do processo de cicatrizagdo. O extrato atuou
de forma significativa por via tdpica, diminuindo a resposta inflamatoria inicial.
Portanto, mostra-se promissor para 0 desenvolvimento de um produto que possa ser
utilizado de forma alternativa no reparo de feridas cutaneas infectadas.

Descritores: Cicatrizacdo de feridas; Bioensaios; Extratos vegetais; Testes de
sensibilidade microbiana.

Abstract

This study evaluated the antimicrobial activity and wound healing effects of the ethanol
extract of the stem of Zeyheria tuberculosa topically and/or oral ingestion. For this
purpose, was used in vitro antimicrobial assays by disc diffusion method and in vivo
experiments using the model of Wistar rats. Antimicrobial assays by disc diffusion
showed activity against the strains of Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
epidermidis and Staphylococcus aureus, the latter being the minimum inhibitory
concentration was 62.5 pg/mL. In vivo assays we used 24 animals with n = 4, identified
from the treatment. We collected clinical, histological and biochemical assessment of

the healing process. Extract served significantly topically, by decreasing the initial



inflammatory response. Therefore shows promise for the development of a product that
can be used alternatively for the repair of infected wounds.
Descriptors: Wound healing; Bioassays; Vegetal extracts; Microbial sensitivity tests.
Resumen
Este estudio evalud la actividad antimicrobiana, efectos de cicatrizacion de la herida del
extracto etandlico de tallo de Zeyheria tuberculosa por via topica y/o ingestion oral.
Para este fin, se utiliz6 en ensayos in vitro antimicrobianos por el método de difusién en
disco y experimentos in vivo usando el modelo de ratos Wistar. Los ensayos
antimicrobianos por difusion en disco mostr6 actividad contra las cepas de
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus, siendo
esta Gltima la concentracion inhibitoria minima fue 62,5 pug/mL. En ensayos in vivo se
utilizaron 24 animales con n = 4, identificados a partir de la terapia. Hemos recogido la
evaluacion clinica, histoldgica y bioquimica del proceso de curacion. Extracto sirve
significativamente por via topica, al disminuir la respuesta inflamatoria inicial. Por lo
tanto se muestra prometedor para el desarrollo de un producto que puede ser utilizado
alternativamente para la reparacion de las heridas infectadas.
Descriptores: Cicatrizacion de heridas; Bioensayos; Extractos de plantas; Pruebas de
sensibilidad microbiana.
Introducéo

O processo de cicatrizagdo de feridas envolve uma cascata de eventos
complexos, envolvendo as fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelagem. Essas
fases se sobrepdem de forma continua e temporal. O sucesso do tratamento esta
diretamente relacionado a escolha da substancia correta para atuar em cada uma dessas
etapas. Porém, quando h& infecgdo no leito da ferida é necessario debelar o processo

infeccioso para prosseguir com a terapéutica'®.



Apesar da hegemonia da alopatia e do predominio de substancias sintéticas para
uso local e sistémico para tratar feridas, observa-se um crescente interesse por
alternativas naturalistas, que promovam a cicatrizacdo das lesdes. Se antes 0 uso
terapéutico de plantas medicinais no cuidado, situava-se a margem das instituicdes de
satide, hoje ultrapassa essas barreiras para legitimar-se nesse meio®.

Dessa forma, o Ministério da Salde, gestor responsavel por fazer cumprir as
diretrizes do Sistema Unico de satde (SUS), langou em 2006, a Politica Nacional de
Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS, agregando beneficios de
ordem politica, técnica, econdmica, social e cultural. Esta politica atende, sobretudo, a
necessidade de se conhecer, apoiar, incorporar e programar experiéncias que ja vém
sendo desenvolvidas na rede publica de muitos municipios e estados, entre as quais se
destacam aquelas no ambito da Medicina Tradicional Chinesa-Acupuntura, da
Homeopatia, da Fitoterapia, da Medicina Antroposéfica e do Termalismo-
Crenoterapia®.

O Brasil esta entre os paises que apresentam a chamada megadiversidade,
possuindo, aproximadamente, 120.000 espécies vegetais. No entanto, somente 10%
destas espécies foram estudadas do ponto de vista fitoquimico e biolégico™. As plantas
da familia Bignoniaceae, na qual a espécie Zeyheria tuberculosa esta inserida, sao
consideradas importantes por apresentarem em seus constituintes principios bio-ativos e
diversas atividades farmacologicas, inclusive na medicina tradicional para o tratamento
de doencas como cancer, picada de cobra, doengas de pele, disturbios gastrointestinais,
distdrbios do trato respiratorio, afec¢bes ginecoldgicas, disturbios hepaticos, epilepsia,
colera, dor, problemas urinarios, maléria, problemas cardiacos e doencas sexualmente

transmissiveis®?,



A perspectiva de utilizacdo do extrato de caule da Z. tuberculosa partiu de um
estudo® em que foi comprovada a atividade antimicrobiana frente ao Staphylococcus
aureus e a Candida albicans, em bioensaios in vitro. Nesta pesquisa, também foram
isolados e identificados quatro flavondides, dos quais trés foram descritos pela primeira
vez para este género. Os flavondides sdo compostos encontrados em alguns alimentos,
cascas do caule de arvores, caule, raizes, talos e flores que possuem inumeras atividades
farmacol6gicas como antioxidantes, antimicrobiano, antiinflamatoério, analgésico,
vasodilatador, cicatrizante e regenerativa de cartilagens e 0ssos®".

O enfermeiro tem no seu cotidiano clinico a avaliacdo, tratamento e prevencao
de feridas, para isso é necessario um suporte do conhecimento biomédico. Buscando
recursos da pesquisa basica experimental é possivel oferecer contribui¢cdes importantes
em diferentes areas de aplicacdo, favorecendo intersec¢do entre a ciéncia pura e a area
assistencial ©®

Com o objetivo de ampliar as possibilidades de recursos terapéuticos, para o
tratamento de feridas cutaneas, a partir da pesquisa experimental, este estudo se propde
a avaliar a atividade antimicrobiana in vitro e cicatrizante in vivo do extrato etanolico
bruto do caule da espécie vegetal Z. tuberculosa por via tépica e/ou por via oral.
Método

Estudo experimental caracterizado pela utilizacdo de testes antimicrobianos in
vitro e bioensaios in vivo realizados no Laboratério de Pesquisa em Tratamento de
Feridas da Escola de Enfermagem e Farmacia da Universidade Federal de Alagoas —
LpTF/ESENFAR/UFAL, no periodo de fevereiro a novembro de 2011. Pesquisa

aprovada pelo Comité de Etica sob n° 009880/2009-77.



Planta e preparacéo dos extratos

A espécie vegetal Zeyheria tuberculosa (Vell.)) Bur. foi coletada e
identificada pela botanica Rosangela Pereira de Lyra Lemos do Instituto do Meio
Ambiente do Estado de Alagoas (IMA), onde a exsicata foi depositada com numero
23.819.

Para o preparo do extrato, o caule foi seco em temperatura ambiente, triturado e
colocado em etanol a 90%. Apds 15 dias, o solvente foi evaporado em um evaporador
rotatorio, sob vacuo, a temperatura méxima de 45 °C, até volume constante. Esse
processo de rotaevaporacdo aconteceu por trés séries até a obtencdo de um residuo
claro, o qual permaneceu exposto em capela de exaustdo até volatizacdo de todo
solvente contido e obtengédo do extrato bruto concentrado.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana do extrato do caule foi testada em triplicata, pelo
método de difusdo em disco descrito por Kirby-Bauer®, utilizando-se cepas bacterianas
e flngicas padronizadas e distribuidas pelo American Type Cell Collection (ATCC,
Manassas/VA/USA). As cepas bacterianas testadas foram Streptococcus pyogenes
(ATCC 19615), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis (ATCC
49565), Klebsiella pneumoniae (ATCC 31488) e Escherichia coli (ATCC 14942).
Como cepa fangica, testou-se a Candida albicans (ATCC 10231). As amostras foram
mantidas em refrigerador, com temperatura entre 4 e 8°C até 0 momento do uso. Com a
amostra que apresentou atividade foi determinada a concentragcdo inibitoria minima
(CIM), a qual é definida a partir de dilui¢Ges seriadas do extrato ativo.

Determinagéo da concentragao inibitoria minima (CIM)



A CIM foi obtida através do método de microdiluicdo em caldo®. Os extratos
foram dissolvidos em Dimetilsulfoxido (DMSO) e diluicGes seriadas foram preparadas
(1000 a 7,8 pug/mL), sendo distribuidas em placas estéreis contendo 96 pocos (Figura 1).
Em cada orificio teste e de controle de crescimento adicionou-se 20 pL de in6culo
microbiano (1,5 X 10° UFC/mL). Como controle positivo, utilizou-se o antimicrobiano
adequado para 0 micro-organismo e o controle negativo DMSO. Os experimentos foram
realizados em triplicata e a placa incubada a 35 °C por 24 horas para 0 microrganismo
(S. aureus) em estudo. Apds este periodo, adicionou-se em cada pogo 20 upL do
revelador cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio (5%). As placas de microdiluicdo foram
novamente incubadas durante 30 minutos a 35 °C, para verificagdo da mudancga de

coloracgéo para vermelho na presenca de microrganismos.

ConcentracOes

1000—

500—

250—

125—

62,5—

31,2—

15,6—

7,8—

Figura 1 — Teste de microdiluigdo em caldo para determinagdo da CIM. Valores
expressos em pg. Fonte: Dados da pesquisa.

Toxicidade frente & Artemia salina Leach (TAS)

O bioensaio da Artemia salina foi realizado de acordo com a literatura () o
descrito por Meyer et al. (1982) e Mclaughlin et al. (1995). A Artemia salina L. é um
microcustaceo que pode ser utilizado laboratorialmente em bioensaios preliminares para

determinar a toxicidade de extratos e produtos de origem natural com potencial ativo



bioldgico. O teste é realizado com larvas de segundo instar (nauplios), sendo
considerado toxico o extrato que induz a mortalidade maior ou igual a 30%.

Uma solugédo estoque foi preparada com 7,5 mg do extrato solubilizado e
2,5mL de agua do mar filtrada contendo 1% de Dimetilsulféxido (DMSO) e colocada
em microplacas de poliestireno contendo 96 orificios. Em cada orificio acrescentou-se
100pL de &gua do mar contendo entre 10 larvas de Artemia salina e 50puL do extrato a
ser avaliado. O teste foi feito em triplicata, nas concentragdes de 1000ug/mL, 100
pHg/mL e 10 pg/mL. As placas permaneceram sob luz artificial por 24 horas e lidas ao
microscopio estereoscopico para verificacdo da mortalidade. O controle negativo foi
apenas agua do mar com DMSO a 1% e para controle positivo solu¢do de Timol a
0,01%.

Nos ensaios quantitativos os valores de concentracdo letal (CL50) serdo
avaliados conforme preconizado por Déciga-Campos et al. (2007). Estes autores
consideram que amostras vegetais com:

a) CLsp > 1000 pg/mL — atoxicas;
b) CLsp < 1000 e > 500 pg/mL — baixa toxicidade;
c) CLsp <500 pg/mL — toxico.
Animais e grupos experimentais

Os ensaios in vivo foram realizados com 24 ratos (Ratus novergicus albinus -
linhagem Wistar), adultos, machos, com idade de dois meses adquiridos no Biotério
Central da UFAL e transferidos para o LpTF, respeitando-se os Principios Eticos em
Experimentagdo Animal. Os animais ficaram em observacdo por 15 dias antes do
ensaio, para verificacdo das condi¢fes clinicas e a identificacdo de varidveis que

pudessem influenciar no experimento!”.



Os ratos foram pesados e separados pelo método probabilistico de escolhas
aleatorias em seis grupos (n= 4), identificados a partir da terapéutica: Controle Positivo
(CP); Controle negativo (CN); Extrato tépico (ET); Extrato tdpico e oral (ETO); Extrato
oral (EO) e Branco (B). Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, sendo um
animal em cada gaiola, forradas com serragem, em fotoperiodo de 12 horas de claro e
escuro, ruidos minimos, temperatura ambiente 21 + 1°C, mantida por ar condicionado.
A alimentagdo foi com ragdo comercial (Labina), com monitoramento da ingestéo e
agua “ad libitum”.

Pomadas para uso tépico

As pomadas utilizadas neste experimento foram manipulados por um
farmacéutico e todas foram oriundas de uma base n&o-ionica sem conservantes. Para o
CP agregou-se gentamicina 0,1% a referida base, ficando na concentracdo padréo para
uso em humanos. Nos grupos ET e ETO acrescentou-se 5% do extrato a base ndo-idnica
e parao CN e o grupo do EO foi utilizado apenas a base ndo-idnica.

Extrato para uso oral

Com o extrato etandlico bruto do caule da Z. tuberculosa foi preparada uma
tintura, na concentracdo de 1mg/mL, valor determinado a partir da concentracéo
inibitéria minima e do teste de toxicidade para Artemia salina, para ser adicionada a
dieta dos animais dos grupos ETO e EO que receberam extrato oral.

A cada pelete de racdo desses grupos foi acrescido 01 ml de tintura e apds 24
horas de evaporacdo do etanol, em estufa a temperatura de 25°C, foi oferecido aos
animais diariamente com monitorizacao da ingestao.

Ensaios bioldgicos para avaliacdo da atividade cicatrizante e antimicrobiana in vivo

Cada animal foi submetido a verificacdo do peso corpéreo para calculo da

anestesia. O anestésico utilizado foi o thiopental sodico, 40 mg/Kg de peso, via



intraperitoneal. Em seguida, procedeu-se a verificagdo da temperatura por via retal,
epilagcdo do dorso, antissepsia da pele, com clorexidina degermante a 2%, e, com um
punch metalico, foram realizadas quatro lesGes excisivas para-vertebrais de 12 mm
cada, a partir da linha mediana dorsal, até o nivel do tecido aponeurotico (Figura 2).
Logo apos os ferimentos, cada lesdo recebeu 0,25 pl de uma suspensdo contendo 1,5 x
10° UFC/mL de S. aureus, para infectar o tecido aponeurético superficialmente. Em
seguida, as lesGes foram cobertas com gaze e ataduras estéreis, aguardando-se 24 horas
para realizacdo de cultura das quatro lesdes e inicio da terapéutica.

Os animais foram avaliados a cada 24 horas por 14 dias, para a observagao
clinica das lesbes, quanto a presenca de: efeitos adversos, irritacdo perilesional, retracéo
cicatricial e realizacdo dos curativos de acordo com tratamento do grupo. Todos o0s

dados foram registrados em protocolos pré-estabelecidos.

Figura 2 - Lesdes no dorso do animal no Dy. Fonte: Dados da pesquisa

Nos 39, 7°, 11° e 14° dias de pos-operatério (DPO), foi verificada a temperatura
corporal e realizada a coleta de exsudato para analise microbioldgica. Apés medicdo da
area da lesdo com paquimetro digital, retirou-se fragmento de uma das feridas para
avaliacéo histopatoldgica. Esses dados foram coletados da lesdo um no 3° dia, da lesdo
dois no 7° dia, da lesdo trés no 11° dia e da lesdo quatro no 14° dia. No ultimo dia do

experimento, realizou-se a eutanasia de todos os animais com toracotomia e puncéao



cardiaca, retirando-se 4 mL de sangue, para analise de glicose, colesterol e
triglicerideos, além do figado para avaliagdo microscopica de hepatotoxicidade do
extrato.
Analise histoldgica

Todo o material retirado para exame microscépico foi numerado, sem a
identificacdo do grupo ao qual pertencia, e colocado em recipientes individuais com
solucdo de formol a 10%. A andlise do material tomou como referéncia as fases
inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo, as quais integram 0 processo de
cicatrizacdo. Para andlise dos resultados, elegeu-se escores (Tabela 1) com base na
literatura®'?. A intensidade das variaveis (1+ a 5+) foi multiplicada por fatores
positivos ou negativos baseados na sua importancia para a cicatrizagcdo. A soma destes
produtos correspondeu ao escore total para cada animal, o qual posteriormente foi

multiplicado por 4 (n).

Tabela 1 - Escores utilizados para avaliacdo do exame histopatol6gico*

Variaveis Ausente Presente Discreto Moderado  Intenso  Fator  Total
Crosta +1 +2 - - _ 1
Inflamago aguda - - +3 +4 +5 -4

A0 crani +3 +4 +5 +2
Inflamacéo crénica - -
Tecido de ) ] +3 +4 +5 +5
Granulagdo
Proliferacéo i ) +3 +4 +5 +5
fibroblastica

izacs +3 +4 +5 +5

Neovascularizagédo - -

. . ~ +
Reepitelizacéo - ] +3 +4 +5 5
Fibras de colageno +1 +2 - - - +10

Fonte: Adaptacdo de Medeiros et al. (1999) e Bastos (2008)



Testes estatisticos

Os dados foram analisados no programa GraphPad InStat®. As variaveis
numéricas foram avaliadas pelo teste da ANOVA com dois fatores de interagéo entre si,
com poés-teste de Tukey para analise do efeito entre os grupos. Para os dados nédo
paramétricos utilizou-se o teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia estabelecido
foi de 5% (p < 0,05).
Resultados
Avaliagéo da atividade antimicrobiana e determinacéo da CIM

O extrato bruto do caule da Z. tuberculosa ndo demonstrou atividade para o
fungo testado, porém foi ativo contra as bactérias Streptococcus pyogenes, S. aureus e
S. epidermidis, com halos de inibicdo de 18, 14 e 10 mm, respectivamente, dentre as
sete cepas avaliadas neste estudo. O S. aureus foi o microrganismo escolhido para
continuagdo dos testes, por ser importante na ocorréncia de infecgdo hospitalar e
apresentar um halo de inibicdo de quase 50% do tamanho do controle positivo™**?. A
CIM do extrato da Z. tuberculosa pode ser visualizada pela tabela 2.

Tabela 2 - Detalhamento da Concentragdo Inibitéria Minima do extrato bruto do caule
da Z. tuberculosa para Staphylococcus aureus.

Concentragoes
S. aureus 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8
S S S S S - - -

Legenda: CIM expresso em ug. (S) apresentou inibigdo (-) N&o apresentou
inibic&o.
Toxicidade frente a Artemia salina (TAS)
Apos a determinacdo da CIM procedeu-se o teste de toxicidade com a

Artemia salina. Segundo os critérios determinados nesta pesquisa 0 extrato mostrou-se



atoxico nas concentracdes entre 100 e 10 mg/mL. Sendo esta uma faixa segura para
utilizag&o nos animais deste estudo.
Avaliacao do processo de cicatrizacao in vivo.

Durante o experimento, os animais foram monitorados quanto & temperatura,
peso e observacdo macroscopica das lesdes, incluindo a medicéo do diametro das lesdes
(Figura 3). Quanto a temperatura (Figura 3), no dia da cirurgia (Do) todos 0s animais
estavam com temperatura dentro da normalidade entre 36,2 a 37 °C. Do 3° ao 7° DPO,
somente os animais dos grupos ET e CN apresentaram aumento da temperatura. A
média de temperatura dos animais variou entre 36,2 e 38 °C, ndo mostrando diferenga

significativa entre os grupos (p = 0.1116).
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Figura 3 — Valores médios das temperaturas em graus Celsius dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos em funcdo do tempo. Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: CP — Controle Positivo; CN —
Controle negativo; ET — Extrato tépico; ETO — Extrato topico e oral; EO — Extrato oral

Os animais de todos 0s grupos apresentaram oscilacdo de peso durante os 14
dias de experimento (Figura 4). A média de peso maxima foi de 265,1 e a minima 208,4
gramas. Essa diferenca mostrou-se significativa entre o grupo CN e ETO e o grupo CN
e EO . No entanto, os grupos ETO, EO e CP apresentaram padrdo semelhante.

Observou-se que no pré-operatério, 0s animais mantinham uma ingestao diaria
de racdo de 24 g/dia em média. Porém, a partir do Dy houve oscilagdo, sendo a média

dos dias no pos operatérios de 18,5 g/dia/animal.
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Figura 4 — Valores médios do peso em gramas dos animais submetidos aos diferentes tratamentos em
funcdo do tempo. Fonte: Dados da pesquisa Legenda: CP — Controle Positivo; CN — Controle negativo;
ET — Extrato tépico; ETO — Extrato topico e oral; EO — Extrato oral

Na avaliacdo do diametro da lesdo (Figura 5) foi observada a contracdo da
ferida, a partir do 3° DPO, porém os grupos CN e ET ndo tiveram essa caracteristica. A
partir do 7° DPO observou-se uma diminui¢do no diametro, que se acentuou no 11° e
14° dias. Os grupos ETO e EO tiveram melhor resposta em termos de contracdo da
ferida. A maior média ao longo do experimento foi observada no grupo ET com 7,46
mm e a menor foi no ETO com 5,21 mm. O teste de Tukey mostrou diferenca

significativa entre CN e ETO, ET e ETO, bem como entre os grupos ET e EO.
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Figura 5 — Valores médios dos diametros das lesdes no dorso dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos em funcdo do tempo. Fonte: Dados da pesquisa Legenda: CP — Controle Positivo; CN —
Controle negativo; ET — Extrato tépico; ETO — Extrato topico e oral; EO — Extrato oral

O estudo macroscopico sobre os efeitos da pomada a 5% do extrato da Z.
tuberculosa permitiu observar diferencas entre os grupos, quanto a cor da lesdo. O

aspecto da lesdo, com relagéo a cor, reflete clinicamente o desenvolvimento do processo



de cicatrizagdo. A coloracdo amarelada indica infecgdo. Estes dados conferem que os
grupos tratados tiveram uma quantidade menor de animais com essa caracteristica,
mostrando a atividade antimicrobiana do extrato, quer seja por via topica e/ou por via

oral. Sendo corroborados pelos escores obtidos no estudo histoldgico.

Tabela 3 — Resultado da cor na avaliagdo macroscépica das lesoes.
Grupos | CP CN ET ETO EO

Dias 3°|7° |11°]14° 3°|7°|11°]14°|3°|7°|11°]14° 3°|7°|11°[14°|3°|7°|11°|14°
" VIR IR IR |[A[AIR |[R [VIRIR |[R [A]ZVIR |[R |[VIR|IR [R
s |A|/V IR |R VIAIR [R |[AJA}V |V [VIVIR IR |[V|IA|R |R
E IVIAIR IR AIAIA IR VIVIR IR [VIAIR |[R [VIAIR R
2 VIR |[R R AIRIR |[R [VIAIR [R [V|VIR |[R [VIRIR [R

Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: CP — Controle Positivo; CN — Controle negativo; ET — Extrato tépico;
ETO — Extrato tépico e oral; EO — Extrato oral; V — Vermelho; R - Rosa e A - Amarelo.

A partir do 11° dia foi observada, coloracdo vermelha ou rosa em 100% dos
animais dos grupos CP, ET, ETO, EO e em 75% daqueles do grupo CN, indicando que
iniciaram as fases de granulacao e reepitelizacdo. Nenhum animal apresentou coloracéao
marrom que é indicio de morte celular e necrose.

Os sinais flogisticos de inflamagdo como rubor perilesional ou hiperemia, edema
e presenca de exsudato ndo foram observados macroscopicamente em nenhum dos
grupos. Evidenciando que o extrato utilizado na pesquisa ndo provoca irritacdo na pele
perilesional, nem na lesdo cutdnea. Esses dados, também, sdo corroborados pelos
escores obtidos no estudo histolégico.

Ainda, macroscopicamente, no que se refere a ocorréncia de tecido de
granulacéo, foi observado que no 3° DPO os animais do grupo ET apresentaram 100%
de granulacdo, nos dos grupos CP e ETO 75% e os do grupo EO 50% (Tabela 4). Esses
achados confirmam que o grupo ET foi o que obteve melhor resposta, que também, foi
legitimada pelos escores do estudo histopatoldgico.

Tabela 4 — Resultado da presenca de granulacdo na avaliacdo macroscépica das lesoes.



Grupos |CP CN EO

Dias  [3°|7° [119]24° 3°|7°|11° 30|70 110
v |* |t |A AlA |+ + |AJA
g |+ |A A + |A A + |+ |A
c [+ |A]A AlA[A AlA[A
< [AlA A AlA A AlA|A

Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: (+) presente; A - ausente; CP — Controle Positivo; CN — Controle
negativo; ET — Extrato tépico; ETO — Extrato topico e oral; EO — Extrato oral.

Avaliacdo histopatologica das lesdes

Os dados histolégicos foram coletados de acordo com as fases de
cicatrizacdo e organizados de acordo com 0s escores para quantificacdo. Considerou-se
a presenca de crosta, inflamacdo aguda e crénica, tecido de granulacgdo, proliferacéo
fibroblastica, neovascularizacdo, reepitelizacdo e a formacéao de fibras de colageno. As
maiores médias nos escores foram obtidas pelos grupos que receberam o extrato, quer
seja por via tépica e /ou por via oral (tabela 5). Essa diferenca mostrou-se
estatisticamente significativa entre os grupos CN e ET.

Tabela 5 - Escores do estudo histopatoldgico das feridas infectadas pelo S. aureus.

Dias de Pos Escores
Operatdrio CP CN ET ETO EO
3° 87,0 87,0 634 372 229
7° 493 293 300 272 842
11° 670 420 1231 1150 812
140 704 634 1400 1004 1324
Média 488,5 358,5* 891,25* 699,5 801,75

*p<0,05 Fonte: dados da pesquisa. Legenda: CP — Controle Positivo; CN — Controle
negativo; ET — Extrato topico; ETO — Extrato topico e oral; EO — Extrato oral.

A analise das lesdes dos grupos ET, ETO e EO tratados com o extrato da Z.
tuberculosa evidenciaram achados importantes no processo de cicatrizagdo(Figura 6).
No 3° dia (6A) observa-se inflamacdo aguda com presenca de macrdofagos; no 7° dia
(6B) pode-se identificar o tecido de granulacdo, com formacéo de neovascularizacéo e

inicio de epitelizacdo; no 11° dia (6C) vé-se a formacéo de fibras colagenas.



Figura 6 — (A) Fotomicrografia de ferida cutanea do extrato topico, 3° dia pos-cirurgico
(-=macrofago, —inflamacéo aguda); (B) Fotomicrografia de ferida cuténea do extrato
topico e oral, 7° dia pds-cirurgico (—» epitelizacdo, — neovascularizacao, —= tecido de
granulagdo) e (C) Fotomicrografia de ferida cutanea do extrato oral 11° pés-cirargico
(- fibras de colageno). (Aumento 10x, HE)

A analise histologica do figado mostrou auséncia de hepatotoxicidade em
todos o0s grupos estudados. A avaliacdo bioquimica evidenciou parametros semelhantes
de colesterol, triglicerideo e glicose entre todos 0s animais do experimento, ndo sendo
possivel estabelecer correlacdo entre esses achados e a utilizacdo do extrato da Z.
tuberculosa.

Discusséo

A terapéutica de feridas deve ser uma constante preocupacdo para 0
enfermeiro, pois ainda é um desafio cuidar de lesdes cutdneas com 0s recursos atuais
existentes. Apesar dos avancos tecnoldgicos, poucos tém acesso, devido ao alto custo e
a limitacdo aos grandes centros urbanos™. Estudos mostram que a utilizacdo de
plantas vem a ser uma necessidade para a ampliagdo do arsenal terapéutico nesta area e

a reducdo dos recursos dispensados para o tratamento 4%

. No presente estudo o
extrato etanolico bruto da Z. tuberculosa, mostrou atividade antimicrobiana in vitro para
S. aureus, atoxico pelo teste com a Artemia salina e in vivo atuou como cicatrizante de

feridas excisas infectadas em ratos, sendo estes dados promissores para a continuacao

de estudos com fragbes e subfracbes do extrato, uma vez que, este patdgeno é



responsavel pela maioria das infeccbes do sistema tegumentar, e resistente a grande
parte dos antimicrobianos utilizados na clinica®?.

No experimento in vivo, a temperatura dos animais sofreu pouca alteragéo,
ndo chegando a ultrapassar 38 °C. Mesmo com infecgdo local, comprovada por cultura
das lesdes, os animais néo tiveram repercussoes sistémicas. A elevagdo observada se
deve ao proprio mecanismo de cicatrizacdo, que leva a um aumento da vascularizacdo
pela resposta inflamatéria local, aumentando assim a temperatura corporal *®).

A afericdo do peso é um pardmetro nutricional importante em varios estudos

experimentais, estando relacionado a alteracdes cicatriciais®"*"

. Nesta pesquisa, a
oscilacdo de peso foi semelhante ao estudo do efeito do extrato do repolho na
cicatrizagdo de feridas em Wistar™. A diferenca de peso pode estar diretamente
relacionada a diminuicdo na ingestdo diaria de racdo. Como também pela manipulagdo
diéria, com curativos e biopsias realizadas no 3°, 7°, 11° e 14° dias.

A associagdo da perda de peso ao préprio processo inflamatorio foi descrito em
estudo afirmando que a inflamagdo produz citocinas inflamatdrias e Fator de Necrose
Tumoral (FNT), que agem como mediadores da inflamacéo e da imunidade!”. Com os
niveis séricos de FNT elevados, hd uma estimulacdo na producdo de uma proteina
chamada leptina, cuja elevagdo esta relacionada com a sensagdo de saciedade. Niveis
aumentados desta proteina induzem o organismo ao gasto energético e a uma
diminuicdo no consumo de alimento, causando falta de apetite e consequentemente a
perda de peso.

A coloracdo, como parametro de avaliagdo das condigcdes das feridas,
demonstrou que estas apresentaram evolucao clinica dentro do previsto para cada etapa

da cicatrizagdo, porém, 0s grupos que receberam o extrato e o CP evoluiram mais

rapidamente. Pois, houve o predominio da coloracdo résea, que € caracteristica da



epitelizacdo, sendo esta a fase final do reparo tecidual. Estes dados legitimaram os
achados que utilizou o creme de barbatimdo em feridas incisionais em coelhos™® e
diferiram do estudo com gel e o extrato glicolico da folha da goiabeira (Psidium
guajava L.) que ndo conseguiu observar diferenca significativa entre os grupos tratados
e 0 que utilizou solucdo salina™".

O fechamento total das lesdes ndo ocorreu, em todos os grupos, ao longo dos 14
dias de experimento. Porém, houve uma reducédo significativa do didmetro, chegando
quase ao fechamento total nos grupos tratados com o extrato da Z. tuberculosa, dado
confirmado pela presenca de reepitelizacdo nos cortes histologicos. Essa reducdo da
area também chamada de contracdo da ferida é esperada, sendo um processo que ocorre
de forma centripeta, a partir da periferia em direcdo ao centro da ferida. Nos seres
humanaos, € responsavel pelo fechamento de 20 a 30% das feridas cutaneas e em animais
de pele menos aderida aos planos profundos (como os ratos) pode chegar de 80 a
90%"%). OQutras espécies vegetais como Morinda citrifolia®, Stryphnodendron
adstringens e Tabebuia avellanedae®”, também apresentaram resultados semelhantes.

A andlise histopatoldgica permite inferir que os grupos tratados com o
extrato da Z. tuberculosa obtiveram os melhores resultados, quando comparados com 0s
grupos controle positivo e negativo. Isto se deve a menor reacdo inflamatdria dos
grupos tratados com o extrato. Pois, certo grau de inflamacéo é necessario, contudo uma
reacdo inflamatéria elevada é prejudicial, pois pode haver comprometimento da
microcirculacdo e ainda inibir a formagdo de fibroblastos®. A literatura também
apresenta resultados semelhantes com a avaliacdo dos efeitos do tratamento tépico do
creme & base de 6leo de pequi (Caryocar coriaceum Wittm)© e com 6leos essenciais

de algumas espécies de Juniperus, planta tradicional na medicina popular da Turquia®®.



Os valores bioquimicos de animais em experimentacdo podem sofrer
alteragOes, devido as condi¢Ges ambientais e o estresse induzido pelo proprio
procedimento®. Os resultados de triglicerideo, colesterol e glicose dos animais tiveram
resultados semelhantes dos apresentados na literatura.

Concluséo

O extrato etanolico bruto da Z. tuberculosa possui a¢do antimicrobiana in vitro
para Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus. Os
grupos tratados com o extrato tiveram uma resposta semelhante ao controle positivo no
processo de cicatrizacdo. Histologicamente, os animais tratados por via topica tiveram
uma quantidade maior de células para o fechamento das lesdes. Esta pesquisa valida

estudos anteriores com a Z. tuberculosa e estimula a continuagéo de estudos, para o

fracionamento e a purificacdo, visando identificar os principios ativos responsaveis pela

atividade farmacoldgica e seu mecanismo de agdo para cicatrizagdo de feridas.
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4 CONSIDERACOES FINAIS




Os resultados do presente estudo evidenciaram que o0 extrato
etandlico bruto do caule da espécie vegetal Zeyheria tuberculosa possui acéo
in vitro para Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus aureus, sendo que para este Ultimo, a concentracao inibitéria
minima foi 62,5 ug/mL. Nos testes in vivo para observacdo da atividade
cicatrizante, os animais que receberam o extrato quer seja por via tdpica e/ou
por via oral obtiveram melhor resposta no processo de cicatrizacao,
comparando-0s aos controles positivo e negativo.

A analise histologica, dos tecidos dos animais que receberam o
extrato por via topica, apresentou diminuicdo da resposta inflamatoria inicial.
N&do houve hepatoxidade. Portanto, a utilizacdo do extrato da Zeyheria
tuberculosa mostra-se promissor para o desenvolvimento de um produto que
possa ser utilizado de forma alternativa no reparo de feridas cutaneas. Vale
ressaltar a importancia de futuros estudos com diferentes dosagens, além do
isolamento e testagem de componentes do extrato, responsaveis pela

influéncia positiva no processo de cicatrizacao.
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6 APENDICES



PROTOCOLO DE AVALIACAO MACROSCOPICA / CLINICA DAS LESOES

NUmero do animal: GRUPO:
Critérios
3° 7° 11° 14°
DPO
1. Diametro da leséo
2. Rubor perilesional Sim (S)
Nao (N)
Sim (S)
3.Tecido de granulagdo | Nao (N)
Sim (S)
4. Necrose N&ao (N)
Sim (S)
5. Inflamagéo N&o (N)
Vermelho (V)
6. Cor da Leséo Rosa (R)
Marrom (M)
Amarelo (A)
CONTROLE TEMPERATURA
D |D D |D |D (D D1 |D1 (D1 |[D1 |D1

DATA|O (1 (2 (3 (4 |5 (6 |7 |8 |9 |O 1 2 3 4

TEM
P

OBSERVACOES:




APENDICE I

PROTOCOLO DE AVALIAGAO MICROSCOPICA / HISTOPATOLOGICA DAS LESOES

Codigo do animal: Data:

1. PRESENGA DE CROSTA / NECROSE
() AUSENTE () PRESENTE

2. FASE INFLAMATORIA

2.1 Proliferagéo Vascular ( )AUSENTE | ( )DISCRETA |( )MODERADA | ( )INTENSA
2.2 Células mononucleares (mondcitos) ( YAUSENTE | ( )DISCRETA | ( )MODERADA | ( )INTENSA
2.3 Células polimorfonucleares (neutrdfilos) ( JAUSENTE | ( )DISCRETA | ( )MODERADA | ( )INTENSA

3. FASE PROLIFERATIVA

3.1 Tecido de Granulagao ( )AUSENTE ( )PRESENTE

3.2 Proliferagéo Fibroblastica ( JAUSENTE | ( )DISCRETA |( )MODERADA | ( )INTENSA
3.3 Neovascularizagao ( JAUSENTE | ( )DISCRETA |( )MODERADA | ( )INTENSA
3.4 Colagenizagéo ( )AUSENTE | ( )DISCRETA | ( )MODERADA | ( )INTENSA
3.5 Reepitelizagéo () AUSENTE () PARCIAL ( ) TOTAL

4. FASE DE REMODELAMENTO
4.1 Fibras de colageno () AUSENTE () PRESENTE




APENDICE Il

CRITERIOS PARA AVALIAGAO MICROSCOPICA
FASE INFLAMATORIA

PROLIFERAGAO VASCULAR- foi considerada ausente, quando n&o se evidenciava vasos no corte
histologico; discreta, quando eram visibilizados poucos vasos esparsamente situados, de forma
isolada no contexto; moderada, quando apareciam com maior frequéncia e dispersos no campo
dptico e acentuada, quando evidenciados com grande freqUiéncia, dispostos em todo o contexto.

CELULAS MONONUCLEARES- foram classificadas em ausente, quando estas células ndo eram
visualizadas no campo oOptico; discreta, quando evidenciadas de forma isolada, possibilitando
distinguir areas livres de infiltrado; moderada quando apareciam com maior freqliéncia, constituindo
agregados densos, mas possibilitando visualizar areas livres de infiltrado; e acentuada, quando as
células foram evidenciadas com grande freqliéncia, constituindo agregados densos e justapostos,
sem areas livres de infiltrados.

CELULAS POLIMORFONUCLEARES- foram classificadas em ausentes, quando ainda ndo eram
visibilizadas no campo éptico; discretas, quando eram visibilizadas esparsamente, de forma isolada,
com muitas areas livres de infiltrados; moderada, quando ja eram visibilizadas formando agregados,
porém com areas adjacentes livres de infiltrados; acentuada, quando estas células apareciam com
grande freqliéncia, formando agregados densos, sem areas livres de infiltrados.

FASE PROLIFERATIVA

PROLIFERACAO FIBROBLASTICA - foi classificada em ausente, quando nfo se evidenciava
proliferacdo de fibroblastos; discreta, quando havia esparsos fibroblastos proliferados em meio a
tecido conjuntivo frouxo; moderada, quando havia moderada quantidade de fibroblastos proliferados,
constituindo pequenos feixes celulares multi-direcionalmente; e intensa, quando havia grande
quantidade de fibroblastos proliferados constituindo agregados compactos de células arranjadas
multi-direcionalmente.

COLAGENIZACAQ - classificou-se como ausente, quando ndo havia fibras colagenas depositadas;
discreta, quando a deposicdo de fibras colagenas era em pequena quantidade, caracterizadas por
fibras depositadas em meio aos fibroblastos proliferados; moderada quando a deposigao de colageno
formava feixes de fibras eosinofilicas, espessas, intercaladas com areas de tecido conjuntivo frouxo e
fibroblastos proliferados; e intensa, quando havia grande deposicéo de fibras coldgenas, constituindo
feixes de fibras eosinofilicas espessas, compactamente arranjadas em meio a fibroblastos
proliferados e sem &reas de tecido conjuntivo frouxo.

REEPITELIZACAO - classificou-se como ausente, quando n&o havia epitélio visibilizado no campo
optico; discreto ou moderado, quando aparecia de forma incompleta ou parcial; acentuada, quando
visibilizado de forma total ou completa sobre o tecido conjuntivo. Os dados coletados foram
registrados em fichas individuais para cada animal.






UNIVERSI]?\ADE FEDiERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

i

il

|

% Senhor (a) Pesquisador (a), Maria Lysete de Assis Bastos

| Lucia Maria Conserva

i Eliana Maria Mauricio da Rocha
!
|

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 19/10/2009 e com base no

| potencial cicatrizante de extratos de
| (bignoniaceae): perspectiva na obtengio
| instrumento comunicar a aprovagdo do proce
| b, da Resolugdo n° 196/96. '

zeyheria tuberculosa(vell.) Bur.
de um fitoterapico, vem por meio deste
$50 supra citado, com base no item VIIL.13,

| O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos
que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4).

|- E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a |

| evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outr
| CEP ¢ a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA
posicionamento. , . '

j II apresentados anteriormente 3
ANVISA, o(a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envié-los 4 mesma junto com o

parecer aprovatério do CEP, para serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item
BV 2.¢). :

Relatérios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a

disposigfio dos interessados para 0 acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos
e exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas.

Esta aprovagio ndo ¢ valida para subprojetos oriundos do jprdtocolo de
pesquisa acima referido.(*) Areas tematicas especiais “

3

ou fatos relevantes

Macei6 ~ AL, 10/11/2009 |

parecer |
emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 009880/2009-77 sob o titulo Avaliacéio do |

0 centro) € enviar notificagfo ao |
~ junto com seu |
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