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RESUMO

SILVA, Mirian de Almeida M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, julho de 2013.
ATIVIDADE CICATRIZANTE IN VIVO DA RESINA DE Protium heptaphyllum
(Aubl.) March. Orientadora: Fernanda Campos Rosetti Lessa.

A Protium heptaphyllum é uma espécie encontrada em todo Brasil e conhecida pela
producdo de uma resina rica em Oleo essencial utlizada popularmente como
importante agente terapéutico tais como, analgésico, anti-inflamatério e cicatrizante.
Os objetivos do presente estudo foram avaliar a composicdo quimica, atividade
antimicrobiana e citotoxica do 6leo essencial da resina de P. heptaphyllum, sobre
diferentes cepas, e sobre a linhagem de epitélio bucal transfectado com papiloma
virus (KB-18). Além da atividade cicatrizante in vivo, da resina desta planta. A
analise dos constituintes quimicos do 6leo foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas. Para o ensaio antimicrobiano foram utilizadas
cepas padrao ATCC, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae e
Streptococcus agalactiae aplicando-se 0 método de microdiluicdo, nas
concentracdes do 6leo de 0,195-3,125 mg.mL™. A citotoxidade foi avaliada pelo
método de MTT nas concentracbes de 16-125 pug.mL™* do 6leo. A atividade
cicatrizante foi avaliada em ratos Wistar machos, divididos em dois grupos, grupo
controle (GC) tradado com salina e grupo tratado com pomada da resina de P.
heptaphyllum (25% p/p), diariamente por 30 dias, sendo as analises macroscopicas
e microscopicas, realizadas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21. O 6leo essencial apresentou
predominancia de substancias monoterpénicas. O tratamento com o 6leo essencial
promoveu sensibilidade de quase todas as cepas testadas, com excecao da espécie
bacteriana Salmonella typhimurium. Verificou-se uma atividade citotoxica fraca deste
0leo no tratamento de células KB-18 com ICsy de 48,7 £ 7,2 pg/mL. O tratamento
topico com a resina de P. heptaphyllum favoreceu o processo de cicatrizacdo das
feridas na fase inicial, até o 7°dia de tratamento, entretanto, apresentou-se
semelhante ao grupo controle aos 21 dias. Conclui-se que a atividade antimicrobiana
do oleo essencial provavelmente auxiliou na melhora da cicatrizacdo das feridas em
ratos na fase inicial, possivemente pela acdo sinérgica das substancias quimicas
presentes no Oleo e na resina desta planta, além disso, o 0leo ndo apresentou
atividade citotoxica alta nas células KB-18.

Palavras chave: Cicatrizacgao, fitoterapicos, citotoxicidade, Protium heptaphyllum



ABSTRACT

SILVA, Mirian de Almeida M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, julho de 2013.
HEALING ACTIVITY IN VIVO, THE RESIN OF THE Protium heptaphyllum (Aubl.)
March. Orientadora: Fernanda Campos Rosetti Lessa.

The Protium heptaphyllum is a species found throughout Brazil and known for
producing a resin rich in essential oil, used popularly as an important therapeutic
agent, analgesic, anti-inflammatory and healing. The objectives of this study were to
evaluate the chemical composition, antimicrobial and cytotoxic activities of essential
oil resin of P. heptaphyllum in different strains, and the lineage of oral epithelium
transfected with human papilloma virus (KB-18), respectively, besides of the healing
activity in vivo, the resin of this plant. The analysis of the chemical constituents of the
oil was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometer. To test
antimicrobial agent were used ATCC strains, Candida albicans, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus agalactiae applying the microdilution method in oil
concentrations of 0,195-3,125 mg.mL™. Cytotoxicity was assessed by MTT method at
concentrations of 16 to 125 pg. mL™ of oil. The healing activity was evaluated in male
Wistar rats, divided into two groups, control group (CG) treated with vehicle, and the
group treated with lanolin-petrolatum ointment of the resin of the Protium
heptaphyllum (25% p/p), daily for 30 days with the macroscopic and microscopic
analysis carried out on days 0, 3, 7, 14 and 21. The essential oil showed a
predominance of substances monoterpenes. The treatment with the essential oil
promoted sensitivity of almost all strains tested, with the exception of the bacterial
species Salmonella typhimurium. Verified that there was a weak cytotoxic activity of
this oil in the treatment of KB-18 cell line with ICso of 48,7 + 7.2 ug/mL. The Topical
treatment with P. heptaphyllum resin favored the process of wound healing in the
initial phase, until the 7th day of treatment. It is concluded that the antimicrobial
activity of essential oil probably helped in improving the healing of wounds in rats
possibly by the synergistic action of chemical compounds present in the oil and resin
of the plant furthermore suggest a possible chemopreventive activity oil, seen that
this did not show high cytotoxic activity in KB 18 cell line.

Key-words: Healing, Herbal, Cytotoxicity, Protium heptaphyllum
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RESUMO

Introducéo e objetivo: Protium heptaphyllum, conhecida pela produgéo de uma resina rica em 6leo
essencial é utilizada popularmente como analgésico, anti-inflamatorio e cicatrizante. Avaliar a
composicdo quimica, atividade antimicrobiana e citotoxica do Oleo essencial da resina de P.
heptaphyllum, além da atividade cicatrizante in vivo da resina desta planta, foram os objetivos do
presente estudo. Métodos: A anélise dos constituintes quimicos do O6leo foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas. Para o ensaio antimicrobiano, utilizou-se
diferentes cepas flngicas e bacterianas aplicando-se o0 método de microdiluicdo. A atividade
cicatrizante foi avaliada em ratos Wistar machos, divididos em dois grupos, grupo controle e grupo
tratado com resina de P. heptaphyllum (25% p/p) e a citotoxidade avaliada pelo método de MTT.
Resultados: O 6leo essencial apresentou predominancia de substancias monoterpénicas. Verificou-se
que o tratamento com o 6leo essencial promoveu sensibilidade em quase todas as cepas testadas,
apresentando uma fraca atividade citotoxica em células KB-18, com ICs, de 48,7 £ 7,2 pg/mL.
Conclusdo: O tratamento tépico com a resina de P. heptaphyllum favoreceu o processo de
cicatrizacdo das feridas na fase inicial. A antimicrobiana do 6leo essencial provavelmente auxiliou na
melhora da cicatrizagéo das feridas em ratos.

Palavras chaves: Cicatrizacéo, fitoterapicos, citotoxicidade, Protium heptaphyllum

ABSTRACT

Introduction and object: The Protium heptaphyllum, known for producing a resin-rich essential oil is
popularly used as an analgesic, anti-inflammatory and healing. Evaluate the chemical composition,
antimicrobial and cytotoxic activities of essential oil resin of P. heptaphyllum, besides of the healing
activity in vivo of the resin of this plant, were the aims of this study. Methods: The analysis of the
chemical constituents of the oil was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry.
For testing we used different microbial strains fungal and bacterial applying the microdilution method.
The healing activity was evaluated in male Wistar rats, divided into two groups, control group and the
group treated with resin of the P. heptaphyllum (25% p/p) and cytotoxicity evaluated by MTT
method. Results: The essential oil showed a predominance of substances monoterpenes. Verified that
treatment with the essential oil sensitivity promoted in nearly all strains tested, presenting a weak
cytotoxicity in KB-18 cells , with ICsq of 48,7 £ 7.2 pg/mL. Conclusion: The Topical treatment with
the resin of P. heptaphyllum favored the process of wound healing in the initial phase. The
antimicrobial essential oil probably helped in improving wound healing in rats.

Keywords: Healing, Herbal, Cytotoxicity, Protium heptaphyllum
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INTRODUCAO

A familia Burseraceae compreende 16 géneros e mais de 800 espécies, as espécies
desta familia sdo bem conhecidaS pela producdo de exsudados e resinas ricas em substancias
aromaticas, muito utilizadas em produtos de perfumaria, producéo de verniz e para diversos
fins medicinais (Le Cointe, 1934). A espécie Protium heptaphyllum ¢é conhecida
popularmente como Almécega, Alméscar, Almiscar, Breu-Branco-verdadeiro, apresenta cerca
de 10 metros de altura com tronco espesso (50-60 cm de didmetro na base), e uma casca
vermelho escuro, suas folhas séo opostas e imparipinadas, as flores sdo pequenas e os frutos

sdo drupas avermelhadas que contém quatro sementes (MATOS, 1997).

Popularmente, vérias atividades farmacologicas tém sido atribuidas a resina, tais como tonico,
estimulante, anti-ulceroso, anti-inflamatorio, cicatrizante, analgésico e expectorante (Siani et

al., 1999).

A resina coletada do tronco de sua madeira € um eficaz agente cicatrizante dotado de
propriedades anti-inflamatdrio e analgésico (Siani et al., 1999). Da resina, além do 0leo
essencial, cujo teor é de 11%, foram isolados monoterpenos triidroxilado, os triterpenos o-

amirina, B-amirina e breina (Bandeira, 2002).

O dleo essencial extraido da resina da P. heptaphyllum teve relatada sua atividade
antimicrobiana contra Candida albicans e Staphylococcus aureus (Bandeira et al. 2006).
Agentes antimicrobianos desempenham importante papel na cura de feridas, uma vez que
promovem uma barreira contra micro-organismos, protegendo desta forma a area lesionada e
contribuindo assim para a atividade farmacoldgica cicatrizante que algumas plantas possuem

(Ipek et al. 2011).
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O processo de cicatrizagdo de uma ferida envolve varios eventos incluindo agregacao
plaquetaria, ativacdo da cascata de coagulagdo, infiltrado inflamatdrio, diferenciacéo celular e
remodelagdo tecidual. E um processo complexo mediado por citocinas e fatores de
crescimento como VEGF, TGF, TNF e IL-1 que visam a restauracdo completa do tecido
(Sweet e Butler, 1977). Assim, estudos utilizando modelos animais como ratos tém sido
realizados na tentativa de compreender melhor esse processo e buscar novas formas

terapéuticas.

Em virtude dessas propriedades, espera-se que a resina da P. heptaphyllum pode ser

um agente cicatrizante ideal para travar a progresséo da ferida evitando a cronicidade.

Assim, uma vez que a atividade antimicrobiana auxilia na cicatrizacdo, e que a
inflamacéo esta relacionada com a progressdo de canceres, 0 objetivo do presente estudo foi,
portanto, avaliar a composi¢cdo quimica, atividade antimicrobiana e citotoxica do dleo
essencial da resina de P. heptaphyllum, em diferentes cepas, e sobre a linhagem de cancer de

boca (KB-18), respectivamente, além da atividade cicatrizante in vivo, da resina desta planta.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

A resina de caule da espécie Protium heptaphyllum (Aubl.) March foi coletada no més
de maio de 2010, na Ilha de Guriri, S&o Mates, Espirito Santo. Uma exsicata foi depositada no
herbario da Universidade Vila Velha (UVV/ES 1802) e identificada pela botanica MSc.

Solange Zanotti Schneider.
Extracdo do 6leo essencial

A extragéo do 0leo essencial foi realizada de acordo com Skrubis (1983) e Ming et al.
(1996) com modificacdes. Foram adicionados 1,5 L de &gua deionizada e 250g da resina, a
extracdo foi realizada por hidrodestilacdo utilizando aparelho de clevenger durante duas
horas. O hidrolato obtido foi mantido em repouso, ao abrigo da luz, 4 °C, o dleo foi separado
por crio-separacdo. A fracdo oleosa foi filtrada sobre sulfato de magnésio anidro e
armazenada em frasco ambar, 4 °C. O rendimento de extracdo foi determinado pela relagédo

proporcional entre 0 peso da resina e 0 peso do 6leo obtido.

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

A analise dos constituintes quimicos do Oleo e da resina foi realizada em um
cromatégrafo a gas (Trace Ultra, ThermoScientific®) acoplado a um espectrémetro de massas
(DSQII, ThermoScientific®). As substancias volateis foram separadas em uma coluna capilar
DB-5 (30 m x 0,25 mmd.i. x 0,25 pum, J&W Scientific®, Folson Califérnia, USA). A
programacdo de temperatura foi iniciada a 70°C permanecendo por 5 min, aumentando-se até
250 °C por uma rampa de temperatura de 3°C/min, permanecendo por 5 min. na temperatura

final. Utilizou-se o gas hélio para arraste, com uma vazdo constante de 1 mL/min. A
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temperatura do injetor foi mantida em 220 °C e a temperatura da interface (CG/EM) foi
mantida em 250 °C. O detector de massas operou com ionizagdo por impacto de elétrons (+70
eV), utilizando o modo de varredura, realizada de 35 a 450 mHz. As amostras foram injetadas
no CG/EM em duplicata, diluidas em hexano (1 mg/mL), e o volume injetado foi de 1,0 uL

com o injetor no modo splitless.

A identificagdo das substancias contidas no dleo e na resina foi realizada pela
comparacdo da similaridade dos espectros de massa obtidos com os da literatura”™ . As
percentagens relativas dessas substancias foram calculadas a partir das areas médias obtidas

dos cromatogramas.
Ensaio Microbioldgico

Foram utilizadas cepas bacterianas e fungicas padrdo ATCC. Cepa fungica: Candida
albicans (ATCC 10231). Cepas bacterianas GRAM positiva: Staphylococcus aureus (ATCC
259230; Enterococcus faecalis (ATCC 29212); Streptococcus agalactiae (ATCC 12386) e
cepas GRAM negativas: Escherichia coli (ATCC 8739); Salmonella typhimurium (ATCC
14028); Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031). Os trabalhos foram conduzidos nos
Laboratorios de Obtencdo e Analise de Produtos Naturais e Microbiologia da Universidade

Vila Velha (UVV), Vila Velha, Espirito Santo.

Os microrganismos foram cultivados em placas de Petri contendo BHI agar, em capela
de fluxo laminar para evitar contamina¢des da col6nia e incubados por um periodo de 24-48

horas, dependendo da cepa, em estufa a 37°C, em condicdes de microaerofilia a anaerobiose.

Para a obtencdo de um inéculo 10° UFC/mL dos microrganismos, depois de
incubados, os mesmos foram capturados das placas de Petri com o auxilio de uma haste
metélica esterilizada e diluidos inicialmente em salina. Em seguida, trés aliquotas de 100 pL

dos microrganismos diluidos em salina foram transferidas para uma placa contendo 96 pocos
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de fundo chato para determinacdo da concentracdo exata dos indculos, e levado para leitura de
absorbancia em leitor de ELISA (Leitora Automatica de Microplacas de 96 Pogos - Mod. Tp

Reader - ThermoPlate).

Os microrganismos foram diluidos em meio RPMI — 1640 tamponado na proporcéo de
1:50. Em uma nova placa de 96 pocos foram semeados 100 pL dos in6culos e incubados por

24 horas em estufa a 37°C, em condic¢des de microaerofilia ou anaerobiose.

Apos esse periodo, o 6leo essencial da resina de P. heptaphyllum foi solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO), a fim de obter-se uma solucdo-estoque de 100 mg.mL™. Tanto o
6leo quanto o DMSO foram previamente esterilizados com membrana filtrante de 0,22 um.
As concentracdes intermediarias foram preparadas diluindo-se a solucdo-estoque em meio
apropriado, de forma a resultar em concentracdes finais de aproximadamente 3,125 mg.mL™;

1,562 mg.mL™; 0,781 mg.mL™; 0,391 mg.mL™; 0,195 mg.mL™.

Foram adicionados 100 pL das diferentes concentracdes do 0leo e a placa foi incubada
em estufa a 37°C durante 12 horas. No grupo controle negativo foram adicionados 100 pL do
indculo com RPMI — 1640 tamponado e adicionados mais 100 pL. de DMSO 10%. No grupo
controle positivo foram adicionados 100 pL do inéculo diluido em RPMI — 1640 tamponado e

adicionados 100 pL de hipoclorito de sodio 3%.

Apos a incubacdo foram adicionados 20 pL de solucdo de resazurina a 20% em agua
em cada poc¢o. Nos pogos onde a cor mudou de azul para rosa ficou caracterizado viabilidade

microbiana, a ndo-mudanca da cor, caracteriza inviabilidade microbiana.
Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos com idade entre 3-4 meses e peso corporal
variando entre 300 e 350 g, mantidos em gaiolas individuais com controle de temperatura,

umidade e ciclo claro-escuro de 12h e acesso livre a 4gua e comida. Estes animais foram
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fornecidos pelo Laboratério de Acompanhamento Experimental do Complexo Biopréticas —
UVV. Todo o procedimento foi realizado de acordo com os principios éticos elaborados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991) e aprovado pela Comissdo de
Etica, Bioética e Bem-Estar Animal da Universidade Vila Velha (UVV, CEUA-UVV; N°

71/2009).
Protocolo experimental atividade cicatrizante

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, o controle (GC; n=6), que
recebeu veiculo e o grupo tratado (GR; n=6) que recebeu 0,5 g da pomada lanolina-vaselina
de P. heptaphyllum (25% p/p), todos os tratamentos foram realizados diariamente por 30 dias,
sendo as analises macroscopicas realizadas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 e a retirada de fragmentos

para as biopsias realizadas nos dias 0, 3, 7, 14, 21 e 27 dias ap0s ferida.

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Cetamina e Xilasina (30 e 1
mg.kg™; intraperitoneal — IP), tiveram o dorso tricotomizado e higienizado com alcool 70% e
solucéo de iodo polivinilpirrolidona (PVPI; 1%) seguida da excisdo cirdrgica de uma area de
1,5x1,5cm até a exposicdo da fascia muscular. Apds o procedimento a regido foi limpa com

soro fisioldgico e seca com gaze esterilizada.
Analise Macroscopica e Histologica

Para a analise macroscopica, nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 o animal foi anestesiado, teve a
regido da ferida medida com o auxilio de um paquimetro e fotografada (Sony CyberShot H9)
utilizando o zoom 100 e 400 h& uma distancia de 30 cm, as analises da area da ferida foram
realizadas de acordo com o descrito por Prata et al (1988). Apds as avaliagdes macroscopicas
foi realizada uma bidpsia da ferida. O tecido retirado foi armazenado em tampao formalina, e
laminas foram confeccionadas e coradas com hematoxilina-eosina (HE) e analisada em

microscopico otico (Leica DM/LS, Leica — Germany) por patologista, que analisou a presenca
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ou auséncia de crosta, angiogénese, células inflamatdrias, fibroplasia, coldgeno e re-

epitelizacdo do tecido, sendo analisadas duas laminas para cada animal.

Ao fim do tratamento os animais foram eutanasiados com dose excessiva de anestésico
(Tiopental sddico 40 mg.kg™) e o pulmio, baco e figado foram extraidos e armazenados com

tampdo formalina para a avaliacdo de possivel toxicidade da resina.
Ensaio Citotoxico

O ensaio colorimétrido do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazélio) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) foi utilizado para avaliar a citotoxicidade celular
(Mosmann, 1983). Foi utilizada linhagem celular epitélio bucal transfectado com papiloma
virus 18 (KB18, ATCC®-CCL17™), mantida em meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO), suplementado com 10 mL de
solucdo de penicilina G- estreptomicina-l-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e 10%
de soro fetal bovino (SBF; Gibco, Invitrogen Corporation, Grand Island, NY). Essas células
foram semeadas em placas de 96 pocos, a 2x10* células.mL™ e incubadas com 190 pL de
meio DMEM suplementado com SFB a 10% e 10 pL do 6leo essencial (OE) a 10% DMSO
por 72 h, a 37 °C, em 5% CO,. Para a determinacdo da concentracédo inibitoria média (ICso),
os pogos foram incubados com diferentes concentragdes de OE (16-125 pg.mL™). A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (5 pg.mL™; Zheng et al., 2012). Apés o
periodo de incubacdo o sobrenadante foi substituido por 200 uL. de DMEM e 25 pL de MTT
(5 mg.mL™) e as células incubadas por 4 h, a 37 °C, em 5% CO,. Os cristais de formazana
insoltveis foram dissolvidos em 200 pL de isopropanol acidificado em &cido cloridrico (HCI)
a 0,04 M. A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional a absorbancia
determinada a 570nm em leitor de ELISA (TP-Reader, Thermoplate, China) e calculada de
acordo com a equacdo: % inibicdo = (CN — AP) X 100/ CN, onde CN é o controle negativo e

AP representa a absorbancia do poco.
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Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido por teste post-hoc
pelo método de Tukey, ajustado para maltiplas comparacg@es, com significancia aceita quando

p<0.05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial da resina de P.
heptaphyllum realizada previamente pelo nosso grupo revelou um total de 11 substancias,
com éarea relativa média de 91,1%, sendo predominante a presenca de monoterpenos como o
a-terpinoleno, limoneno, 3-careno e o-cimeno (Lima et al., 2012). Além disso, o rendimento
de extracdo do Oleo essencial foi de 14,4% (m/m), porcentagem superior aos 10,0% (m/m)

relatados por (Siani et al., 1999a).

Diversos autores ja relataram anteriormente uma composi¢ao quimica semelhante ao
Oleo essencial da resina de P. heptaphyllum analisado no presente estudo. Oliveira (2005),
observou composicdo quimica predominantemente monoterpénica, apresentando como
substancias majoritarias a-pineno, limoneno, a-felandreno e terpinoleno, em dleo de P.
heptaphyllum coletado no Ceara, assim como Carvalho et al. (2009), que obtiveram resultados
semelhantes, com predominio dos monoterpenos a-terpineol, epéxido de a-felandreno e

terpinen-4-ol.

Os resultados obtidos por Yamada et al. (2006) identificaram monoterpenos em maior
concentracdo no 6leo da resina desta mesma planta, sendo o 3-careno uma das substancias
majoritarias verificada. Além disso, Siani et al. (1999a), Rao et al. (2007) e Marques et al.
(2010) também evidenciaram a presenca destas substancias quimicas, o que corrobora com 0s

resultado do presente estudo.

Fatores como tempo de exposicdo ao sol, estresse hidrico e concentracdo de nutrientes
no solo sdo capazes de afetar significativamente a producao de metabélitos secundarios, o que
pode justificar as variacfes observadas na composicdo quimica do éleo essencial da resina de
P. heptaphyllum, nos diferentes trabalhos (Willians et al., 1998).

23



O estudo da atividade antibacteriana e antifingica realizado através do método da
microdiluicdo em placas esterelizadas, demonstrou que o 6leo essencial extraido da resina de
P. heptaphyllum foi ativo frente a maioria dos micro-organismos testados, com exce¢do da
cepa bacteriana Salmonella typhimurium, na qual o éleo essencial ndo foi capaz de inibir seu
crescimento, conforme pode ser observado na Tabela 1 (dados em fungdo da concentracao

inibitéria minima, CIM).

O controle negativo, DMSO 10%, ndo apresentou atividade antimicrobiana frente a
qualquer dos microorganismos testados. Os resultados do teste com o controle positivo,

hipoclorito de s6dio, demonstraram sensibilidade das cepas avaliadas ao agente em quest&o.

Das bacterias empregadas no estudo, as espécies Gram-negativas Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli foram as que apresentaram maior resisténcia ao 6leo. Os
microorganismos mais sensiveis ao 6leo, ou seja, alvos de menor CIM, foram Candida
albicans e Enterococcus faecalis. Os valores de CIM para Staphylococcus aureus e

Streptococcus agalactiae mostraram-se medianos (Tabela 1).
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Tabela 1: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do dleo essencial de Protium heptaphyllum em diferentes

cepas microbianas padrdo ATCC.

Microorganismo CIM (mg.mL™)
Klebsiella pneumoniae’ (ATCC 10031) 1,562
Candida albicans® (ATCC 10231) 0,391
Staphylococcus aureus? (ATCC 25923) 0,781
Enterococcus faecalis? (ATCC 29212) 0,391
Streptococcus agalactiae® (ATCC 12386) 0,781
Escherichia coli* (ATCC 8739) 1,562
Salmonella typhimurium® (ATCC 14028) N&o ocorreu inibicdo

'Espécies Gram-negativas. “Espécies Gram-positivas. *Espécie fungica.

As variacOes de sensibilidade ao 6leo essencial avaliadas nas diferentes cepas podem
ser justificadas pelas diferencas estruturais verificadas na parede celular das bactérias
testadas, pois espécies Gram-negativas possuem parede celular mais complexa, composta por
uma fina camada de peptidioglicano e de uma membrana externa contendo
lipopolissacarideos, responsavel por uma barreira hidrofébica adicional, enquanto, a parede
celular das bactérias Gram-positivas, apesar de mais espessa, apresenta predominantemente
um dnico tipo de macromolécula (Murray et al., 2000; Trabulsi et al., 2004) e, em funcéo

desta parede celular mais simples, mostram-se mais sensiveis a acdo inibitdria do 6leo.

Além disso, a membrana externa das bactérias Gram-negativas possui um espaco
periplasmatico que contém enzimas capazes de inativar alguns antibiéticos (Duffy et al.,
2001; Sartori et al., 2003; Schaetechter et al., 2002). Também tem sido observado que esta
resisténcia intrinseca que muitos micro-organismos Gram-negativos apresentam esta
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relacionada com mecanismos especializados em expulsar substancias estranhas para fora da

célula (bomba de efluxo) (Nikaido et al., 1989; Kéhler et al., 1999; Van et al., 2003).

Bandeira et al.(2006) relataram que o Oleo essencial extraido da resina da P. heptaphyllum
mostrou-se ativo contra Candida albicans e Staphylococcus aureus, apresentando CIM de

1,25 pg.mL™ e 2,5 ug.mL™, respectivamente.

Alguns estudos buscam correlacionar a composicdo quimica e bioatividade dos 6leos
essenciais, contudo, isso ndo tém sido totalmente elucidados (Onofre et al. 2005; Cano et al.
2006). Presume-se que a atividade biolégica dos Oleos essenciais ndo estd determinada
somente pela quantidade de monoterpenos, mas também por sua taxa de proporcionalidade
(Sartori et al., 2005; Cano et al. 2006; Costa et al.2009). Assim, apesar de ja se ter
demonstrado que 0s mono e sesquiterpenos sao ativos contra diversos tipos de micro-
organismos, seu mecanismo de acdo especifico ndo esta completamente elucidado (Sartori et
al., 2005), uma vez que o 6leo essencial é formado por uma grande variedade de constituintes
quimicos e cada um destes pode atuar em diferentes sitios na célula microbiana (Carson et al.,

2002).

Agentes antimicrobianos apresentam papel importante na cura de feridas, visto que
proporcionam uma barreira contra os ataques desses organismos, protegendo a area lesionada
de varias infeccOes, assim pode-se atribuir a atividade farmacologica cicatrizante de algumas

plantas, pela acdo antimicrobiana que estas possuem (Ipek et al., 2011).

Estudos realizados pelo nosso grupo observaram que o tratamento com 6leo essencial
da resina de P. heptaphyllum promoveu uma reducdo significativa da area das feridas ao longo
do periodo experimental, sugerindo seu uso para esse fim na medicina veterinaria (Bernadi et
al., 2013). Porém, ndo é de conhecimento dos autores do presente estudo, a possivel acdo

cicatrizante da resina de P. heptaphyllum, haja vista que a mesma é constituida quimicamente
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por triterpenos, principalmente das séries a-amirina (ursano) e f-amirina (oleano) e Oleo
essencial rico em mono e sesquiterpenos (Bandeira et al.2006; Pinto et al. 2008a; Pinto et al.

2008b; Aragéo et al. 2006; Aragéo et al. 2007).

A avaliacdo macroscépica das feridas para os grupos controle (GC) e resina (GR) de P.
heptaphyllum estdo representadas na tabela 2. Foi possivel observar a reducéo significativa da
area das feridas ao final do periodo experimental nos dois grupos. Porém o tratamento com
resina, quando analisados nos diferentes dias, s6 foi mais eficaz que o controle no terceiro dia,

onde foi possivel observar uma menor éarea da ferida no GR comparado ao GC.

Tabela 2. Area de contracdo das feridas, induzidas experimentalmente em ratos, tratadas com a resina

de Protium heptaphyllum (GR) e veiculo (GC).

Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

GC 707 +000° 986+270°" 423+137 084+020° 043+019%

GR 7,07+0,00° 7,72+1,49® 427+154" 0,99+0,47® 0,93 +0,89%

Letras minusculas diferentes na mesma linha denotam diferenca estatistica significativa entre as
medias (p < 0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna denotam diferenga estatistica

significativa entre as medias (p < 0,05). Valores expressos em media + D.P.

Entretanto, na avaliagdo microscdpica, pode-se observar uma melhoria nos primeiros
dias do processo evolutivo da cicatrizacdo no tratamento com a resina, em comparagdo com o
grupo controle. No 3° dia de tratamento foi possivel observar uma inflamacdo moderada
multifocal originando-se do tecido sadio e presenca de crosta infectada com infiltrado de
células polimorfonucleares no GC. No GR, evidenciou-se proliferacdo fibroblastica leve,

inflamacéo discreta a leve, além da auséncia de crosta e inicio neovascularizacao.
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Na avaliacdo das laminas do 7° dia, pode-se observar uma semelhanga do GC com a
avaliacdo do 3° dia do GR, acrescido de evidenciacdo da fibroplasia que ndo foi observada no
GR. No 7°dia GR observou-se uma fibroplasia mais avancada e re-epitelizacdo presente a

partir das bordas da lesdo, mostrando uma melhor regeneracao do tecido neste grupo.

No 14° dia de tratamento, evidenciou-se no GC auséncia de crosta, inflamacéo leve
focal e hiperplasia regenerativa focal na margem da lesdo. No GR observou-se ainda uma

hiperplasia regenerativa focal na margem da leséo e a presenca de crosta.

No 21° dia, observou-se no GC uma fibroplasia leve, presenca de deposicdo de matriz
colagena e arranjo estrutural da cicatriz. No 27° dia de tratamento o GC apresentou
neovascularizagdo avancada, com presenca de colageno imaturo e contracdo do colageno,
enquanto que o GR foi possivel observar uma fibroplasia moderada e remodelagem no 21° e
27° dia respectivamente, demonstrando-se que a resina promoveu um avango no processo de
cicatrizacdo nos primeiros dias da ferida (3 e 7 dias), ou seja, uma agdo positiva nas fases

iniciais da cicatrizacéo.

Na avaliagdo microscépica das feridas para os grupos controle (GC) e resina (GR) de
P. heptaphyllum foi possivel observar, inicialmente, uma melhoria no processo evolutivo da
cicatrizacdo no tratamento com a resina, em comparacao com o grupo controle, evidenciado
na analise das laminas do 7° dia de tratamento, onde o GR apresentou uma fibroplasia mais
avancada e hiperplasia regenerativa focal na margem da lesdo, indicando assim um processo

cicatricial mais acelerado quando comparado ao GC.

Apesar de ter mostrado uma possivel aceleracdo no processo cicatricial até o 7° dia de
tratamento, o0 GR apds esse periodo teve comportamento semelhante ao GC e ao final do
experimento ambos 0S grupos apresentaram basicamente as mesmas caracteristicas

bioldgicas, corroborando com a avaliagdo macroscépica realizada neste estudo.
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A maior ou menor velocidade de cicatrizagdo, o tamanho da cicatriz e a sua maior ou
menor retragdo estdo na dependéncia da quantidade e qualidade das citocinas e fatores de
crescimento produzidos por leucdcitos, plaquetas, células endoteliais além daqueles liberados

da MEC ou produzidos ap0s a a¢do de proteases dessa matriz (Brasileiro, 2009).

N&o foi observada alteragdo no figado, pulmao e baco dos animais testados, que possa
atribuir uma possivel toxicidade da resina no periodo do experimento, tanto na avaliagcdo

macroscopica quanto na microscépica.

A atividade cicatrizante verificada no presente estudo deve-se possivelmente a
composicao quimica existente a resina de P. heptaphyllum. Oliveira et al. (2004) avaliaram a
atividade anti-inflamatoria da resina de P. heptaphyllum em modelos animal de ulcera e
verificou uma atenuacéo significativa dos danos géastricos em ratos, indicando uma potencial
propriedade gastroprotetora e anti-inflamatdrio desta planta, provavelmente pelas amirinas,

principais constituintes triterpendides da resina.

Medeiros et al. (2007) forneceram evidéncias in vivo que 0 triterpeno pentaciclico a-
amirina, derivados de plantas, apresenta forte acdes anti-inflamatdrias topicamente em orelha
de rato, através de um mecanismo que parece envolver a inibicdo nos niveis de Prostaglandina
E2 (PGE2), através da inibicdo da expressdo de Cicloxigenase- 2 (COX-2), inferindo-se que
a-amirina exerce sua atividade anti-inflamatdria por meio de regulacéo da Proteina Quinase C
(PKC)a, ativagdo MAPKs provavelmente através da inibi¢do da atividade do Fator de

Transcricdo Nuclear kB (NF-kB).

Pinto et al. (2008) apresentaram resultados sugerindo que o,  -amirina retarda a
inflamacdo aguda em modelo de periodontite em ratos, reduzindo a infiltracdo de neutréfilos,

0 estresse oxidativo e a producdo de citocina pré-inflamatoria TNF-a.
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Existem vérios relatos na literatura da acdo de 6leos essenciais de plantas medicinais
no processo de cicatrizacdo (Kumar et al., 2007; Fatima et al., 2008). Suntar et al. (2011)
verificaram potente atividade cicatrizante de 6leo essencial de orégano. Tumen et al. (2011)
evidenciaram notavel cicatrizacdo e atividade anti-inflamatoria, em feridas experimentais
apods tratamento com 6leos essenciais de Cedrus libani e Abies cicilica, ricos em monoterpeno
limoneno, assim como, Adams e Thrash, (2010) que relataram a importancia desta mesma

substéncia na cicatrizagao.

A acdo anti-inflamatoria do Oleo essencial de folhas de Lippia gracilis, foi
demonstrada por Mendes et al. (2010), onde o principal componente identificado foi o timol,
um derivado do monoterpeno cimeno, que exibe varias atividades biologicas como,
antimicrobiano, antioxidante, antinociceptivo, anestésico local, e anti-inflamatoria in vitro

(Braga et al., 2006; Haeseler et al., 2002; Karpanen et al., 2008; Yanishlieva et al., 1999).

Portanto, infere-se um efeito sinérgico dos triterpenos e monoterpenos presentes na
resina de P. heptaphyllum, promovendo assim uma melhoria na cicatrizacdo no presente
estudo. Os isdmeros a, B —amirina, podem modular o processo inflamatorio agudo na ferida
dos ratos, como sugerido por outros autores, associado com a atividade antimicrobiana
verificada no 0Oleo, provavelmente por acdo dos monoterpenos, como limoneno e cimeno,

favorecendo a cicatrizacdo na fase inicial.

A inflamacdo é um importante passo na etiologia do cancer (Marchand te al., 2002), e
sabe-se que varios genes capazes de mediar 0s processos ocorridos durante a carcinogénese
sdo regulados por varios agentes, dentre esses, os inflamatorios (Shishodia et al., 2003),
assim, substéncias capazes de promover efeitos anti-inflamatorios, podem apresentar

promissor efeito anticancerigenos.
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No ensaio de citotoxicidade celular por MTT em células de epitélio bucal transfectado
com papiloma virus 18 (KB-18), foi evidenciado que o Oleo essencial da resina do P.
heptaphyllum apresentou atividade citotdxica fraca, 1Cso= 48,7 + 7,2 pg/mL, de acordo com a
concentragdo preconizada pelo Instituto Nacional Americano de Céncer (NCI) (ICso <20

pg/mL, para extrato e fragdes)(Boyed, 2005).

Siani et al. (1999) em seus estudos mostraram que 0s Oleos essenciais de P.
heptaphyllum foram eficazes em retardar a migragdo de células inflamat6ria controlando
assim o processo inflamatério. No entanto, os seus resultados mais interessantes foram
obtidos pela a acdo do 6leo sobre as células neoplasicas SP2:0, Neuro-2a e J774, onde sua
taxa eficacia nas linhas neoplasicas foi de 76-89% para J774, de 66 a 95% para SP2: 0 e 60 a
98% para Neuro-2a. Hashim et al. (1994) afirmam ainda que monoterpenos e arilpropanoides
estdo envolvidos na modulagdo da formacdo de DNA, um passo inicial e critico no processo

carcinogénico.

Estudo realizado por Taylor et al. (2012), verificaram a citotoxidade do extrato da
casca de P. heptaphyllum, em células de diferentes tipos de cancer (PC-3, MCF-7 HT-29

MDA-MB-231, 4T1, RAW-267), obtendo atividade citotoxica fraca em todos 0s ensaios.

Lima et al.(2012) também evidenciaram uma atividade citotoxica fraca do Oleo
essencial da resina do P. heptaphyllum, em células de cancer de mama MCF-7, o que
corrobora com o resultado encontrado no presente estudo, além disso, estes autores sugerem
uma possivel atividade quimiopreventivo de cancer, uma vez que, o 0leo essencial da resina
de P. heptaphyllum ndo induziu citotoxidade e foi capaz de promover atividade
antimutagénica, possivelmente pela presenca de monoterpenos contidos no éleo, como

observado na analise quimica.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a atividade antimicrobiana do 6leo essencial provavelmente auxiliou
na melhora da cicatrizacdo das feridas em ratos, possivelmente pela acdo sinérgica das
substancias quimicas presentes no Gleo e na resina desta planta, como monoterpenos e
sesqueterpenos, confirmando a utilizagdo etnofarmacoldgica da resina de P. heptaphyllum.
Além disso, 0 6leo apresentou atividade citotdxica baixa em células KB-18. Entretanto, €
necessaria uma avaliacdo mais detalhada com intuito de compreender melhor o0s mecanismos,

vias e seguranca de uso desta planta.
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ANEXOS
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Forma de apresentacé&o de manuscritos:
e Estrutura

Cabecalho: constituido por: Titulo do trabalho, que deve ser breve e indicativo da
exata finalidade do trabalho; Autor(es) por extenso, indicando a(s) instituicdo(des)
a(s) qual(is) pertence(m) mediante nimeros. O autor para correspondéncia deve ser
identificado com asterisco, fornecendo o endereco completo, incluindo o eletrénico.
Estas informacdes devem constar na margem esquerda do texto e logo apds a
filiacao.

Resumo: deve apresentar a condensacdo do conteudo, expondo metodologia,
resultados e conclusdes, ndo excedendo 200 palavras.

Unitermos: devem representar o conteudo do artigo, evitando-se os de natureza
genérica. Observar o limite maximo de 6 (seis) unitermos.

Resumo em portugués: deve ser apresentado junto ao resumo em inglés e ser
antecedido do titulo do artigo em portugués. O conteudo deve e acompanhar o
resumo em inglés.

Unitermos em portugués: devem acompanhar os unitermos em inglés e estar

abaixo do Resumo.

Introducao: deve estabelecer com clareza o objetivo do trabalho e sua relacdo com
outros trabalhos no mesmo campo. Extensas revisdes de literatura devem ser
substituidas por referéncias aos trabalhos bibliograficos mais recentes, nos quais
tais revisfes tenham sido apresentadas.

Material e Métodos: a descricdo dos métodos usados deve ser breve, porém
suficientemente clara para possibilitar a perfeita compreensdo e repeticdo do
trabalho. Processos e Técnicas ja publicados, a menos que tenham sido
extensamente modificados, devem ser apenas referidos por citacdo. Estudos em
humanos e em animais devem, obrigatoriamente, fazer referéncia a aprovacdo do

Comité de Etica correspondente.



Resultados e Discussao: deverao ser apresentados de forma concisa e em ordem
l6gica. Tabelas ou figuras, quando possivel, devem substituir o texto, na
apresentacao dos dados. Sempre que pertinente, fornecer as faixas, desvios padrao
e indicar as significancias das diferencas entre os valores numeéricos obtidos. A
discussdo deve se restringir ao significado dos dados obtidos e resultados
alcancados, procurando, sempre que possivel, relacionar sua significancia em
relacdo a trabalhos anteriores da area. Especula¢cfes que ndo encontram justificativa
para os dados obtidos devem ser evitadas. E facultativa a apresentacdo desses
itens em separado.

Conclusdes: quando pertinentes, devem ser fundamentadas no texto.

Agradecimentos: devem constar de paragrafo a parte, antecedendo as referéncias

bibliograficas, e ser compativeis com as exigéncias de cortesia e divulgacao.

Referéncias bibliograficas: devem ser organizadas de acordo com as normas da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT NBR-6023, ordenadas
alfabeticamente no fim do artigo incluindo os nomes de todos os autores. A exatidao
das referéncias bibliograficas é de responsabilidade dos autores. Para

exemplos, consultar o site www.bcq.usp.br.

e Apresentacao dos originais:

Os trabalhos devem ser apresentados em lauda padrdo (de 30 a 36 linhas com
espaco 1,5), utilizando o programa Word for Windows. Os trabalhos, acompanhados
de carta de encaminhamento assinada por todos os autores, devem ser enviados,

apenas por via eletrénica.

e Informacbes Adicionais:

Citacado bibliografica: As citacdes bibliograficas devem ser apresentadas no texto

pelo(s) nome(s) do(s) autor(es), com apenas a inicial em maiusculo, seguidas do ano


http://www.bcq.usp.br/

de publicagéo. No caso de haver mais de trés autores, citar o primeiro e acrescentar
a expresséao et al. Caso haja mais de uma citagdo com mesmos autores e mesmo

ano de publicacao, diferencia-las com letras mindsculas junto ao ano.

llustracBes: As ilustracdes (gréficos, tabelas, formulas quimicas, equacfes, mapas,
figuras, fotografias) devem ser incluidas no texto, o mais préximo possivel das
respectivas citacées. Mapas, figuras e fotografias devem ser, também, apresentados
em arquivos separados e digitalizadas em formato TIF ou JPG com resolucdo de
300 dpi. Cada fasciculo da BJPS reproduzira, na capa, figura escolhida de um
dos trabalhos. As tabelas devem ser numeradas consecutivamente em algarismos
romanos e as figuras em algarismos arabicos, seguidos do titulo. As palavras
TABELA e FIGURA devem aparecer em maiusculas apenas no titulo ou na legenda,
respectivamente. Legendas e titulos devem acompanha-las nos arquivos separados,

assim como no texto.

Nomenclatura: pesos, medidas, nomes de plantas, animais e substancias quimicas
devem estar de acordo com as regras internacionais de nomenclatura. A grafia dos
nomes de farmacos deve seguir, no caso de artigos nacionais, as Denominacdes
Comuns Brasileiras (DCB) em vigor, podendo ser mencionados uma vez (entre

parénteses, com inicial maiuscula) os registrados.



