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RESUMO

Um dos maiores problemas de Saude Publica enfrentados é o agravamento da resisténcia a
antimicrobianos. A casca de jabuticaba é rica em compostos fenolicos (CF), que séo
substancias que apresentam atividade antimicrobiana (AA). Neste estudo, avaliou-se a AA de
extratos fenolicos, obtidos de diferentes formas, de farinha de casca de jabuticaba (FCJ).
Quantificaram-se os CF por cromatografia liquida de alta eficiéncia nos extratos e estudou-se
a acdo do extrato na cicatrizacdo de feridas em ratos. Os CF foram extraidos da FCJ
utilizando-se quatro formas diferentes de extracoes, resultando em quatro extratos: aquoso,
metanolico, etandlico e acetbnico. Para a avaliacao bactericida in vitro foram utilizados quatro
patégenos bacterianos (Staphylococcus aureus GL 5674, Staphylococcus aureus GL 8702,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Listeria monocytogenes ATCC 19117),
empregando o método de concentracdo minima bactericida (CMB) pela microdiluicdo em
caldo e analise do crescimento de coldnias, com as seguintes concentracdes dos diferentes
extratos (%): 5,00; 2,50; 1,25; 0,63, 0,32, 0,16, 0,08, determinando-se a CMB. Para o teste in
vivo foram utilizados 24 ratos da linhagem Wistar, machos, com 60 dias de idade, pesando
aproximadamente 140 g. As feridas foram feitas na regido dorsocervical de cada animal. Os
animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, com 6 ratos cada: o grupo I -
controle positivo, tratado com Bactrovet®, contendo 0,580 mg de sulfadiazina de prata mL™;
grupo Il - tratado com solucdo aquosa do extrato etanodlico liofilizado da FCJ (EE) a 10%,
contendo 0,300 mg de CF mL™; grupo 111 - tratado com solucdo aquosa do EE a 5%, contendo
0,150 mg de CF mL™ e o grupo IV - tratado com solucéo aquosa do EE a 2,5%, contendo
0,075 mg de CF mL™. Nas feridas foram instiladas diariamente no mesmo horario, 50 pL de
Bactrovet® e 50 pL das solugcbes do EE de cada concentracdo. Em relacdo a AA, o extrato
aquoso nao inibiu o crescimento de nenhuma bactéria. J& os extratos etandlico, aceténico e
metanolico inibiram o crescimento de todas as bactérias testadas nas concentragdes de 1,25%,
2,50% e 5,00%, respectivamente. O extrato etanolico foi o que apresentou maior atividade
bactericida, tanto para bactérias Gram positivas como para Gram negativas. Este potencial
pode ser atribuido as substancias presentes no extrato, como os CF, sobretudo, 0s taninos
catequina, epicatequina e galato de epicatequina, que foram majoritarios no extrato etandlico,
podendo justificar sua maior acdo bactericida. Observou-se que ocorreu diminuicdo da area
das feridas, ao longo do tempo, para 0s quatro grupos, entretanto, a cicatrizacdo ocorreu de
forma mais lenta para o grupo controle e entre 0s grupos tratados com EE a cicatrizacao foi
mais rapida na seguinte ordem: grupo tratado com EE 2,5% > 5% > 10%. Quanto a anélise do
processo de cicatrizacdo do ponto de vista clinico e macroscopico, conclui-se que o uso do
EE, principalmente, nas concentracdes de 5% e 2,5% apresentaram influéncia positiva na
cicatrizacdo de feridas cutdneas em ratos, por promover reacdo inflamatéria menos intensa e
fechamento mais rapido das feridas, podendo ser explorado pela industria farmacéutica.

Palavras-chave: Plinia jaboticaba. Compostos fendlicos. HPLC. Antimicrobiano.

Cicatrizacdo.



ABSTRACT

One of the main problems faced in Public Health is the antimicrobial resistance aggravation.
The jabuticaba skin is known by containing phenolic compounds (PC), which are substances
that display antimicrobial activity (AA). In this study it was evaluated the AA from phenolic
compounds, obtained different methods from the jabuticaba skin meal (JSM). The phenolic
compounds were quantified by high performance liquid chromatography, and it was studied
their action on upon mice wound healing process. The PC were extracted from JSM using
four different extraction methods, resulting in four extracts: aqueous, methanolic, ethanolic
and acetonic. For antimicrobial activity in vitro, it was chosen four pathogenic bacterial
strains (Staphylococcus aureus GL 5674, Staphylococcus aureus GL 8702, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 and Listeria monocytogenes ATCC 19117), employing the
minimum bactericidal concentration (MBC) by broth microdilution. Further, it was analyzed
the growth of bacterial colonies in different extract concentration (%): 5.00; 2.50; 1.25; 0.63,
0.32, 0.16, 0.08, determining its MBC. For the in vivo test, it was used 24 male Wistar rats,
with 60 days of age, weighing an average of 140 g. Wounds were made on the dorsocervical
area of each animal. After this procedure, the rats were randomically arranged into four
groups, with six rats each: group | - positive control group, treated with Bactrovet®,
containing 0.580 mg of silver sulfadiazine mL™; group Il - treated with aqueous solution of
the lyophilized JSM ethanolic extract at 10% containing 0.300 mg of PC mL™; group Il -
treated with aqueous solution of EE at 5% containing 0.150 mg of PC mL™ and the group IV -
treated with aqueous solution of EE at 2.5% containing 0.075 mg of PC mL™. The wound site
were daily instilled at the same hour with 50 pL of Bactrovet® or 50 pL of EE in different
concentrations. Regarding the AA, the aqueous extract were not able to inhibit none of the
bacterial strains. However, the ethanolic, acetonic and methanolic extracts inhibited the
bacterial growth of all tested strains at the concentration of 1.25%, 2.50% and 5.00%,
respectively. The ethanolic extract had the best antimicrobial activity against Gram-positive
and negative strains. This potential was attributed to the phytochemicals present in the extract,
such as PC, in special catechin, epicatechin and epicatechin gallate, which were the main
phenolic compounds found in ethanolic extract, justifying its antimicrobial action. It was
observed a progressive reduction on the wound size, the data obtained showed that the group
control had a slower recovery in comparison the group treated with the extracts. The extract
effectiveness were in the following order, 2.5% > 5% > 10%. Regarding the morphological
and microscopic aspect of the wound, it was concluded that the use of the EE, especially at
5% and 2.5%, had a positive relation with rats cutaneous wound healing, by promoting a less
intense inflammatory reaction and a quicker wound closure, a potential that could be explored
by pharmaceutical industries.

Keywords: Plinia jaboticaba. Phenolic compounds. HPLC. Antimicrobial. Healing.
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1 INTRODUCAO

Na Salde Publica, um dos maiores problemas é o agravamento da resisténcia a
antimicrobianos existentes no mercado, principalmente em populacdes bacterianas de origem
hospitalar. Registros mostram um aumento significativo na frequéncia do isolamento de
bactérias, que a priori eram reconhecidamente sensiveis aos medicamentos rotineiramente
usados na clinica, mas que se apresentam resistentes a quase todos os farmacos disponiveis no
mercado, as denominadas bactérias multi-droga-resistentes.

O conhecimento sobre o potencial terapéutico dos vegetais tem despertado o interesse
cientifico, buscando nesse conhecimento, novos caminhos para o controle e tratamento de
diversas doencas. No Brasil, pesquisas desta natureza séo de grande valia e importancia, uma
vez que o0 pais € considerado um dos maiores reservatorios de biodiversidade do mundo e
além disso, a grande extensao territorial abriga diversos tipos de ecossistemas, cada um com
suas particularidades, fato que o torna verdadeira fonte quase que inesgotavel de moléculas a
serem descobertas, com potencial para serem utilizadas tanto isoladamente, como em
sinergismo com outras moléculas.

Diversos farmacos obtidos de plantas sdo usados como anti-inflamatérios e
cicatrizantes. Porém, apesar do uso cada vez mais frequente, 0 mesmo é baseado apenas em
conhecimentos populares, faltando o suporte de evidéncias experimentais que comprovem o
potencial terapéutico, mecanismo de agdo, toxicidade e os possiveis efeitos colaterais.

Durante séculos tem-se buscado nas plantas medicinais alternativas para o tratamento
de diversas doencas dermatoldgicas, principalmente naquelas que apresentam processos
cicatriciais de dificil resolugdo, o que pode ser agravado, em grande parte, pela colonizagdo de
bactérias presentes neste ambiente.

Entre as substancias naturais, os compostos fenélicos, como o eugenol, tém mostrado
potencial com significativa capacidade antimicrobiana, podendo ser usados como extratos de
diversas plantas para a assepsia de feridas. A casca da jabuticaba, geralmente descartada,
apresenta teores elevados de compostos fenoélicos, valores estes que ja foram mencionados em
alguns grupos de pesquisa. Assim, a utilizacdo de extratos fendlicos deste residuo poderia ser
uma possibilidade viadvel com aplicagdo em solugdes, cremes ou géis, para se utilizar em
feridas de pele e mucosa, onde pode haver uma variedade de microrganismos resistentes.
Além disso, a utilizacdo deste residuo contribuira para melhor aproveitamento do fruto,

promovendo a sua valorizagdo econdmica.
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Estudos de extracdo de compostos fendlicos ja foram realizados e se encontram varias
formas de extrai-los de acordo com o tipo principal de fenolico que se busca, alguns deles
denominados de extrato metandlico, etandlico, acetdnico e aquoso. Portanto, a extracdo de
compostos fenolicos de casca da jabuticaba, utilizando diferentes solventes extratores, levara
a obtencdo de tipos e quantidades diferentes de fendlicos, podendo apresentar respostas
variadas de sua agéo.

Assim, como j& mencionado, extratos que apresentem acgdo antimicrobiana poderdo
também mostrar acdo antisséptica no tratamento de feridas. Como a ferida é uma leséo fisica
corporal caracterizada pela ruptura da continuidade normal das estruturas do corpo, a sua
cicatrizacdo consiste na reconstrucdo do local, a fim de restaurar a sua integridade e a fungao
normal. E um processo complexo que envolve a organizacdo de células, sinais quimicos e
matriz extracelular com o objetivo de reparar o tecido lesado. Formas de tratamento como
aplicacdo local de diferentes produtos quimicos tém sido pesquisadas, a fim de verificar sua
contribuicdo para a melhora na cicatrizacao.

Portanto, neste estudo objetivou-se avaliar a atividade bactericida de extratos
fenolicos, obtidos de formas diferentes, de farinha de casca de jabuticaba (FCJ), quantificar e
identificar por cromatografia liquida de alta eficiéncia os compostos fendlicos presentes nos
diferentes extratos e analisar a acdo do extrato etandlico liofilizado (que obteve a melhor
atividade bactericida), na cicatrizacdo de feridas em ratos Wistar.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Resisténcia dos microrganismos

Estudar o potencial terapéutico dos vegetais tem despertado o interesse cientifico,
devido a possibilidade de se empregar novos medicamentos de controle e tratamento de
diversas doencas. No Brasil, ha uma grande diversidade de plantas, que esta relacionada as
boas condigdes climaticas, edéficas (fatores inerentes ao solo) e potencial hidrico. Estes
fatores contribuem para a sintese de inumeros metabdlitos secundarios com potencial
atividade bioldgica (ZUANAZZI et al., 2010).

De acordo com Organizacdo Mundial da Saude, as plantas medicinais sdo a melhor
fonte para se obter uma variedade de medicamentos, e cerca de 80% da populagdo mundial
usa a medicina tradicional na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou
desagradavel. A selecdo de plantas, a partir de informagdes da medicina tradicional ou
popular, pode conduzir a descoberta de moléculas promissoras, como € o caso dos metabdlitos
secundérios (SANTOS et al., 2007).

Essas moléculas aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie, pois sao
responsaveis por diversas atividades bioldgicas com este fim como, por exemplo, podem atuar
como antibioticos, antifungicos e antivirais para proteger as plantas dos patdgenos, e também
apresentando atividades antigerminativas ou toxicas para outras plantas (FUMAGALI et al.,
2008).

Apesar de muitas industrias farmacéuticas terem produzido novos antibioticos e
modificado alguns medicamentos ja existentes, a resisténcia a essas moléculas pelos
microrganismos vem aumentando. Tal fato tem causado preocupacdo, pois cresce 0 nimero
de pacientes em hospitais que tem a imunidade suprimida com concomitante surgimento de
linhagens de bactérias e fungos que apresentam novos perfis de resisténcia a antibioticos e
antifangicos. Consequentemente, novas infeccdes poderdo ocorrer em hospitais e/ou
residéncias resultando em elevada morbidade e mortalidade (SANTOS et al., 2007).

Um estudo multicéntrico norte-americano mostrou que ocorrem aproximadamente 1,7
milhdes de casos anuais de infecgcdes relacionadas a assisténcia a salde, 0s quais estdo
associados a 99.000 ébitos por ano no pais. Outro estudo europeu concluiu que estas
infeccbes afetam um em cada 10 pacientes internados e causam aproximadamente 5.000
mortes anuais no continente. No Brasil, os dados ainda s&o pouco documentados, devido a

consolidacéao reduzida das informagGes por diversos hospitais, dificultando o conhecimento da
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extensdo do problema no pais. O Ministério da Salde avaliou a magnitude das infeccOes
hospitalares em 99 hospitais terciarios localizados nas capitais brasileiras e vinculados ao
Sistema Unico de Satde (SUS), identificando uma taxa de 13% de infeccBes entre pacientes
hospitalizados (SOUZA et al., 2015).

A resisténcia bacteriana € um fato natural, pois existem bactérias naturalmente
resistentes a certas classes de antimicrobianos; um exemplo classico, os Enterococcus séo
naturalmente resistentes a qualquer cefalosporina. E isso € inevitavel, pois ao se utilizar
antimicrobianos, principalmente de forma descontrolada, aparecerdo bactérias que se tornardo
resistentes a eles, porém, a utilizacdo correta dos antimicrobianos, pode causar um menor
indice de resisténcia bacteriana (TORTORA et al., 2012).

Existem quatro grandes mecanismos de resisténcia aos antibiticos que sdo: a
alteracdo da permeabilidade, a alteracdo do local de acdo, a bomba de efluxo e 0 mecanismo

enzimatico que altera a estrutura quimica do antibiotico.

a) Alteracdo da permeabilidade

A permeabilidade da membrana celular é essencial para que o antibidtico tenha o
efeito desejado, quer seja bactericida ou bacteriostatico. (BRUNTON, et al., 2012). Nas
bactérias Gram negativas, a membrana interna € constituida por fosfolipideos e a membrana
externa por lipideos. A sua constituicdo confere uma lenta penetracdo do farmaco e a
passagem pela membrana externa é realizada através das porinas, que formam canais
hidrofilicos. A penetracdo na bactéria depende das caracteristicas intrinsecas das moléculas de
antibidtico. Desta forma os compostos hidrofilicos penetram através das porinas (DECLOUR,
2009). Neste tipo de resisténcia, a modificagdo da permeabilidade do antibiético pode ser
explicada devido as alteracGes estruturais, do numero, da seletividade ou do tamanho das
porinas, sendo que qualquer diminuicdo na funcdo ou quantidade de porinas levara a
resisténcia da bactéria ao antibidtico, baixando o nivel do mesmo presente no interior da
bactéria (DECLOUR, 2009).

b) Alteracéo do local de agéo
Este tipo de resisténcia caracteriza-se pela diminuicdo ou mesmo auséncia de afinidade
do antibiotico ao local de ligacdo, isto pode ocorrer por alteragdo da estrutura do

peptideoglicano, interferéncia na sintese de proteinas ou na sintese de DNA (RICE,
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BONOMO, 2005). A alteragcdo da estrutura do peptidoglicano consiste na inibi¢cdo das
enzimas que participam na constru¢do do mesmo (DZIDIC, SUSKOVIC, KOS, 2008).

c) Bomba de efluxo

As bombas de efluxo séo proteinas presentes nas membranas. Neste tipo de resisténcia
ocorre um efluxo, ou seja, o transporte ativo dos antibiéticos do meio intracelular para o0 meio
extracelular, antes mesmo que eles desempenhem seus mecanismos de acdo, como exemplo
para este tipo de resisténcia, cita-se P. aeruginosa (DZIDIC, SUSKOVIC E KOS, 2008).

d) Mecanismo enzimatico

O mecanismo enzimatico de resisténcia ocorre devido a inativacdo do farmaco, que é
resultante da producdo, pela bactéria, de enzimas que degradam ou inativam o antibidtico.
Existem trés grandes estratégias: hidrdlise (desenvolvida pelas hidrolases); transferéncia de
um grupo (desenvolvida pelas transferases) ou processo redox (desenvolvida também através
de mecanismos enzimaticos, onde pode ocorrer a inativacdo do antibidtico por um processo
redox, em que ocorre oxidacdo ou reducdo induzida pela bactéria patogénica (DZIDIC,
SUSKOVIC, E KOS, 2008).

A corrida na busca por novos agentes antimicrobianos, para aplicagdo em produtos
farmacéuticos e cosméticos, faz-se cada vez mais necessaria, devido ao surgimento de
microrganismos resistentes aos antibidticos em uso clinico e aos microrganismos oportunistas
que levam a infeccOes fatais. Desta forma, compostos provenientes de extratos de plantas
podem contribuir para o desenvolvimento de antibiéticos mais eficazes e menos tdxicos, na
corrida contra a resisténcia e o surgimento de microrganismos patogénicos (SILVA et al.,
2011).

Tendo por base a grande diversidade de plantas existentes nos diferentes ecossistemas
brasileiros, a importancia reconhecida de algumas no tratamento de doencas, e tendo relatos
do agravamento da resisténcia a antimicrobianos em populac@es bacterianas, fica notoria a
necessidade da busca de novas substancias com propriedades antimicrobianas para serem
utilizadas frente a esses microrganismos (SANTOS et al., 2010).

Sendo assim, a crescente investigacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais,

nos quais alguns de seus compostos, como flavonoides, alcaloides, triterpenos,
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sesquiterpenos, taninos e saponinas, apresentam propriedade antimicrobiana, tém sido objetos
de interesse para o tratamento de varios tipos de infec¢cGes humanas (SANTOS et al., 2010).
Estudos mostram que as pesquisas na area de produtos naturais vém crescendo de
forma significativa e, cada vez mais, ha descobertas de substancias bioativas em diversas
plantas, as quais por meio de muitos estudos se tornam medicamentos ao longo dos anos,
tanto amenizando como prevenindo doencas (CRAGG et al., 2013; NEWMAN et al., 2012).

2.2 Compostos fenolicos e atividade bactericida

Os compostos fendlicos sdo uma classe de fitoquimicos extremamente ampla e
complexa, que possuem pelo menos um anel aromético, no qual ao menos um hidrogénio é
substituido por um grupo hidroxila. Sdo produtos do metabolismo secundéario de plantas e
participam do mecanismo de defesa da planta, protegendo-a contra ataques de bactérias,
fungos e outros, além de ser responsaveis por propriedades como a cor, sabor e odor de
diversos vegetais (SIMOES et al., 2010).

Os compostos fenolicos sao substancias que ndo podem ser sintetizadas por animais e
humanos, sendo consumidos na dieta. As substancias com nucleo fendlico apresentam acao
especial como antioxidantes por atuarem como eficientes captadores de espécies reativas do
oxigénio, além de reduzirem e quelarem ions férricos que catalisam a peroxidacdo lipidica,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo. Os produtos
intermediarios, formados por meio da acdo dos antioxidantes, podem ser considerados
estaveis devido a ressonancia do anel aromatico destas substancias (ANDRADE et al., 2007).

Sdo descritos como fenois, acidos fendlicos e derivados, ligninas, taninos e
flavonoides e estdo presentes nos alimentos de origem vegetal, como folhas, cereais,
leguminosas, cacau, cidra e frutas em geral e bebidas como chas, café e vinho tinto (SIMOES
etal., 2010).

Os taninos sdo substancias fendlicas sollveis em agua e classificados segundo sua
estrutura quimica em dois grupos: condensados e hidrolisaveis. Os primeiros formados pela
polimerizacdo de unidades de flavonoides e os taninos hidrolisaveis formados por polimeros
heterogéneos que contem acidos fendlicos, como &cido galico. Estes compostos possuem a
propriedade de precipitar proteinas e conferem adstringéncia aos frutos de determinadas
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os taninos condensados estdo presentes em diversos produtos de origem vegetal, o que

confere as frutas, hortalicas e condimentos boa propriedade terapéutica. Em certos vegetais,
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o0s taninos tém uma acgdo negativa no valor nutritivo, devido a reducéo da digestibilidade de
proteinas, inibicdo da acdo de enzimas digestivas e a interferéncia na absorcéo do ferro. Por
outro lado, uma série de efeitos benéficos a salde estdo relacionados ao consumo de taninos,
tais como: forte acdo antioxidante, acdo preventiva contra o cancer, atividade antimicrobiana
e acéo cardioprotetora (GU et al., 2008).

Os flavonoides de origem natural apresentam-se frequentemente oxigenados e em
grande nimero ocorrem conjugados com agucares. Estes compostos atuam na protecdo das
plantas contra danos produzidos por agentes oxidantes como os raios ultravioletas, poluicdo
ambiental, entre outros fatores (VOLP et al., 2008). Esta protecdo estd associada a agdo
antioxidante destes compostos, que por sua vez, depende da estrutura quimica do flavonoide,
podendo ser determinada pela acdo da molécula como agente redutor (MAMEDE et al.,
2004).

As antocianinas (Figura 1) sdo flavonoides pigmentados glicosilados que atraem
animais com a finalidade de polinizacdo. A propriedade que mais tem se ressaltado nas
antocianinas € a sua acdo antioxidante (REYNERTSON et al., 2008). A deficiéncia natural de
elétrons das antocianinas faz esses compostos serem particularmente reativos, apresentando

também uma grande sensibilidade a mudancas de pH e temperatura (VOLP et al., 2008).

Figura 1 — Estrutura do cation flavilium.

R1 e R2: H, OH ou OCH3; R3: H ou glicosideo; R4: OH ou glicosideo.
Fonte: GUIMARAES et al. (2012).

Para avaliar a capacidade antioxidante e antimicrobiana de um vegetal se faz
necessario obter 0 méaximo de extracdo dos compostos bioativos, 0s quais apresentam
polaridade diferenciada. Desta forma, a solubilidade em um determinado solvente é
caracteristica peculiar do fitogquimico, o que explica a inexisténcia de um procedimento de

extracdo universal (MELO et al., 2008). Os solventes mais utilizados para a extracdo destes
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compostos sdo metanol, etanol, acetona, &gua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e
suas combinagfes (NACZK et al., 2004). Os solventes polares extraem melhor os compostos
fenolicos, como exemplo, o metanol confere elevada eficiéncia na extracdo de compostos
fenolicos (TERCI, 2004). A agua é comumente utilizada, pois apresenta maior abundancia e
facilidade de obtencdo e manipulacdo, além de proporcionar uma extragdo eficiente devido a
sua polaridade, apesar de que a utilizagdo da agua pode acarretar extracdo de outros
componentes indesejaveis, diferentes dos compostos fenolicos (ANDREO et al., 2006).

Para a determinacdo de compostos fenolicos individualmente, em diferentes matrizes,
sdo empregadas técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) cromatografia
gasosa (CG), cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UPLC) e eletroforese capilar (EC). A
cromatografia acoplada a diferentes sistemas de deteccdo como a espectrofotometria, a
fluorimetria e a espectrometria de massas, as quais fornecem vantagens na confirmacao de
identidade dos compostos, tem se tornado imprescindivel na elucidacdo dos mecanismos de
interacdo entre os compostos fendlicos e desses com outras moléculas, como &cidos
organicos, alcoois e aldeidos (FACCO, 2006).

Grande énfase tem sido dada a identificacdo e purificacdo de novos compostos com
atividade antioxidante e antimicrobiana, oriundos de fontes naturais, que possam agir
sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como uma forma de combate as espécies
reativas e as enfermidades causadas por estes, evidenciando a necessidade de pesquisas para
descoberta de novas fontes desses compostos.

Estudos sobre a capacidade antimicrobiana dos extratos fendlicos visam o combate ao
crescimento de microrganismos de interesse alimentar e de saude publica, empregando tanto
compostos fendlicos purificados, quanto os naturalmente presentes em alimentos, vegetais e
ervas (VAQUERO et al., 2007).

O mecanismo de acdo da atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos envolve
reacOes com a membrana celular, modificando seu metabolismo, podendo levar a inativacéo
de enzimas essenciais a célula e/ou complexando-se com o0s substratos dessas enzimas ou
também complexando com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais
para 0 metabolismo microbiano (LOGUERCIO et al., 2005). A estrutura e composicao
quimica dos compostos fendlicos afetam seu modo de acdo e atividade bactericida,
principalmente no que se refere a posicdo e ao numero de grupamentos hidroxila no anel

fendlico.
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Moreira et al. (2005) reforcam que os compostos fendlicos presentes nos vegetais se
ligam & bicamada fosfolipidica da membrana celular aumentando sua permeabilidade e
extravasando os constituintes intracelulares ou danificando o sistema enzimatico da célula; e
segundo Souza et al. (2010), mesmo com pequenas mudangas ocorridas na estrutura da
membrana citoplasmatica, eles podem afetar o metabolismo, incluindo a sintese de
macromoléculas destes microrganismos.

Os mecanismos de acdo de compostos naturais sdo, geralmente, a desintegracdo da
membrana citoplasmatica, desestabilizacdo da forca préton motriz, fluxo de elétrons,
transporte ativo e coagulacdo do conteudo da célula (Figura 2), dessa forma, nem todos os
mecanismos agirdo sobre alvos especificos, podendo alguns sitios serem afetados em
consequéncia de outros mecanismos (BURT, 2004).

Assim, tém-se enfatizado a busca por compostos naturais viaveis, com efeitos
bioldgicos no sentido de beneficiar a industria alimenticia e farmacéutica.

Na Tabela 1, estdo apresentadas as principais classes de compostos obtidas de plantas

com atividade antimicrobiana.

Figura 2 — Locais e mecanismos de agdo que podem ser Sitios para a agdo de compostos
naturais na célula bacteriana.
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Fonte: SILVA (2010).
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Tabela 1 — Principais classes de compostos com atividade antimicrobiana obtidas de plantas.

Classe Subclasse Exemplos Mecanismo
Fendis .
. Catecol Impedir entrada de substrato
simples P
Epicatequina Desintegragdo da membrana
Fenolicos Ao A PN . -
scidos Acido cindmico  Ligacéo a proteinas especificas
. Lo Ligacdo com adesinas, inativa enzimas,
Quinonas Hipericina x
complexacdo com parede celular
Fendlicos Flavonoides  Crisina Ligacdo com adesinas
Flavonas Abissinona Complexos com parede celular
Inativa enzima e inibe HIV transcriptase reversa
Privacdo de substrato, perturbagcdo de membrana,
Taninos Elagitanina ligacdo com adesinas, inativa enzimas, ligacdo
com proteinas, complexos com ions metalicos
. . Interacdo com DNA eucarioto (atividade
Cumarinas Warfarina -
antiviral)
Terpenoides - Capsaicina Desintegragdo de membrana
. Berberina
Alcaloides - o Interage com a parede celular e/ou DNA
Piperina
. Aglutinina . .
Lectinas e mgnose Forma pontes dissulfeto e interfere com a
olipeptideos o replicacdo viral
pofipep especifica plicag

Fonte: BURT (2004), com adaptacdes.

Alguns compostos do extrato de folha de pitanga tém sido mencionados apresentando
eficiente acdo inibitdria para o virus Epstein-Barr e também para alguns fungos, além de
atividade antimicrobiana sobre bactérias (SILVA, 2010).

Auricchio et al. (2007) constataram a presenca de flavonoides e taninos em estudo
fitogquimico sobre a amostra de Eugenia uniflora. Eles avaliaram a atividade antimicrobiana
do oleo essencial das folhas e frutos de E. uniflora para Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Trichophyton menthagrophytes, e
observaram ac¢do antibacteriana variada para as amostras colhidas em diferentes periodos do
dia e em épocas diferentes do ano.

Bertucci et al. (2009), em estudos para trés espécies do género Eugenia, observaram
acao inibitoria sobre linhagens de Staphilococcus aureus, Mycobacterium, Candida e
Aspergillus.

Volpato (2005), ao avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico e das
fracOes hexanica e diclorometano de Calendula officinalis do Brasil, utilizando a metodologia

da cavidade em placa, observou resultados positivos desta atividade em bactérias Gram
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positiva, e de acordo com Parente et al. (2009) o extrato etanolico e as fragdes diclorometano
e hexénica da Calendula por diluicdo em placa, apresentaram atividade antibacteriana
semelhantes, reiterando a atividade antibacteriana da Calendula.

Em experimentos mais recentes pelo método de microdiluicdo em caldo, em que se
trabalhou com o extrato etandlico do fruto de Morinda citrifolia L., foi observada a inibigéo
contra Escherichia coli, Shigella flexneri, Proteus mirabilis, Pseudomonas diminuta,
Enterobacter cloacae, S. aureus, no qual foi demonstrada a atividade contra todas as cepas,
nas concentracdes entre 100 mg mL™ e 50 mg mL™* (NATHEER et al., 2012).

Oliveira (2016), testando os mesmos extratos do presente trabalho, porém com
concentraces e técnicas diferentes, de FCJ, encontrou resultados significativos com relagéo a
atividade bactericida da mesma.

O efeito da atividade bactericida dos extratos foi analisado através da determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI) e halo de inibicdo de cada extrato. Para a bactéria
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 a CMI para todos os extratos foi de 250 ug mL™ com
halo de inibicdo médio de 6,3 mm, representando 30% de inibicdo em relacdo ao cloranfenicol.
A maior inibicdo de crescimento foi observada para as bactérias Gram-positivas Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus. Sendo que o extrato acetdnico mostrou inibicdo de
crescimento da bacteria S. aureus apenas na concentracéo de 250 pg mL™. O extrato aquoso e
o metandlico apresentaram inibicdo de crescimento até a concentragdo de 62,5 pg mL™,
enquanto que o etandlico até a concentragdo de 31,25 pg mL™. J& para a bactéria L.
monocytogenes, 0 extrato acetdnico apresentou inibicdo de crescimento até a concentracdo de
125 pg mL?, o aquoso e etandlico até a concentracdo de 62,5 pg mL™, enquanto que o
metandlico até a concentracdo de 31,25 pg mL™, demonstrando o grande potencial destes
extratos como bactericidas, devendo serem explorados tanto pela inddstria alimenticia quanto
pela industria farmacéutica (OLIVEIRA, 2016).

2.3 Jabuticaba

A fruta jabuticaba, pertencente a familia Myrtaceae, € nativa do Brasil, sendo
encontrada em extensa faixa territorial do pais que vai desde o Para até o Rio Grande do Sul.
Com maior ocorréncia e produtividade nos estados da regido sudeste, &, geralmente, cultivada
como planta de fundo de quintal, em pomares domesticos (SASSO, 2009).

De modo geral, as jabuticabeiras sdo arvores de tamanho médio (de 3 a 15 m de altura)

de grande rusticidade e longevidade, apresentando muitos galhos formados no caule, pouco
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acima do solo. As folhas séo opostas e lancelosas. As flores brancas e os frutos se formam
diretamente no tronco. Estes ultimos sdo classificados como baga, de forma redonda ou
arredondada e, quando maduros, sua casca é de cor roxa-escura ou preta. A polpa do fruto é
branca, pouco &cida, muito doce e saborosa. O nimero de sementes pode variar de um a
quatro (SASSO, 2009).

Sao conhecidas nove espécies, sendo que uma estd extinta, cinco sdo encontradas
apenas em alguns sitios de pesquisa e somente trés apresentam dispersao natural ou em
cultivos no Brasil, produzindo frutos apropriados tanto para a industria quanto para o
consumo in natura.

Em relacéo a classificacdo taxondmica do fruto existem algumas controvérsias. Pio
Corréa (1984), no dicionario das plantas uteis no Brasil, diz que a espécie Myrciaria
cauliflora (Mart) O. Berg. recebe os nomes populares jabuticaba comum, jabuticaba
verdadeira, jabuticaba sabara ou jabuticaba S&o Paulo. Sobral (1985) prop6s uma alteracdo na
nomenclatura do género Myrciaria (BERG, 1857) para o género Plinia, porém, o género
Myrciaria é ainda largamente empregado no meio cientifico, portanto, eles sdo considerados
sinbnimos (DANNER et al., 2006). Mattos (1983) relata as jabuticabeiras como sendo do
género Plinia, e cita como as mais conhecidas Plinia trunciflora Berg, conhecida como
jabuticaba de cabinho; Plinia cauliflora (DC) Berg, conhecida como jabuticaba paulista ou
jabuticaba-acu e Plinia jaboticaba (Vell.) Berg, conhecida como jabuticaba-sabara, sendo esta
a espécie mais conhecida e comercializada no Brasil.

Apesar do crescente aumento de sua comercializacdo, de ser conhecida ha muito
tempo e ter frutos de qualidade, a espécie ainda apresenta dificuldades em despertar o
interesse do fruticultor, que a considera inadequada ao cultivo, devido a demora no inicio de
sua sua producdo, que varia de oito a quinze anos apés o plantio da muda originada de
sementes (CITADIN et al., 2010; DANNER et al., 2006). Além disso, é altamente perecivel,
apresentando um periodo curto de utilizacdo, devido ao seu alto teor de agua e agucares.
Depois de colhida, a fruta tem vida atil de até trés dias, o que prejudica bastante a sua
comercializacdo (ASCHERI et al., 2006; SATO et al., 2009).

A fruta € frequentemente usada na producdo de doces, geleias, sucos e bebidas
alcoolicas (conhecida popularmente como vinho de jabuticaba), com aumento do consumo no
Brasil e no exterior (ABE et al., 2012; FORTES et al., 2011). Também € utilizada para varios
fins medicinais. Sua casca é adstringente, sendo util contra diarreia e irritacdes de pele,

possuindo também indicagdes na medicina popular contra asma e outras doencas. A fruta é
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rica em compostos fendlicos, principalmente as antocianinas, que sdo pigmentos responsaveis
por uma variedade de cores atrativas e brilhantes de frutas, flores e folhas que variam do
vermelho vivo ao violeta e azul e sdo apontadas como grandes benfeitoras das artérias. Sua
maior concentracdo esta na casca e a sugestdo € manté-la no preparo de derivados
(HERBARIO, 2015).

Visando agregar valor ao fruto com o aproveitamento da sua casca, que geralmente é
descartada, varios pesquisadores realizaram estudos de caracterizacdo dos seus constituintes
quimicos e aplicagdes em diversas areas, que serdo descritos a seguir.

Lima et al. (2008) determinaram a composi¢do centesimal do fruto e suas fragcdes de
duas variedades de jabuticaba e encontraram, para o gendtipo Sabard, os seguintes teores, em
matéria seca (MS), para a casca, polpa, semente e fruto inteiro, respectivamente; de proteina
bruta, 1,16; 0,47; 1,17 e 0,92; extrato etéreo, 0,57; 0,06; 0,58 e 0,42; cinzas, 4,39; 2,71; 2,68 e
3,82, fibra soluvel, 6,80; 1,93; 1,40 e 2,23; fibra insoltvel, 26,43; 3,30; 26,93 e 16,63 e
extrato ndo nitrogenado, 60,64; 90,32; 67,64 e 75,97. Alezandro et al. (2013) analisando
também a composicao centesimal para fruto inteiro da jabuticaba Sabara, encontraram teores
muito semelhantes, se diferindo nas fibras e cinzas que foram menores que o0s registrados por
Lima et al. (2008).

Em relagdo aos minerais, os niveis no fruto inteiro liofilizado, citado por Lima et al.
(2008) e Alezandro et al. (2013) foram respectivamente, para ferro 5,22 e 2,7 mg 100 g MS,
potassio 930,00 e 1.000 mg 100 g™* MS, magnésio 116,67 e 100 mg 100 g™ MS e manganés
1,04 e 2,7 mg 10 g* MS. Para polpa e semente liofilizadas tém-se os seguintes teores
registrados por Lima et al. (2008): ferro 1,68 mg 100 g* MS e ndo detectado, potassio
1.496,67 e 1.026,67 mg 100 g* MS; magnésio 90,00 e 73,33 mg 100 g* MS e manganés 1,71 e
1,24 mg 100 g™ MS, respectivamente. Esses minerais, tanto o fruto inteiro como nas fracdes
polpa e sementes liofilizadas, podem ser considerados fonte alternativa dos principais
minerais.

A composicao centesimal da farinha de casca de jabuticaba (FCJ), genotipo Sabarg,
com varias formas de desidratacdo da casca, varia entre 0s seguintes teores de proteina 1,16 a
6,39 g 100 g™* MS; cinzas 3,01 a 5,46 g 100 g™* MS; extrato etéreo 0,57 a 1,72 g 100 g* MS;
fibra soltvel 5,0 a 8,43 g 100 g™ MS e fibra insoltvel 20,00 a 27,51 g 100 g™* MS (ALVES et
al., 2014a; LAGE et al., 2014; LEITE et al., 2011; LENQUISTE et al., 2012, LIMA et al.,
2008). Essa variacdo ocorre provavelmente, devido ao tipo de solo, condigdes climaticas e

também as diferentes épocas de colheita.
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Registros mostram que os compostos fendlicos e vitamina C, tambem sdo mais
elevados nas cascas deste fruto. Lima et al. (2008) encontraram 11,99 g 100 g™ MS de
compostos fendlicos na FCJ, gendtipo Sabara, niveis quase 25 vezes mais elevados que na
polpa. Lima et al. (2011) também registraram teores significativos de vitamina C para o fruto
inteiro, casca, polpa e semente, respectivamente, 265,68 mg 100 g MS; 298,23 mg 100 g™
MS; 167,54 mg 100 g™ MS; 212,40 mg 100 g™ MS, e mais uma vez a fracdo casca apresentou
0s niveis mais elevados.

Alves et al. (2014a) desidrataram as cascas de jabuticaba, Plinia jaboticaba (Vell.)
Berg gendtipo Sabard, por quatro formas: liofilizacdo e em trés temperaturas: 30 °C, 45 °C e
60°C, no intuito de se obter a farinha desse material por um processo mais barato, uma vez
que a liofilizacdo é um processo de secagem relativamente caro. As cascas liofilizadas
apresentaram os teores mais elevados para todos 0s compostos bioativos estudados, seguidas
pelas secas a 45 °C, que foi a temperatura indicada como uma alternativa de secagem das
cascas de jabuticaba vidvel economicamente, por ainda manter niveis elevados dos
constituintes quimicos presentes.

Concomitante a este trabalho, Alves et al. (2014b) testaram a estabilidade da farinha
de casca de jabuticaba por um perido de 12 meses de armazenamento, com o propdsito de
estender o uso de sua casca durante todo o ano, uma vez que a producdo de jabuticaba é
sazonal. O fruto foi colhido e separado da casca. A casca foi seca a temperatura de 45 °C, em
seguida, foram moidas, fechadas hermeticamente em frascos, armazenadas e protegidas da luz
a temperatura ambiente durante 0, 3, 6, 9 e 12 meses. Em cada tempo de armazenamento
foram realizadas analises microbioldgicas, de composicao centesimal, vitamina C, compostos
fendlicos, antocianinas, sélidos sollveis, atividade de agua, cor e pH da farinha. Verificaram-
se aumento significativo nos seguintes parametros durante os 12 meses de armazenamento da
farinha: umidade, 34%; atividade de agua, 31,23%; coordenadas de cor (a, 12,37% e b, 24%);
e pH, 7,35%. Por outro lado, constataram-se decréscimo no seu teor de compostos fendlicos,
9,91%; antocianinas, 29% e vitamina C, 20%. N&o se observou diferenga significativa nos
teores de lipidios, proteinas, cinzas, fibras e solidos sollveis, assim como ndo se detectou a
presenca de microrganismos em qualquer periodo de armazenamento da farinha. A casca de
jabuticaba ndo mostrou mudancgas significativas em parametros nutricionais, e mostrou uma
pequena reducdo em sua capacidade antioxidante, quando armazenados durante um periodo
de 12 meses. Portanto, os autores concluiram que é possivel armazenar a casca por 12 meses,

possibilitando o seu uso durante o ano todo.



26

Entre os fendlicos da FCJ, gendtipo Sabara, foram identificadas as antocianinas
cianidina 3-glicosideo e delfinidina 3-glicosideo (Lima et al., 2011). Alves et al. (2014a)
realizaram anéalise de cromatografia liquida de alta eficiéncia no extrato aceténico de FCJ,
mesmo gendtipo, e identificaram os seguintes compostos fendlicos, em mg 100 g™ de extrato
seco: 4cido galico (52,00), galocatequina (27,20), catequina (50,46), epicatequina (145,47),
acido elagico (35,44), e é&cido salicilico (133,44), sendo a galocatequina, catequina e
epicatequina mondmeros de taninos.

Lage et al. (2014) realizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato
metandlico da FCJ, gen6tipo Sabard e identificaram 4&cidos fendlicos e flavonoides,
apresentando a seguinte ordem quantitativa decrescente: epicatequina, acido salicilico, acido
elagico, é&cido gélico, galocatequina. Os mesmos autores identificaram também as
antocianinas cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo.

Os elevados teores de compostos fendlicos na casca de jabuticaba sdo responsaveis
pelo potencial antioxidante da jabuticaba e suas fracbes (ALVES et al., 2014a), contribuindo
para um melhor aproveitamento do fruto, seja na industria alimenticia, cosmética, ou
farmacéutica promovendo a sua valorizacdo econémica.

Lage et al. (2014) estudaram o efeito da FCJ sobre a peroxidacao e o perfil lipidico
plasmaético e hepético de ratas, alimentando os animais com ragdes contendo 0,5%; 1,5% e
3,0% desta farinha. A dieta com 3,0% de FCJ aumentou em 20,23% o teor de HDL e
diminuiu significativamente a esteatose macrovesicular no figado desses animais. As dietas
contendo 1,5% e 3,0% de FCJ reduziram em cerca de 50% a peroxidacéo lipidica no figado.
A FCJ foi eficiente na protecdo contra dislipidemias por aumentar o nivel sérico de HDL-
colesterol, apresentar boa atividade antioxidante e demonstrar efeito hepatoprotetor.

Alves et al. (2014c) avaliaram a eficiéncia do extrato tanico (acetdnico) de FCJ no
controle de Spodoptera frugiperda. Na concentragdo de 2.000 mg L™, o extrato mostrou efeito
nocivo sobre a S. frugiperda, aumentando a taxa de mortalidade na fase larval, os periodos de
duracdo das fases larval e pupal e diminuindo a quantidade de fémeas. Sendo, portanto
eficiente na protecdo de diversas culturas agricolas atacadas por este inseto.

Reynertson et al. (2008) investigaram o conteldo de fendlicos totais presentes na
jabuticaba e registraram teor de 31,6 mg de equivalentes de acido gélico (GAE) g™ de fruta
seca. Santos et al. (2011) extrairam compostos bioativos importantes da casca de jabuticaba
utilizando extragdo assistida por alta presséo de diéxido de carbono, utilizaram delineamento

estatistico para otimizar as varidveis de extracdo: pressdo de extracdo (65 a 135 bar),
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temperatura (40 °C a 80 °C) e a razdo da mistura volume de liquido-s6lido/CO, pressurizado.
Estas analises foram realizadas para prever os valores 6timos para as variaveis de extracdo, a
fim de se obter a condicdo que melhor resultasse em um extrato com alta concentracdo de
antocianina e compostos fenolicos que foram de 2,2 £ 0,3 mg cianidina-3-glicosideo/g de
casca desidratada e 13 + 1 mg de 4cido gélico g™ de casca desidratada, respectivamente, as
quais foram conseguidas a 117 bar de pressdo de extracdo, 80 °C para temperatura de extracdo
e 20% de razdo da mistura volume de liquido-sélido/CO; pressurizado.

Diante do descrito pode-se observar que a jabuticaba € um fruto, cuja casca, apresenta
constituintes que exercem importantes atividades metabolicas e portanto, tem atraido a

atencdo para seu melhor aproveitamento.

2.4 Bactérias patogénicas

As bactérias estdo presentes na pele, mucosas e no trato intestinal de homens e
animais. Algumas bactérias sdo benéficas para seu hospedeiro, proporcionando protecao
contra patégenos e doencgas, entretanto, existem bactérias danosas aos seres humanos, que
podem causar sérios problemas para a salde publica. Elas possuem um curto tempo de
geracdo, assim, sdo capazes de responder rapidamente as mudangas do ambiente e a
introdugcdo de antibidticos. Portanto, muitas vezes tornam-se resistentes, devido a facil
adaptacdo desses microrganismos (GURGEL; CARVALHO, 2008).

A resisténcia das bactérias patogénicas vem se tornando cada vez mais grave, devido
as dificuldades para descobrir e langar novos antimicrobianos no mercado. Assim, esse
problema tem contribuido para estudos de novos compostos sintéticos e/ou naturais
originados de plantas (PUPO; GALLO, 2007).

Elas podem formar estruturas complexas chamadas biofilmes. Estes sdo comunidades
de microrganismos envoltos por matriz de polissacarideos extracelulares. (OLIVEIRA et al.,
2010). Bactérias em biofilmes sdo mais protegidas e mais resistentes as defesas do organismo,
antissépticos e antibidticos, tanto topicos como sistémicos (SIBBALD et al., 2003).

Fazli et al. (2011) afirmam que a microbiota de feridas crdnicas é multiespécies,
envolvendo tanto bactérias aerobicas quanto anaerdbicas. Estas bactérias se originam a partir
do ambiente, também das circundantes da pele e de fontes enddgenas tais como superficies
mucosas. Ha um reconhecimento crescente de que as bactérias em feridas cronicas crescem

nos biofilmes, e que a presenca destes prolonga a inflamagdo da ferida e promove
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cronicidade. Bactérias em biofilmes sdo tolerantes ao tratamento com antimicrobianos, e
assim, séo dificeis de erradicar.

A classificacdo relacionada a presenca de microrganismos, segundo Sibbald et al.
(2003), é a seguinte:
1. Contaminagdo: presenca de bactérias ndo replicantes no tecido.
2. Colonizagdo: presenca de bactérias replicantes no tecido, mas com patogenicidade e
numero insuficiente para inibir o processo de cicatrizacdo normal.
3. Colonizacdo critica: presenca de bactérias replicantes no tecido, com maior carga
microbiana (bioburden) e patogenicidade capazes de inibir o processo de cicatrizacao
(competem por nutrientes e oxigénio e aumentam os niveis inflamatérios), além da liberacdo
de toxinas pelas bactérias.
4. Infeccdo: quando ha penetracdo e proliferacdo de bactérias de modo profundo nos tecidos

ao redor da Ulcera.

Comumente, as feridas sdo contaminadas por bactérias provenientes da pele. Entre as
espécies mais frequentemente encontradas, citam-se: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Citrobacter sp., Streptococcus hemoliticos
do grupo A, B, C e G, Eschericia coli e Klebsiella sp., diferentes espécies de anaerdbios e
raramente, fungos, como Candida sp. (BOWLER, 2003; BOWLER et al., 2001).

Entre as bactérias patogénicas, as principais presentes nas feridas sdo Bacillus subtilis,
Enterobacter aerogenes, E. coli, Klebsiella pneumoniae e S. aureus (GONCALVES et al.,
2005).

De acordo com Parente et al. (2009), S. aureus, Micrococcus roseus, Micrococcus
luteu, Bacillus cereus, Bacillus stearothermophylus, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, E. coli, P. aeruginosa e Serratia marcescens sdo bactérias que acometem feridas
cuténeas.

Segundo Pelissari et al. (2010), S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. mirabilis, e cepas de
campo P. aeruginosa, Shigella sonnei e Serratia marcescens foram testadas por estarem
constantemente presentes em feridas cutaneas acometidas por multibactérias.

Kempfer et al. (2010) relataram que o0s microrganismos mais frequentemente
envolvidos em feridas, principalmente as hospitalares séo o S. aureus, S. coagulase-negativos,
Pseudomonas sp., E. coli, Enterobacter sp. e Proteus sp. Em estudo realizado com 70

pacientes diabéticos, portadores de lesGes nos membros inferiores, internados no Hospital
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Escola da Faculdade Federal de Medicina do Triangulo Mineiro, Uberaba-MG, as bactérias
mais encontradas foram P. mirabilis e S. aureus. Além disso, foram isoladas, em média, duas
bactérias por paciente, demonstrando a caracteristica polimicrobiana destas culturas. Muitos
dos agentes encontrados na pele normalmente podem aparecer também em culturas de
pacientes com feridas infectadas.

De acordo com Kirketerp-Mgller et al. (2008), as bactérias que mais acometem feridas
crénicas sdo as seguintes, em ordem decrescente de proporcdo: S. aureus (em 93,5%),
Enterococcus faecalis (71,7%), P. aeruginosa (52,2%), estafilococos coagulase- negativo
(45,7%), espécies Proteus (41,3%), e as bactérias anaerdbicas (39,1%). A presenca de
bactérias em feridas € um problema que estd crescendo em ritmo acelerado com o crescente
surgimento de multi-resisténcia, principalmente, P. aeruginosa e S. aureus. No entanto, uma
contribuicdo significativa para a falta de sucesso para o tratamento com antibiéticos pode ser
a capacidade das bactérias de colonizar, estabelecer e proliferar na forma de biofilme na
ferida, o que € particularmente pronunciado em infecgdes cronicas.

Diversos farmacos obtidos de plantas medicinais sdo usados como anti-inflamatorios e
cicatrizantes. Paradoxalmente, apesar do uso cada vez mais frequente, seu uso é baseado
apenas em conhecimentos populares, faltando o suporte de evidéncias experimentais que
comprovem o potencial terapéutico, mecanismo de a¢do, toxicidade e os possiveis efeitos
colaterais (BATISTA et al., 2012).

Durante séculos tem-se buscado nas plantas medicinais alternativas para o tratamento
de diversas doencas dermatoldgicas (RASKIN et al., 2002), principalmente naquelas que
apresentam processos cicatriciais de dificil resolugdo (HSU, 2005). Os resultados de pesquisas
da atuacdo farmacoldgica das plantas medicinais na cicatrizacdo envolvendo animais e
humanos, na sua maioria, ndo especificam sobre quais das fases desse processo a atividade foi
evidenciada (KRISHNAN, 2006).

Pesquisas na busca por antimicrobianos naturais permitirdo ampliar as possibilidades
de utilizacdo destes no combate as bactérias resistentes, frente aos medicamentos ja
existentes. Além de proporcionar matéria-prima para pesquisas de compostos bioativos, a
utilizacdo de residuos agroindustriais ajuda a minimizar os riscos de danos ambientais.

A seguir serdo descritas caracteristicas das bactérias que foram estudadas neste
trabalho.
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a) Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus sdo cocos Gram e catalase positivos, com aproximadamente 0,5 a
1,5 um de diametro, imoveis, ndo-esporulados e geralmente ndo-encapsulados. Essa bactéria
pode apresentar-se em diversas formas, que védo desde isolados, aos pares, em cadeias curtas,
ou agrupados irregularmente (com aspecto semelhante a um cacho de uvas), devido a sua
divisdo celular, que ocorre em trés planos perpendiculares. O Staphylococcus foi descrito pela
primeira vez em 1880, em pus de abscessos cirdrgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre
Ogston e atualmente € um dos microorganismos mais comuns nas infec¢es piogénicas em
todo o mundo.

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, juntamente com 0s
géneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Esse género possui 33 espécies, sendo
que 17 delas podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas. Geralmente, esse género faz
parte da microbiota da pele humana normal e de outros sitios anatdmicos. A espécie de maior
interesse medico, principalmente em ambiente nosocomial, € a S. aureus, que esta
frequentemente relacionado com diversas infec¢cbes em seres humanos (SANTOS et al.,
2007).

Staphylococcus sdo importantes patégenos humanos, causando um amplo espectro de
doencas sistémicas potencialmente fatais; infecgdes cutaneas, de tecidos moles, 0ssos e das
vias urinérias; e infec¢cdes oportunistas (MURRAY et al., 2006). A espécie mais comumente
associada a doenca humana € o S. aureus, que vive tanto de forma aerdbia como pode ser
anaerdbio facultativo, tendo seu nome em virtude da formacdo de coldnias douradas em
consequéncia dos pigmentos carotenoides que formam durante o crescimento (TORTORA et
al., 2012). Esta espécie faz parte da microbiota natural, principalmente da pele, podendo
tornar-se patogénico em condi¢cdes como a quebra da barreira cutanea ou diminuicdo da
imunidade. Os traumas que comprometem a integridade da barreira cutanea constituem-se a
principal causa de mudanca de comportamento deste microrganismo sendo o agente principal
presente em infec¢Oes cutaneas (MIMICA; MENDES, 2007).

As infeccBes mais comuns envolvem a pele (celulite, impetigo) e feridas em sitios
diversos, algumas infeccGes sdo agudas, piogénicas e podem disseminar para diferentes
tecidos e provocar focos metastaticos. Episddios mais graves, como bacteremia, pneumonia,
osteomielite, endocardite, miocardite, pericardite, meningite, abscessos musculares e
cerebrais, sdo também encontrados frequentemente. Portadores nasais e pacientes colonizados

por S. aureus tém sido descritos como fator de risco para o desenvolvimento de infecgdes, e
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11% a 43% dos pacientes colonizados adquirem infeccdo. O aspecto do processo infeccioso
depende dos fatores de viruléncia do patégeno e de mecanismos de defesa do hospedeiro
(GELATTI et al., 2009).

Como é uma bactéria fundamental para estudos envolvendo feridas e a pele, no
presente trabalho foram testadas duas cepas diferentes de S. aureus, sendo uma cepa mais

resistente e a outra menos resistente.

b) Listeria monocytogenes

O género Listeria pertence a familia Listeriaceae, abrange duas espécies patogénicas
para humanos e mamiferos: a Listeria monocytogenes e a L. ivanovii (GASANOV et al.,
2005). Crescem numa ampla faixa de temperatura (1 °C a 45 °C), com 6timo entre 30 °C e 37
°C e sdo classificadas como psicrotroficas, em funcdo da capacidade de se multiplicar em
temperaturas de refrigeracdo (JAY, 2005).

Trata-se de um bacilo Gram positivo conhecido por causar natimorte e doenca
neuroldgica em animais bem antes de ser reconhecido como causador de doenca em humanos.
Excretado nas fezes de animais, € amplamente distribuido no solo e na dgua. O nome Listeria
monocytogenes é derivado da proliferagdo dos mondécitos (um tipo de leucécito) encontrados
em alguns animais infectados pelo bacilo. A doenca listeriose mudou de uma doenca de
importancia muito limitada para uma causa de grande preocupacdo para as autoridades de
salide, passando a ser a quarta causa mais comum de meningite bacteriana (TORTORA et al.,
2012).

A espécie Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram positiva na forma de
bastonete, anaerdbica facultativa e ndo formadora de esporo (SCHMID et al., 2005). L.
monocytogenes € notavel por sua habilidade em crescer sob temperatura de refrigeracdo, ao
contrario da maioria dos outros patogenos entéricos (PAL et al., 2008). Isto mostra que o
resfriamento a 4 °C ndo impede o crescimento do microrganismo em niveis perigosos, nao
sendo destruido simplesmente por métodos convencionais (RHOADES et al., 2009).

A contaminacdo por L. monocytogenes resulta em listeriose, considerada grande
problema de salde publica, pois pode causar aborto, septicemias e meningites (HARVEY et
al., 2008). A doenca aparece em duas formas basicas: em adultos infectados e como uma
infeccdo em fetos e recém-nascidos. Nos adultos humanos, ela normalmente é uma doenca
branda, em geral sem sintomas, porém a bactéria pode algumas vezes invadir o sistema

nervoso central (SNC), causando a meningite. Isso € muito provavel de acontecer com
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pessoas cujo sistema imune esteja comprometido. A taxa de mortalidade para as infecgdes do
SNC pode chegar a 50%. Algumas vezes, a L. monocytogenes invade a corrente sanguinea e
causa uma ampla variedade de condigdes clinicas, especialmente sepse. Pessoas que se
recuperam ou aparentemente saudaveis em geral liberam indefinidamente o patégeno nas
fezes. Um fator importante de sua viruléncia é que, quando a L. monocytogenes é ingerida
pelas células fagociticas, ela ndo é destruida, podendo até proliferar dentro das células,
principalmente no figado. Ela também tem a capacidade incomum de se mover diretamente de
um fagocito para outro adjacente (TORTORA et al., 2012).

A L. monocytogenes é especialmente perigosa quando infecta uma mulher gravida. A
mulher geralmente sofre sintomas leves, parecidos com os de um resfriado, porém o feto pode
ser infectado via placenta, em geral resultando em aborto ou bebé natimorto. Em alguns casos,
a doenca ndo é manifestada até algumas semanas depois do nascimento, em geral como
meningite, o que pode resultar em dano significativo ao cérebro ou morte. A taxa de
mortalidade infantil associada com esse tipo de infeccdo € de cerca de 60% (TORTORA et al.,
2012).

c) Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas pertencente a familia das Pseudomonadaceae e constituem-se de
bastonetes Gram negativos aerdébios, ndo fermentadores de glicose, muito comuns no solo e
em outros ambientes naturais. Muitas espécies de Pseudomonas excretam pigmentos
extracelulares soliveis em agua que difundem no seu préprio meio. Uma das espécies, P.
aeruginosa, produz uma pigmentacdo sollvel, azul-esverdeada, a piocianina que sob certas
condigdes, particularmente em hospedeiros enfraquecidos, este organismo pode infectar o
trato urinario, queimaduras e feridas, e causar infeccdes sanguineas (septicemia), abscessos e
meningite (TORTORA et al., 2012).

Em hospitais e em outros locais em que agentes farmacéuticos sdo preparados, a
habilidade das Pseudomonas de se desenvolverem com quantidades minimas de fontes
incomuns de carbono, como residuos de sabdo, ou adesivos de revestimento de tampas
encontrados em uma solucdo, tem sido um problema inesperado. As Pseudomonas sdo até
capazes de crescer em alguns antissepticos, como compostos quaternarios de aménio. Sua
resisténcia a maioria dos antibidticos também tem sido uma fonte de preocupacéo
(VERONESI et al., 2010); essa resisténcia esta provavelmente relacionada as caracteristicas

das proteinas transmembranares presentes na parede celular, que controlam a entrada de
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pequenos metabdlitos, como agucares, aminoacidos e ions através da parece celular. O
genoma das Pseudomonas é grande e tambem codifica diversos sistemas de bombeamento de
efluxo que sdo muito eficientes, ejetando os antibidticos da célula antes deles fazerem efeito.
Sdo responsaveis por uma em cada dez infeccdes nosocomiais, especialmente infecgdes em
pacientes nas unidades de queimados (KONG et al., 2005).

A espécie P. aeruginosa é um patdégeno dominante em pacientes com fibrose cistica,
uma doenca pulmonar obstrutiva cronica, frequente em pacientes de unidade de terapia
intensiva, estando a presenca deste organismo associada a uma alta taxa de morbidade e
mortalidade (McGOWAN, 2006).

2.5 Feridas e cicatrizacao

Ferida € uma lesdo fisica corporal caracterizada pela ruptura da continuidade normal
das estruturas do corpo (HUSSEIN et al., 2011). A cicatrizagéo desta consiste na reconstrugéo
do local, a fim de restaurar a sua integridade e a fun¢do normal (TACON et al., 2011). E um
processo complexo que envolve a organizacdo de células, sinais quimicos e matriz
extracelular com o objetivo de reparar o tecido lesado, porém, o tratamento de feridas busca o
fechamento rapido da lesdo de forma a restabelecer a integridade do tecido lesionado e
impedir agravamentos, como a colonizagdo por bactérias. Diante disso, é muito importante a
compreensdo do processo biolégico da cicatrizacdo de feridas e regeneracdo tecidual
(MENDONCA et al., 2009). A aplicacdo local de diferentes produtos quimicos, devido ao
aumento da resisténcia bacteriana, tem sido pesquisada, a fim de verificar sua contribuicédo
para a melhora na cicatrizagdo de forma eficaz e mais rapida (GUNTER et al., 2012;
TARAMESHLOO et al., 2012).

Existem varias opcdes e produtos para tratamento de feridas, como nitrato de prata,
marfenide, vinagre, iodo, sulfadiazina de prata, entre outros, que permitem o controle
microbioldgico das feridas, porém alguns destes ndo tém capacidade de hidratacdo suficiente
para a superficie da ferida. Um produto amplamente utilizado é o flammacine (sulfadiazina de
prata), o qual é simples de manipular e tem uma favoravel relagdo de custo e eficicia. A
desvantagem € a dolorosa troca diaria de curativos e a secagem das areas da ferida (GUNTER
etal., 2012).

Tarameshloo et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de analisar e

comparar a eficacia da aplicacdo topica de creme Aloe Vera, no processo de cicatrizagdo de
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incisGes suturadas em ratos Wistar utilizando um método histolégico. Com o referido estudo
0s autores puderam constatar que a Aloe vera pode se infiltrar no tecido da pele e agir sobre a
ferida para acelerar o processo de cicatrizacdo, se manifestando com o aumento na atividade
de fatores bioldgicos envolvidos no processo de reparacdo, tais como células e enzimas, bem
como uma melhoria no fornecimento de sangue e o conteldo de colageno. Este trabalho
corrobora com de outros pesquisadores de que Aloe vera tem um impacto benéfico sobre a
proliferacdo de fibroblastos, aumentando o numero de fibras colagenas, na estimulacdo e
formacédo de tecido epidérmico e fechamento da ferida, podendo dessa forma auxiliar no
fechamento rapido em feridas abertas. Os resultados também confirmaram o aumento da
atividade dos macréfagos e estimulacéo da proliferacéo de fibroblastos.

Ainda neste trabalho, Tarameshloo et al. (2012), ndo observaram diferenca na
aceleracdo da cicatrizacdo de feridas entre o tratamento controle e o tratamento de leses com
sulfadiazina de prata (SP). Além disso, a combinagdo de Aloe vera com SP tem sido sugerida
para melhorar a cicatrizacdo de feridas. Hosseinimehr et al. (2010) compararam os efeitos
terapéuticos de Aloe vera creme (A. vera gel em p6 a 0,5%) e SP em feridas de queimaduras
em ratos com um aumento significativo na reepitelizacdo quando o creme de Aloe vera foi
aplicado. Apesar dos efeitos antissépticos de SP em feridas, é confirmado o efeito citotoxico
de SP em fibroblastos e queratindcitos. Uma possivel explicacdo para este incidente é
debilidade da SP em distinguir entre as células saudaveis envolvidas no processo de
cicatrizacao e microrganismos (POON et al., 2004).

A pele é tida como a primeira barreira de protecdo do organismo contra agentes
externos e por isso esté sujeita a constantes agressdes, tornando sua capacidade de reparacao
muito importante para a sobrevivéncia (NOGUEIRA et al., 2005). Ap6s haver o rompimento
tecidual, inicia-se o0 processo de reparo, que consiste em uma sequéncia de eventos
moleculares objetivando a restauracdo do tecido lesado (MENDONCA et al., 2009).

A cicatrizacdo é o processo pelo qual o tecido lesado é substituido por tecido
conjuntivo vascularizado, seja a lesdo traumatica ou necrética (PANOBIANCO et al., 2012).
Dessa forma, o processo de cicatrizacdo tem como finalidade restabelecer a homeostasia
tecidual (CAVALCANTE et al., 2012). O conhecimento a respeito de tal processo, para que
se possa intervir no mesmo de forma a auxiliar e acelerar a cicatrizagdo, aléem de promover
homeostasia do organismo e o bem-estar do paciente, é de suma importancia.

Apbs a lesdo, um conjunto de eventos bioguimicos se estabelece para reparar o dano e

promover a cicatrizagdo (PAGANELA et al., 2009). Os eventos que desencadeiam a
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cicatrizagcdo sdo intercedidos e mantidos por mediadores bioquimicos, descritos em fases
diferentes, que correspondem aos principais episodios observados em determinado periodo de
tempo (LIMA et al., 2012).

O processo de reparacdo tecidual é dividido em fases, de limites proximos, mas
sobrepostas no tempo, as quais sdo: hemostasia; fase inflamatéria; formacdo do tecido de
granulagdo com deposicdo de matriz extracelular (colageno, elastina e fibras reticulares); e
remodelacdo (ROCHA JUNIOR et al., 2006).

2.5.1 Fatores que retardam a cicatrizacéo

Os fatores locais que retardam a cicatrizagcdo estdo relacionados principalmente ao
movimento e a presenca de residuos dentro da ferida, por exemplo: tecido necrosado, corpos
estranhos, contaminagdo bacteriana e hipoxia tecidual. Estes fatores podem atuar como
barreira fisica para o desenvolvimento ordenado de tecido de granulacdo e deposicdo de
colageno, ou podem exagerar a inflamacdo, afetando a resposta inflamatéria (AFONSO et al.,
2014).

Ferida em area com alta mobilidade é propensa a inflamacdo cronica devido a
perturbacdo repetitiva dos novos capilares, depdsitos de colageno e fragilidade do novo
epitélio. Inversamente, a completa imobilizacdo da area ferida pode levar a um arranjo
desorganizado do novo colageno dentro da ferida, que diminui a forga de tensdo resultante
(OLIVEIRA; DIAS, 2012). A presenca de corpos estranhos no interior da ferida é fonte de
infeccdo e irritacdo mantendo a inflamacéo e causando resisténcia as tentativas de controlar a
infeccdo (GUIA DE FERIDAS, 2011).

Antes de iniciar um tratamento, a presenga de corpos estranhos deve ser descartada em
uma ferida. Se a presenca de um corpo estranho for confirmada no interior da ferida, limpeza
e lavagem sdo necessarias para garantir assepsia e umidade no leito da mesma
(HENDRICKSON et al., 2005).

Entre os fatores locais que retardam a cicatrizacdo de uma ferida, a infeccdo é a causa
mais importante deste retardamento. Para tal, deve-se considerar que toda ferida esta
colonizada, ja que as bactérias existentes na pele podem colonizar a lesdo, mas isso nao
significa que esteja infectada (SARANDY, 2007).

Embora a reparacdo tecidual seja um processo sistémico, é necessario favorecer
condicBes locais com a utilizacdo de terapia tdpica adequada para otimizar 0 processo
fisiolégico (COELHO et al., 2010).
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Neste trabalho, o extrato fenolico de casca de jabuticaba foi utilizado visando auxiliar
0 processo de cicatrizagcdo em feridas de ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

As analises fisicas e quimicas do presente trabalho foram realizadas no Laboratorio de
Bioquimica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA), a
avaliacdo da atividade bactericida foi realizada no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos/UFLA, o ensaio com animais no Biotério
Central/UFLA, e a analise histologica foi realizada no Laboratério de Patologia do
Departamento de Medicina Veterinaria/UFLA.

3.1 Colheita das jabuticabas e preparo da casca

Foram colhidos, manualmente, pela manha, 21,4 kg de frutos de jabuticaba, Plinia
jaboticaba (Vell.) Berg, genétipo Sabard, na fazenda Séo José do Ismeril, no municipio de
Coqueiral, MG, Brasil, em uma regido que fica proximo a Lavras.

Os frutos sadios foram selecionados e lavados em &gua corrente e em seguida,
sanitizados com solucdo de hipoclorito de sédio (200 mg L™), por imersdo durante 10
minutos, espremidos em peneiras, obtendo-se 5,15 kg de cascas, as quais foram separadas e
colocadas em cestas de material metélico de malha fina, levadas para estufa de secagem com
circulacdo de ar, a temperatura de 45 °C e secas até peso constante. Apés a desidratacdo, as
cascas de jabuticaba foram moidas em moinho de facas por 3 minutos, obtendo-se 1,07 kg de
farinha, em seguida, a farinha de casca de jabuticaba (FCJ) foi passada em peneiras, de 35, 60,
80 e 100 meshs, para determinar a sua granulometria. A maioria das particulas da farinha
foram retidas nas peneiras de 60 e 80 meshs, que de acordo com Zanotto e Bellaver (1996), é
classificada como farinha com particulas finas. A FCJ foi acondicionada em frascos
hermeticamente fechados, protegidos da luz, a temperatura ambiente até a sua utilizagéo.

Na FCJ se determinou o teor de umidade, em triplicata, segundo método da AOAC
(2005).

3.2 Obtencéo dos extratos

a) Extrato aquoso
Um grama de FCJ foi misturado com 20 mL de &gua destilada sob agitacdo horizontal
por 15 minutos. Apos esse periodo, filtrou-se e o residuo recolhido foi submetido a reextracao
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nas mesmas condicBes. ApoOs trés extracdes sucessivas, o residuo foi descartado, reunindo-se

os filtrados, que foram a sequir liofilizados.

b) Extrato metandlico

Um grama da FCJ foi transferido para um erlenmeyer de 250 mL e foram
acrescentados 50 mL de metanol 50% (v v'). A seguir, foi tampado com rolha apropriada
para refluxo e colocado em uma chapa aquecedora a 80 °C. Ap6s 15 minutos de fervura, o
extrato foi filtrado e recolhido em um becker de 250 mL. O residuo foi novamente colocado
no erlenmeyer e este processo se repetiu por mais duas vezes (AOAC, 2005). Apds a terceira
filtracdo, reuniram-se os filtrados, que foram levados ao evaporador rotatorio para eliminagao

do solvente organico e posteriormente, liofilizados.

c) Extrato etanolico

Para a preparagdo do extrato etanolico, 1 g de FCJ foi misturado com 15 mL de etanol
acidificado, nas proporcdes de 85% de etanol para 15% de &cido HCI 1,5 mol L™
homogeneizados por 2 minutos em politron e macerados por 12 horas, a 4 °C, ao abrigo da
luz (LIMA et al., 2011). A solugéo foi filtrada em papel Whatman n® 1 e funil de Buchner sob
pressao e o residuo lavado com o mesmo solvente, até se obter um volume de 100 mL. Em
seguida, este extrato foi levado ao evaporador rotatério para eliminacdo dos solventes e

posteriormente, liofilizado.

d) Extrato acetdnico

Para a obtencédo do extrato acetonico, 1g da FCJ foi misturado com 10 mL de solugéo
de acetona: 4gua (7: 3 v v'') e mantida & temperatura ambiente por 2 horas, com trés agitacées
intercaladas. Apds esse periodo, a solucdo foi filtrada. O residuo recolhido foi submetido a
reextracdo nas mesmas condicdes (AGOSTINI-COSTA et al., 2003). Apos trés extracdes
sucessivas, 0 residuo foi descartado, reuniram-se os filtrados, que foi levado ao evaporador

rotatdrio para eliminacdo do solvente organico e liofilizado.

Os compostos fendlicos, em todos os extratos, foram quantificados e identificados por

cromatrografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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3.3 Avaliagéo da atividade bactericida

Para a avaliagdo bactericida in vitro dos extratos de FCJ foram utilizados quatro
patdgenos bacterianos de espécies Gram positivas e Gram negativas, mediante 0 uso do
método de concentracdo minima bactericida (CMB) pela microdiluicdo em caldo e posterior
andlise do crescimento de coldnias, com incubacdo em placas contendo agar triptona de soja
(TSA), como descrito no CLSI (2003) com modificagdes.

A CMB foi determinada em microplacas utilizadas para a microdiluicdo em caldo. De
cada poco onde foram feitas as dilui¢bes, foram transferidas aliquotas de 10 pL para placas
contendo TSA. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e 0 crescimento de colonias
foi verificado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados, expressos em
%. A CMB foi definida como a menor concentracao de cada extrato que impediu totalmente o
crescimento microbiano nas placas, sem a presenca do agente antibacteriano.

As bactérias Staphylococcus aureus GL 5674, Staphylococcus aureus GL 8702,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Listeria monocytogenes ATCC 19117 foram
utilizadas para avaliacdo da atividade bactericida, sendo a S. aureus e L. monocytogenes

bactérias Gram positivas e P. aeruginosa Gram negativa.

3.3.1 Efeito inibitorio dos extratos de FCJ sobre bactérias

As culturas estoque foram armazenadas em meio de congelamento (glicerol - 15 mL;
peptona bacterioldgica - 0,5 g; extrato de levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g; agua destilada 100
mL). Os in6culos foram reativados inoculando-se aliquotas de 100 pL da cultura estoque em
tubos contendo 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C por 24 horas. As
suspensoes das culturas foram padronizadas em 10° UFC (Unidades formadoras de coldnias)
mL™.

Para ativacdo das culturas, as cepas foram repicadas em caldo-infusdo TSB e ficaram
incubadas a 37 °C por 24 horas. Ap6s a ativacdo, cada cepa bacteriana foi repicada em placa
contendo TSA e para L. monocytogenes foi também adicionado a esta placa caldo extrato de
levedura triptona de soja (0,6%), sendo as placas armazenadas em estufa a 37 °C por 24 horas.
ApoOs esse periodo, as colbnias foram transferidas e diluidas, com auxilio de alca
bacterioldgica, adicionando-se solugédo fisiologica (0,85%), para um tubo de vidro com a
mesma solucdo fisiologica até se obter uma diluigdo padrdo utilizando como comparacdo a

escala McFarland de 05 (10®° UFC mL%) e posteriormente, foram realizados os
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plaqueamentos em meios especificos para cada espécie, utilizando-se a técnica de
microdiluigdo em caldo.

A CMB dos extratos foi determinada empregando-se a técnica de microdiluicdo em
caldo, em placas de poliestireno de 96 cavidades, de acordo com o descrito no CLSI (2003)
com modificagOes. Os extratos foram solubilizados em caldo TSB, adicionados de Tween 80
(0,5%) e para L. monocytogenes foi também adicionado a placa caldo extrato de levedura
triptona de soja (0,6%).

A solucdo dos extratos a ser adicionada as placas foi preparada dissolvendo-se 0,1 g de
extrato em 1 mL de &gua destilada, seguida de agitacdo por 15 minutos em agitador
horizontal, com posterior centrifugacdo durante 10 minutos a 3.000 x g, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi recolhido e a partir desta solucéo (10%) foram diluidas 1:2 nas
placas sequencialmente, com as seguintes concentragdes, em %: 5,00; 2,50; 1,25; 0,63, 0,32,
0,16 e 0,08.

Aliquotas de 150 pL das solugdes foram adicionadas nas cavidades e inoculados 10
uL das culturas padronizadas. As microplacas foram vedadas e incubadas a 37 °C por 24

horas.

3.3.2 Determinacdo da CMB pela técnica de microgota
Ap0s esse periodo, foi realizado o plaqueamento de aliquotas das culturas em TSA e

para L. monocytogenes foi adicionado a esta placa caldo extrato de levedura triptona de soja
(0,6%), empregando-se a técnica de microgota para a determinacdo da concentracdo minima
bactericida e incubadas a 37 °C por 24 horas. A CMB dos componentes foi aquela que, apds
incubacdo, ndo ocorreu crescimento bacteriano em placa. O experimento foi realizado em
triplicata para cada extrato, para todas as bactérias e foi feito o controle negativo contendo

TSB acrescido de 0,5% de Tween 80 e extratos, sem a inoculacdo das bactérias.

3.4 Andlise cromatogréafica dos compostos fenolicos

A anélise cromatografica foi realizada utilizando-se cromatografo liquido de alta
eficiéncia HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressdo modelo LC-20AT,
um detector UV-visivel modelo SPD-M20A, forno modelo CTO-20AC, interface modelo
CBM-20A e injetor automatico com autoamostrador modelo SIL-20A. As separacGes foram
realizadas utilizando-se uma coluna Shim-pack VP-ODS-C18 (250 mm x 4,6 mm) conectada

a uma pré-coluna Shim-pack Column Holder (10 mm x 4,6 mm).
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Os extratos foram diluidos em &gua (1:16 m/v), e os padrbes filtrados em uma
membrana de nylon de 0,45 um (Millipore®) e diretamente injetados no sistema
cromatografico. Os compostos fenolicos nos extratos foram identificados por comparagédo
com os tempos de retencdo dos padrdes (ALVES et al. 2014c). A quantificacao foi realizada
por meio da construcdo de curvas analiticas obtidas por regressdo linear, considerando o
coeficiente de determinagio (R?) de 0,99.

a) ldentificacdo de flavonoides, taninos e acidos fendlicos

A fase movel foi composta pelas solugdes de acido acetico em agua 2% (A) e metanol/
agua/acido acético (70/28/2 viviv) (B). As analises foram realizadas com tempo total de 65
minutos, temperatura de 40 °C, fluxo de 1,0 mL min™, comprimento de onda de 280 nm e
volume de injecdo de 20 pL em sistema do tipo gradiente (100% do solvente A de 0,01 a 5,0
minutos; 70% do solvente A de 5,0 a 25,0 minutos; 60% do solvente A de 25,0 a 43,0
minutos; 55% do solvente A de 43,0 a 50,0 minutos e 0% do solvente A por 10 minutos) até o
final da corrida. O solvente A foi aumentado para 100%, buscando manter o equilibrio da
coluna (ALVES et al. 2014c).

Os padrdes utilizados foram:

-Acidos fendlicos: &cido fertlico, &cido salicilico, acido vanilico, &cido siringico,
acido gélico, &cidos para e orto-cumarico.

-Taninos: epicatequina, catequina, galato de epicatequina,

-Flavonoides: resveratrol e quercetina.

b) Identificacéo das antocianinas

A fase mdvel foi composta pelas solucbes de acetonitrila (A) e agua/acido acético
(80/20 v/v) (B). As analises foram realizadas com tempo total de 30 minutos, temperatura de
40 °C, fluxo de 1,0 mL min™, comprimento de onda de 545 nm e volume de injec&o de 20 pL
em sistema do tipo gradiente variando de 0 a 30% (PRATA, 2005).

Os padrdes utilizados foram: cloreto de malvidina, cloreto de cianidina, cloreto de

delfinidina.
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3.5 Ensaio com animais e procedimento cirurgico

Foram utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar, machos,
com 60 dias de idade, pesando aproximadamente 140 g, provenientes do Biotério Central da
UFLA. Os animais foram adaptados no Biotério de Cirurgia Experimental da Universidade,
por um periodo de sete dias e acondicionados em gaiolas de propilpropileno e fotoperiodo
claro/escuro de 12 horas, em condicOes de temperatura e umidade ambientais, alimentados
com rag&o comercial (Labina Purina®) e agua ad libitum (SIMAO, et al., 2015).

A solucdo do extrato etanolico, liofilizado, utilizada no tratamento das feridas foi
preparada como descrito no subitem 3.3.1 (10%, 5% e 2,5%), e ap0s 0 preparo destas
solucBes, determinou-se o teor de compostos fendlicos totais para compara¢do da quantidade
que estava sendo instilada nos animais, tanto do grupo controle, que utilizou sulfadiazina de
prata, quanto nas diferentes concentracdes do extrato etandlico, e para a medicéo do teor de
compostos fenolicos no extrato etanolico nas trés concentracfes, utilizou-se o método de
Folin-Denis, por colorimetria, tendo a catequina como padrdo (AOAC, 2005).

Os animais foram pesados e divididos aleatoriamente em quatro grupos, com 6 ratos
cada, com feridas cutaneas: o grupo | — controle positivo, tratado com Bactrovet® (contendo
0,580 mg de sulfadiazina de prata mL™); grupo Il - tratado com solucdo aquosa do extrato
etandlico liofilizado da FCJ (EE) a 10%, contendo 0,300 mg de compostos fendlicos mL™;
grupo Il - tratado com solucdo aquosa do EE a 5%, contendo 0,150 mg de compostos
fendlicos mL™ e o grupo IV - tratado com solucio aquosa do EE a 2,5%, contendo 0,075 mg
de compostos fendlicos mL™.

Para a realizacdo das feridas cutdneas (Figura 3), utilizou-se um punch metalico
circular de 1 cm de didmetro na regido dorsocervical de cada animal, sendo identificados na
cauda com caneta dermografica. Os animais foram anestesiados, utilizando-se da técnica
dissociativa, com cloridrato de xilazina (10 mg kg™) e cloridrato de cetamina (50 mg kg™),
administrados por via intramuscular. Apds anestesia, foram feitas tricotomia e antissepsia do
local cirtrgico com solugdes degermantes e alcodlicas de clorexidina a 2%, sequencialmente.
Logo apos a cirurgia e diariamente no mesmo horario, 50 puL de Bactrovet® e 50 uL da
solugéo do EE nas diferentes concentra¢Ges foram instilados nas feridas dos animais durante

21 dias, em cada grupo de animais.
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Figura 3 — Material e procedimento cirargico.

A - Material cirurgico: pinca, tesoura e punch, B- tricotomia, C- demarcacdo da area da ferida,
D- corte cirargico, E- ferida.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do Uso de Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Lavras com o protocolo de n® 32/16 e realizada de acordo com as
Normas Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais (1990), conforme a Lei
Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008.

3.6 Analise macroscopica e morfométrica das feridas

Todos os animais foram examinados diariamente quanto ao aspecto geral, observando-
se a presenca ou auséncia de hemorragia, exsudato e crosta. Para a analise morfométrica, as
feridas foram fotografadas e medidas em seu diametro maior e menor, empregando-se
paquimetro, no dia 1 (dia que foram feitas as feridas cutaneas) e nos dias 3, 7, e 14 p0s-
operatério. Para calcular a area das feridas, se utilizou a equacdo A = n . R. r, em que “A”
representa a area (cm?); “R”, o raio maior (cm) e “r”, o raio menor (cm) (PRATA et al.,

1988). O grau de contracdo foi calculado pela equacdo: % de contragdo = (Wo — Wi)/ Wo x
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100, em que Wo = area inicial da ferida e Wi = &rea da ferida no dia em que foi feita a
medicdo (RAMSEY et al., 1995).

3.7 Avaliacéo histoldgica das feridas

Decorridos 21 dias, realizou-se a eutanésia dos ratos. Os animais foram sacrificados
com sobredose de anestesia com cloridrato de xilazina (10 mg kg™) e cloridrato de cetamina
(50 mg kg™) via intraperitonial. As feridas foram colhidas de maneira a incluir parte da pele
adjacente as bordas da ferida e de todo o tecido cicatricial em sua profundidade. Todas as
feridas foram fixadas em formol tamponado a 10% (pH 7) por periodo minimo de 24 horas.
Apbs a fixacdo, as amostras foram desidratadas gradativamente em concentracdes crescentes
de alcool etilico (70% a 100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina,
conforme métodos histologicos de rotina. Os fragmentos incluidos em parafina foram
cortados utilizando-se microtomo modelo “820” Spence, obtendo-se segdes de 6 um de
espessura. As laminas histologicas foram mantidas em estufa para secagem, e 0s cortes
posteriormente submetidos a coloracao por hematoxilina e eosina, para analise histoldgica.

A leitura das laminas histoldgicas foi realizada em microscépio éptico, visando
observar o processo inflamatério e cicatricial. Para a evolugdo da cicatrizagdo foram
considerados 0s seguintes achados histolégicos: células polimorfonucleares, células
mononucleares, proliferacdo vascular, proliferacdo fibroblastica, reepitelizacdo e
colagenizacdo (GARROS et al., 2006).

3.8 Planejamento experimental e analise estatistica

Os compostos fenolicos foram analisados utilizando-se de um delineamento
inteiramente casualizado, com esquema fatorial de 11 x 4 (compostos fendlicos x extratos),
com 3 repeti¢des. Os dados resultantes do experimento foram submetidos a andlise de
variancia pelo programa estatistico Sistema de Andlise de Variancia para dados balanceados
(SISVAR), segundo Ferreira (2011) e quando significativo, foi utilizado teste de Tukey, a 5%
de probabilidade, para comparacdo das médias.

No ensaio com os animais foi utilizado o esquema 4 x 4 (tratamentos x dias de medida
das feridas), com 6 repeticdes. Os dados resultantes dos experimentos foram submetidos a

analise de variancia pelo programa estatistico Sistema de Analise de Variancia para dados
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balanceados (SISVAR), segundo Ferreira (2011) e quando significativo, foi utilizado a analise
de regressdo para comparacao das médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimento de extracéo

O teor de umidade da farinha de casca de jabuticaba foi de 22,84 + 0,22 g 100 g*. O
rendimento, em peso seco, das extragdes aquosa, metanolica, etandlica e acetbnica estdo

apresentados na tabela 2, logo abaixo.

Tabela 2 — Rendimento em peso seco e pH dos extratos da FCJ.

Extratos Rendimento (peso seco - %)

Aquoso 68,84 + 4,55
Metandlico 66,68 + 3,01
Etandlico 50,03+ 1,74
Acetdnico 52,40 £ 4,76

Observou-se que 0 extrato aquoso e o metandlico foram os que apresentaram maior
rendimento de extracdo, em peso, e 0s extratos acetdnico e etandlico, os de menor rendimento.
Sendo que o etanolico foi o de menor rendimento, em peso seco, em detrimento aos demais
extratos.

Oliveira (2016) utilizando-se das mesmas técnicas de extragdo e mesmos solventes do
presente trabalho obteve rendimento de extragbes de FCJ, em peso seco, similares aos
rendimentos do presente trabalho, uma vez que houve também maior rendimento de extracao
para 0s extratos, aquoso e metandlico e menores para 0s extratos, acetbnico e etandlico.

Conforme pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento em peso seco dos extratos da FCJ.

Extratos Rendimento (peso seco - %)

Aquoso 71,06 + 2,01
Metanolico 53,76 + 4,60

Etandlico 43,16 +1,24

Acetonico 4799 + 2 34
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4.2 Atividade bactericida

O efeito da atividade bactericida dos extratos foi analisado utilizando-se da
determinacéo da concentracdo minima bactericida (CMB), pelo método da microdiluicdo em
caldo e posterior analise do crescimento de coldnias.

Na Figura 4 esta ilustrada a atividade bactericida dos diferentes extratos de farinha de
casca de jabuticaba em quatro concentragdes e do controle negativo, que ocorreu para todas as
bactérias testadas e na Tabela 4 estdo apresentados os resultados de crescimento bacteriano
nas diversas concentracdes de extratos da FCJ para as diferentes bactérias. Observou-se que o
extrato aquoso ndo inibiu o crescimento das bactérias testadas. Os extratos etandlico e
acetdnico inibiram o crescimento de todas as bactérias até a concentragdo de 1,25% e 2,50%,
respectivamente. Ja o extrato metanolico inibiu o crescimento de todas as bactérias apenas na
concentracdo de 5,00%. No controle negativo, ndo houve crescimento bacteriano, indicando a

auséncia de contaminagao.
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Figura 4 — Atividade bactericida dos diferentes extratos de farinha de casca de jabuticaba em
quatro concentragdes.

d) Extrato aceténico

Numeracdo de cada placade 1 a5 e 8 a 12 — Extratos; 6 e 7 - controle negativo
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Tabela 4 — Concentragdo minima bactericida em varias concentracdes de diferentes extratos de
farinha de casca de jabuticaba para as bactérias estudadas.

Concentracao dos extratos (%)

Bactérias 5,00 2,50 1,25 0,63 0,32 0,16 0,08
Extrato aquoso
Staphylococcus aureus GL 5674 NI? NI NI NI NI NI NI
Staphylococcus aureus GL 8702 NI NI NI NI NI NI NI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NI NI NI NI NI NI NI
Listeria monocytogenes ATCC 19117 NI NI NI NI NI NI NI
Extrato metanolico
Staphylococcus aureus GL 5674 1P NI NI NI NI NI NI
Staphylococcus aureus GL 8702 I NI NI NI NI NI NI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 I NI NI NI NI NI NI
Listeria monocytogenes ATCC 19117 I NI NI NI NI NI NI
Extrato etandlico
Staphylococcus aureus GL 5674 I I | NI NI NI NI
Staphylococcus aureus GL 8702 I I | NI NI NI NI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 I I | NI NI NI NI
Listeria monocytogenes ATCC 19117 I I [ NI NI NI NI
Extrato acetbnico
Staphylococcus aureus GL 5674 I I NI NI NI NI NI
Staphylococcus aureus GL 8702 I I NI NI NI NI NI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 I I NI NI NI NI NI
Listeria monocytogenes ATCC 19117 I I NI NI NI NI NI

®NI= nio inibiu crescimento bacteriano.
®|= inibiu crescimento bacteriano.

O extrato etandlico de FCJ, na concentracdo de 1,25%, apresentou acao bactericida
semelhante aos resultados de antimicrobianos naturais largamente estudados, como por
exemplo o eugenol. Alguns autores relataram que a aplicacdo de 6leo de cravo (sendo o
eugenol o componente majoritario, podendo representar nas folhas aproximadamente 95% do
6leo extraido e no cravo propriamente de 70% a 85%) na concentracao de 1% e 2% reduziu a
contagem de Listeria monocytogenes em salsicha alema (MAZZAFERA, 2003; SCHERER et
al., 2009).

N&o existe, na literatura, um critério Unico para avaliacdo da eficiéncia da acédo
antimicrobiana de extratos vegetais, dessa forma, 0 modo de ac¢do de compostos fendlicos em
bactérias patogénicas ainda ndo estd bem estabelecido. Acredita-se que fendis hidrofdbicos,
como timol e carvacrol também possam agir por alteracdes na permeabilidade da membrana
celular. No entanto, investigagdes mais aprofundadas sdo necessarias para esclarecer 0s
mecanismos de acdo desses compostos (SOUZA et al., 2016).

Engels et al. (2009) e Mirghani et al. (2009) relataram o potencial antimicrobiano da

améndoa da manga, associando este potencial ao teor de taninos hidrolisaveis, os quais
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possuem capacidade de interacdo com proteinas, inibindo a atividade enzimatica. Dessa
forma, e possivel que a agdo antimicrobiana dos extratos provenientes do residuo
agroindustrial da manga seja, em parte, atribuida ao seu alto teor de compostos fenolicos, o
que pode também ser constatado na FCJ devido a sua riqueza em compostos fenolicos.

A diferenca na atividade antimicrobiana de cada planta ou extrato pode ser atribuida as
diferencas na composicdo dos Oleos e compostos fendlicos extraidos. A atividade
antibacteriana de dois extratos etandlicos obtidos da casca e améndoa da manga variedade
‘Tommy Atkins’, demonstraram relevante atividade antimicrobiana frente as cepas das
bactérias Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
(ARBOS et al., 2013; SCHERER et al., 2009).

Os taninos e os flavonoides apresentam habilidade de inativar enzimas e
complexarem-se com proteinas extracelulares, proteinas soltveis e com a parede celular das
bactérias, configurando os provéaveis mecanismos de acdo antimicrobiana (MENDES et al.,
2011). Outra teoria de agédo antibacteriana dos taninos fundamenta-se na complexacao destes
com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo
microbiano (SCALBERT, 1991).

Notadamente, microrganismos Gram negativos mostram-se mais resistentes a acdo de
antimicrobianos em relacdo aos Gram positivos, uma vez que sua parede celular se encontra
protegida por uma camada rica em polissacarideos o que dificulta a acdo das substancias
antimicrobianas presentes nos extratos (GOULD, 2009). Devido a maior suscetibilidade de
microrganismos Gram positivos, acredita-se que o mecanismo da acdo antimicrobiana do
extrato, provavelmente, decorra da interacdo do mesmo com o peptidoglicano presente na
parede celular bacteriana, e que caracteriza uma barreira mais fragil do que a parede celular
das bactérias Gram negativas (RABELO et al., 2014).

Como observado neste trabalho, os extratos apresentaram inibicdo de crescimento
tanto para bactérias Gram positivas quanto para Gram negativas, mostrando o grande
potencial da FCJ como bactericida.

Ainda segundo Ostrosky et al. (2008), as variacOes referentes a determinacdo da CMB
de extratos de plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Entre eles, podem ser citadas a
técnica aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da
colheita, se os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de
extrato testada. Assim, ndo existe método padronizado para expressar 0s resultados destes

antimicrobianos de produtos naturais.
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Deste modo, as diferencas observadas na atividade bactericida desses extratos sobre as
diferentes cepas testadas podem estar relacionadas as expressivas variagdes na composicao
quimica dos extratos. Porém, a acdo antimicrobiana apresentada pelos extratos ndo depende
unicamente da composic¢ao quimica, mas também das propriedades lipofilicas, da solubilidade
em &gua, da poténcia dos grupos funcionais e da mistura de compostos com diferentes
propriedades bioquimicas (GUTIERREZ et al., 2008), o que se buscou no presente estudo,
fazendo a extracao destes compostos fendlicos da FCJ de quatro formas diferentes.

Segundo Guedes et al. (2009), em seu estudo sobre atividade antimicrobiana de
extratos brutos de Petiveria alliacea L., 0 extrato aquoso forneceu maior concentragdo de
solidos em relacdo ao extrato etandlico 70%, o que foi atribuido parcialmente & pouca
seletividade da &gua, que pode ter sido a responsavel pela extracdo de substancias
indesejaveis como sais inorganicos e impurezas organicas. Por essas razbes, a agua €
raramente empregada para a extracdo de constituintes ativos a partir de fontes vegetais. O
extrato etandlico a 70%, permitiu a obtencdo de um extrato com maior concentracdo de
polifendis totais e flavonoides totais. No presente trabalho houve maior acdo bactericida dos
demais extratos em relacdo ao aquoso (cujo rendimento de extracdo em peso, foi maior,
provavelmente devido a maior extracdo de sais inorganicos e outras substancias), indicando,
possivelmente, que um ou mais compostos fendlicos presentes em maiores concentracdes,
podem levar a maior agdo bactericida.

Observou-se no presente trabalho, que o extrato etandlico foi 0 que apresentou maior
potencial de inibicdo bacteriana (Tabela 4) e os maiores teores de compostos fendlicos
(Tabela 5), seguido pelo extrato acetonico que apresentou atividade bactericida moderada,
porém, o menor teor de compostos fenolicos. O extrato metandlico apresentou menor acdo
bactericida comparado ao acetonico e a segunda maior concentracdo de compostos fenolicos,
ja o extrato aquoso apresentou maior teor de compostos fendélicos frente ao extrato acetdnico,
porém, sem acao bactericida.

Todavia, baseado na composicéao de fendlicos, observou-se que os extratos etanolico e
0 acetdnico, com maior atividade antimicrobiana, apresentaram teor mais elevado de
epicatequina (Tabela 5), podendo ser esta uma das explicacbes desse potencial
antimicrobiano. Além disso, foi possivel constatar que o extrato etandlico foi o que
apresentou a maior variedade e teor mais elevado de compostos fendlicos, nos quais 0s
taninos catequina e galato de epicatequina foram os majoritarios, sendo bem superiores aos

demais extratos, podendo ser outra explicacdo de sua maior agéo bactericida.
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Melo (2011), ao analisar os cromatogramas de extratos etanolico e aquoso, notou
também que em todos os residuos derivados de uva, houve picos proeminentes do flavonoide
epicatequina, sugerindo que este composto participa de forma determinante na expressao da
atividade, tanto na acdo antimicrobiana como antioxidante destas amostras, o que corrobora
com a resposta antimicrobiana no presente trabalho e a forma como os extratos agiram sobre
as bactérias testadas, uma vez que, segundo Burt (2004), a epicatequina pode atuar na

desintegracdo da membrana plasmatica (Tabela 1).

4.3 Determinacao e quantificacdo de compostos fenolicos nos extratos por HPLC

Muitos pesquisadores atribuem a acdo antimicrobiana de extratos de origem vegetal
aos compostos fendlicos (AL-HABIB et al., 2010; CABRAL et al., 2009; KUMAR et al.,
2011; MARTINS, 2011). Por isso, determinaram-se os compostos fenolicos nos extratos
aquoso, metandlico, etanolico e acetbnico, obtidos da FCJ por HPLC, cujos resultados estéo
apresentados nas Figuras 5 a 12 (perfil cromatografico) e Tabela 5 (teor de compostos

fenolicos).

Figura 5 — Cromatograma de compostos fenolicos do extrato aquoso de farinha de casca de

jabuticaba.
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Identificacdo dos picos: 1 - &cido galico (tempo = 6,541); 2 - catequina (tempo = 10,419); 3 -
galato de epicatequina (tempo = 12,154); 4 - epicatequina (tempo = 13,750); 5 - acido
siringico (tempo = 15,034); 6 - &cido p-cumarico (tempo = 16,048).
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Figura 6 — Cromatograma de antocianinas do extrato aquoso de farinha de casca de
jabuticaba.
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Identificacdo do pico: 1 — cloreto de delfinidina (tempo = 17,345).

Figura 7 — Cromatograma de compostos fendlicos do extrato metanolico de farinha de casca

de jabuticaba.
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Identificacdo dos picos: 1 - acido galico (tempo = 6,541); 2 - catequina (tempo = 10,419); 3-
galato de epicatequina (tempo = 12,154); 4 - epicatequina (tempo = 13,750); 5 - acido
siringico (tempo = 15,034); 6 - acido p-cumarico (tempo = 19,889); 7 - acido ferulico (tempo
=22,609).
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Figura 8 — Cromatograma de antocianinas do extrato metanolico de farinha de casca de

jabuticaba.
2

90000
=
=
E
E 40000 4
2

-10000 @ 5 10 15 20 25 20 35 40

Tempo (min)

Identificacdo dos picos: 1 — cloreto de cianidina (tempo = 21,318); 2 — cloreto de malvidina
(tempo = 24,344).

Figura 9 — Cromatograma de compostos fenolicos do extrato etandlico de farinha de casca de
jabuticaba.
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Identificacdo dos picos: 1 - acido galico (tempo = 6,541); 2 - catequina (tempo = 10,419); 3 -
galato de epicatequina (tempo = 12,154); 4 - epicatequina (tempo = 13,750); 5 - acido
siringico (tempo = 15,034); 6 - acido o-cumarico (tempo = 16,048); 7 - acido p-cumarico
tempo = 19,889); 8 - acido ferulico (tempo = 22,609).
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Figura 10 — Cromatograma de antocianinas do extrato etanolico de farinha de casca de
jabuticaba.
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Identificacdo dos picos: 1 — cloreto de delfinidina (tempo = 17,345); 2 — cloreto de cianidina
(tempo = 21,318).

Figura 11 — Cromatograma de compostos fendlicos do extrato acetonico de farinha de casca
de jabuticaba.
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Identificacdo dos picos: 1 — &cido galico (tempo = 6,541); 2 - catequina (tempo =10,419); 3 -
epicatequina (tempo = 13,750); 4 - &cido p-cumarico (tempo = 19, 889); 5 - acido ferulico
(tempo = 22, 609).
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Figura 12 — Cromatograma de antocianinas do extrato acetonico de farinha de casca de

jabuticaba.
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Identificacdo do pico: 1- cloreto de cianidina (tempo = 21,318).

Tabela 5 — Teores de compostos fenélicos, em mg 100 g™ de extrato liofilizado, em diferentes
extratos obtidos de farinha de casca de jabuticaba.

- Extrato Extrato Extrato Extrato
Compostos fendlicos . Lo .
aquoso metanolico etanolico acetbnico

Acido ferdlico 0,00+0,00 bD 0,89+0,19 aE 0,83+0,02aD 0,82 +0,06aE
Acido galico 1,89+0,07bcD 1,83+0,00cDE 2,30+0,07bD 2,72+0,21aD
Acido o-cumérico 0,00+0,00 bD 0,00+0,00 bE 1,52+0,04aD 0,00+0,00bE
Acido p-cumérico 0,67+0,04 cD 4,74+0,62 bD 8,33+0,33aD 1,23+0,07cDE
Acido siringico 1,92+0,09 aD 1,58+0,08 bE 0,80+0,06¢cD 0,00+0,00dE
Cloreto de cianidina 0,00+0,00 dD 60,09+2,3 aA 29,14+1,82bC 9,77+0,09cC
Cloreto de delfinidina 45,20+2,77 aA 0,00+0,00 cE 35,89+0,81 bD 0,00+0,00cE
Cloreto de malvidina 0,00+0,00bD 39,52+1,74aB 0,00+0,00 bE 0,00+0,00bE
Catequina 10,54+0,06dC 58,33+1,66bA 117,548,83 aA 42,01+1,62cA
Epicatequina 8,24+0,23 bC 10,98+0,94bC 33,38+3,94aC 35,87+0,55aB
Galato de epicatequina 28,57+0,07bB 1,09+0,20 cE 84,50+5,44aB 0,00+0,00cE
Total 97,00 180,26 314,3 92,42
CV(%) 10,52 6,77 13,82 6,44

Dados sdo média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letra minuscula na linha compara entre 0s extratos
fendlicos, letra maiuscula na coluna compara entre os compostos fendlicos. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O extrato etandlico apresentou 0s niveis mais elevados de compostos fendlicos totais
(Figuras 9 e 10, Tabela 5) seguido pelo metanolico (Figuras 7 e 8, Tabela 5), aquoso (Figuras
5 e 6, Tabela 5) e aceténico (Figuras 11 e 12, Tabela 5). Observou-se que a composicao de
compostos fendlicos foi diferente para os extratos. Ndo detectou-se no extrato etanolico, o
cloreto de malvidina, enquanto no metandlico, ndo se detectaram o acido o-cumarico e cloreto
de delfinidina. J& para o extrato aquoso, ndo foram detectados o acido ferulico, acido o-

cumarico, cloreto de cianidina, cloreto de malvidina; e para o extrato acetdnico, acido o-
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cumarico, cido siringico, cloreto de delfinidina, cloreto de malvidina e galato de epicatequina
ndo foram detectados. O acido o-cumarico foi registrado apenas no extrato etandlico e cloreto
de malvidina apenas no extrato metanolico.

O extrato acetnico apresentou niveis mais elevados de &cido feralico (que néo diferiu
significativamente do extrato etandlico e metandlico) e epicatequina. O extrato aquoso
apresentou os niveis mais elevados de cloreto de delfinidina; o etandlico de catequina,
epicatequina (que ndo foi significativamente diferente do extrato acetbnico) e galato de
epicatequina e o metandlico, de cloreto de cianidina e cloreto de malvidina. Portanto, o
extrato etanolico acarretou maior extragdo dos compostos fendlicos, com niveis de alguns
fendlicos muito superiores ao dos demais extratos, apesar do rendimento em peso seco ser 0
menor, como mencionado anteriormente.

Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com o de Melo (2011), que em seu
estudo sobre composicao quimica e atividade bioldgica de residuos agroindustriais, observou
que o extrato etanolico foi, para todos os residuos testados, o mais eficaz na extragdo de
compostos fenolicos comparado ao extrato aquoso. Segundo Lafka, Sinanoglou e Lazos
(2007), a mistura etanol:agua (1:1), entre os solventes testados (metanol, etanol, acetona,
isopropanol e acetato de etila), também apresentou os maiores teores de compostos fendlicos
para 0 bagaco de uva.

A diferenca entre o teor de compostos fenolicos registrados para cada extrato esta
relacionada a diversos fatores como a polaridade diferenciada de cada solvente que é um dos
fatores bastante importante, mas também se tem a influéncia da temperatura e tempo de
extracdo, e ainda, se com agitacdo ou ndo. Inimeros sdo os compostos fendlicos com
diferentes niveis de complexidade em sua estrutura, o que leva a uma variacdo de
sensibilidade deles as condicdes de extracao; assim, o rendimento e a composicao dos extratos
dependem também das condicdes utilizadas na extracdo (KABIR et al., 2015).

Existem vérios estudos em busca de um método Unico que obtenha um melhor
rendimento de compostos fendlicos, porém, isto ndo tem sido facil de se conseguir, devido a
grande quantidade destes compostos fendlicos e as vérias técnicas empregadas. Deng et al.
(2014) observaram que a solucéo de acetona 70% e metanol extraiu mais compostos fenélicos
das folhas de mirtilo do que o etanol a 95%. J& Tomsone et al. (2012) verificaram que a
extracdo de compostos fendlicos de rabano (Armoracia rusticana) foi maior com etanol a 95%
seguido por acetona 100%. Zhao e Hall (2008) avaliaram extratos de uvas passa, obtidos com

diferentes solventes e verificaram que compostos fendlicos foram melhor extraidos com etanol,
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ao contrario de Rusak et al. (2008) que obtiveram os maiores teores desses compostos em
extratos aquosos de cha verde.

Lage et al. (2014) identificaram no extrato metandlico de FCJ, genotipo Sabara, em
ordem crescente de concentracdo 0s seguintes compostos: epicatequina, acido salicilico, acido
elagico, acido galico e galocatequina. Ja Alves et al. (2014a) identificaram no extrato
acetdnico da FCJ do mesmo gendtipo e mesma condicdes de extracdo do presente trabalho, 0s
seguintes compostos fendlicos, em mg 100 g™ de extrato liofilizado: galocatequina (27,20),
acido elagico (35,44), catequina (50,46), acido galico (52,00), acido salicilico (133,44) e
epicatequina (145,47). Entretanto, Alves et al. (2014a) e Lage et al. (2014) n&o utilizaram os
padr@es cloretos de delfinidina, de cianidina e malvidina. Os teores de fendlicos deste trabalho
sdo diferentes dos registrados por estes autores, sendo esta diferenca provavelmente, devido a
época de colheita e condi¢gdes ambientais, além dos padrdes utilizados na identificacao.

Portanto, observou-se que o tipo e a concentracdo dos compostos fendlicos dependem
do tipo de material, condi¢cBes ambientais, pds-colheita, processamento e métodos de extracdo
(GURJAR et al., 2012; MOULEHI et al., 2012), tornando assim, dificil encontrar um método

unico para extracao desses compostos.

4.4 Ensaio com animais

O procedimento cirargico para se fazer as feridas nos animais e o tratamento pds-
operatério transcorreram sem complicacfes. Todos 0s animais recuperaram-se bem da
anestesia, demonstrando bom estado geral e atividades fisica e comportamental normais para
a espécie. O extrato etanolico foi o selecionado para o tratamento das feridas por ter
apresentado maior agdo bactericida in vitro que os demais extratos.

Todos os animais foram submetidos a avaliagdes macroscépicas didrias e ndo
apresentaram sinais que evidenciassem infec¢do secundaria durante o experimento, ndo houve
colonizacdo bacteriana e também ndo houve sangramento, a ndo ser no dia da lesdo. N&o se
observou exsudato purulento em nenhuma das feridas, mas constatou-se exsudagao serosa nos
animais do grupo controle positivo até o dia 10, e no grupo tratado com extrato etandlico 5%
até o dia 5.

As feridas foram feitas com todos 0s processos e requisitos normais de assepsia e
nenhum grupo acusou presenca de infecgdo. Segundo Cavalcanti Neto et al. (2005), quando

nédo ha ocorréncia de contaminacgéo bacteriana, o processo cicatricial se da de forma acelerada,
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isso possivelmente explica a cicatrizacdo a partir do dia 16 para todos 0s grupos no presente
trabalho, incluindo o controle positivo; para todos 0s grupos a cicatrizagcdo se deu de forma
habitual, respeitando todos os eventos comuns a mesma: hemostasia; fase inflamatoria;
formacéo do tecido de granulacdo com deposicdo de matriz extracelular (colageno, elastina e
fibras reticulares); e remodelacdo (KUMAR et al., 2010).

Uma explicacdo para o ocorrido esta no fato de o controle positivo ser um antisseptico
conhecido e amplamente utilizado para o tratamento de feridas; quanto aos trés grupos que
receberam o extrato etanolico, em diferentes concentracfes, esta no fato do mesmo possuir
acao bactericida de amplo espectro, confirmada no presente trabalho.

Na Figura 13 estdo apresentadas as fotos das feridas, nos dias das medicGes.
Observou-se que as crostas comecaram a se formar no dia 3 pos-operatorio para o controle
positivo e extratos etandlicos a 10% e 5%, porém, para o controle positivo elas eram espessas
e ressecadas com presenca de exsudacdo no centro da ferida; para o grupo tratado com
extrato etandlico 10%, as crostas apresentaram-se mais delgadas e umedecidas; enquanto para
0 grupo tratado com extrato etandlico 5%, as crostas eram menos espessas que 0 grupo
controle, porém, mais espessas que 0 grupo tratado com extrato a 10%, com um pouco de
exsudacdo serosa. No grupo tratado com extrato etandlico 2,5%, as crostas comegaram a
aparecer no dia 5 e eram bem finas.

Observou-se para os trés grupos tratados com extrato, que a partir do dia 5, as crostas
que se formaram estavam niveladas com a pele e sem evidéncias de inflamagdo, mantendo-se
com esta aparéncia durante todo o periodo de tratamento. Ja as crostas espessas e ressecadas
do grupo controle positivo se desprenderam somente no dia 10, quando houve maior sinal de
epitelizacdo da ferida e as crostas do grupo tratado com extrato etandlico 5% se desprenderam
no dia 5, havendo grande evolucdo na reducdo da ferida. Para os grupos tratados com extrato
etanolico, a epitelizacdo ocorreu de modo uniforme, um pouco mais acelerado nos grupos
tratados com extrato a 2,5% e 5%, comparado ao tratado com 10%, sendo possivel, no
decorrer do tempo, perceber a formacdo de pequeno halo em torno da ferida, indicando a

reducdo da extensao do ferimento.
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Figura 13 - Fotos das feridas nos dias 3, 7, 14 e 21 pds-operatorio para o controle positivo e
extrato etanolico, em diferentes concentracdes.
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Observou-se também que houve inflamacdo intensa no grupo controle positivo,
intermediaria no grupo tratado com extrato etandlico a 5%, e branda nos grupos tratados com
extrato etandlico 10% e 2,5%. O processo inflamatorio promove a exsudacdo de células
leucocitarias que fagocitam e destroem agentes lesivos, restos celulares e tecido necrotico,
sendo, portanto, necessario para a boa resposta da reparacdo tecidual. Entretanto, reacdo
inflamatoria intensa, como observado no controle positivo, pode prejudicar o processo de
reparo por promover edema, quantidade excessiva de exsudato, os quais favorecem o
crescimento bacteriano e consequentemente, a inibicdo da proliferacdo de fibroblastos e da
deposicao de colageno (BATISTA et al., 2012).

Vaérios estudos apresentaram resultados similares ao presente trabalho, no qual se
observou a formacgéo de crostas nas feridas (BEHEREGARAY et al., 2010; VIEIRA et al.,
2008). Salgado et al. (2007) relataram que a retirada das crostas é fundamental para uma boa
cicatrizacdo, tendo como objetivo estimular a capacidade contratil dos miofibroblastos e

evitar a contratura com deformidade da cicatriz. A presenca da crosta pode atrasar 0 processo
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cicatricial, evitando a contracdo da ferida, além de ndo possibilitar umedecimento e
oxigenacgdo suficientes para que as células migratérias promovam a retirada dos detritos
celulares.

Como o objetivo no presente trabalho era observar a cicatrizagdo apenas com a
aplicacdo dos produtos, as crostas ndo foram removidas manualmente, o que explica o retardo
inicial da cicatrizacdo, principalmente, do grupo controle positivo, uma vez que as crostas
espessas e ressecadas deste grupo ndo mantiveram a umidade necessaria no leito da ferida e
nem uma contratura eficaz. Quando as crostas cairam ocorreram eventos celulares normais,
promovendo assim, a rapida cicatrizacdo das feridas (KUMAR et al., 2010).

De acordo com D’Acampora et al. (2007), a formagdo de crostas, possivelmente
compostas de detritos celulares, favorece o processo de reparacdo e o exsudato promove sua
desagregacdo e o desenvolvimento de microrganismos. Comparando-se 0s grupos, controle
positivo e extrato 5%, que apresentaram crostas mais espessas, isso explica o retardo na taxa
de contracdo da ferida do grupo controle positivo devido a demora no desprendimento da
crosta (no dia 10) e pelo fato de estar mais espessa e ressecada, ja para 0 grupo tratado com
extrato etandlico 5% estas crostas se desprenderam muito antes (no dia 5), o que pode ter
acelerado a acdo de contratura deste grupo desenvolvida pelos miofibroblastos.

Com essas observagdes, constatou-se que a cicatrizacdo foi mais eficaz no grupo
tratado com o extrato etandlico a 5%, devido aos seguintes aspectos: desprendimento mais
rapido da crosta, sendo o processo de reepitelizacdo mais eficiente, e para o grupo tratado com
extrato etandlico a 2,5% devido a este grupo apresentar crostas finas e niveladas com a pele,
com pouca evidéncia de inflamagao, permitindo uma contratura acelerada desenvolvida pelos
miofibroblastos. 1sso se nota pelas diferencas macroscépicas da presenca do tecido cicatricial
e contracdo da ferida. No dia 14 foi verificada cicatrizacdo completa das feridas para a
maioria dos animais, sendo essa taxa maior para 0s grupos tratados com o extrato etanolico.
No dia 16 de tratamento, observou-se a cicatrizacdo completa das feridas e crescimento de
pelos em torno da ferida para os animais de todos 0s grupos.

A andlise de varidncia das areas das feridas foi significativa para a interacao
tratamento x tempo (Tabela 5A, Apéndice) e na Figura 14, estd apresentada a curva de
regressdo dessas areas. Observou-se que ocorreu diminuicdo da area das feridas, ao longo do
tempo, para 0s quatro grupos, entretanto, a cicatrizacdo ocorreu de forma mais lenta para o
grupo controle e entre 0s grupos tratados com extrato etanolico a cicatrizagdo foi mais rapida

na seguinte ordem: grupo tratado com 2,5% > 5% > 10%, confirmando a analise visual.
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Figura 14 — Curva de regressao da area das feridas nos dias das medicGes para cada grupo de
animais.
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Grupo | — controle positivo, tratado com Bactrovet®, contendo 0,580 mg de sulfadiazina de
prata mL™; grupo Il - tratado com solugdo aquosa do extrato etanélico liofilizado da farinha
de casca de jabuticaba (EE) a 10%, contendo 0,300 mg de compostos fendlicos mL™; grupo
I11 - tratado com solu¢do aquosa do EE a 5%, contendo 0,150 mg de compostos fendlicos mL”
! e 0 grupo IV - tratado com solugdo aquosa do EE a 2,5%, contendo 0,075 mg de compostos
fenélicos mL™.

No dia 3 pds-operatério, o controle positivo apresentou contracdo de 8,59 + 3,37%,
enguanto os grupos tratados com extrato etandlico 10%, 5% e 2,5% apresentaram 26,74 +
7,72%; 35,47 £ 13,10% e 39,03 + 5,98% de contracao, respectivamente, em relacdo ao dia 1,
portanto, a contracdo das feridas foi muito menor no grupo controle. No dia 7 p6s-operatorio,
houve contracéo de 42,64 + 11,49%; 64,96 + 10,25%; 73,28 = 8,84% e 75,01 £ 8,81% para 0s
grupos controle, extratos etandlicos 10%, 5% e 2,5%, respectivamente. As mensuracfes das
feridas foram realizadas até o dia 14 pds-operatério, pois, apés este dia, as feridas

encontravam-se cicatrizadas, com fechamento total dos bordos (Figura 13).
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Resultado semelhante também foi obtido por Parente et al. (2009), quando
mensuraram a area de feridas cutaneas de ratos tratados com extrato etanolico de Calendula
officinalis L. cultivada no Brasil, em que as crostas comecaram a se formar também no dia 3,
tanto para o grupo tratado como para o grupo controle, sendo mais delgadas e umedecidas no
grupo tratado e mais espessas e ressecadas no grupo controle, assim como no presente
trabalho. No dia 7 pos-operatério, nos dois grupos, as crostas se desprenderam, 0 que no
presente estudo aconteceu no dia 5 para o extrato etandlico 5% e no dia 10 para o controle
positivo. No dia 14 pds-operatorio foi verificada cicatrizacdo completa das feridas em ambos
0S grupos, o que no presente trabalho pode ser observado no dia 16 pds-operatdrio.

Esses resultados corroboram os obtidos por Andrade (2006), que tratando feridas em
caprinos com extrato de Jacaratia corumbensis O. Kuntze, registraram maior contracdo das
feridas do grupo tratado com extratos que no grupo controle, em torno de 90% e 80,78%,
respectivamente. J& Estevao et al. (2008), tratando feridas de ratos com 6leo de copaiba
(Copaifera langsdorffii), encontraram contracdo no dia 14 pés-operatério de 95,42% para o
grupo tratado e observaram maior contracdo entre os dias 7 e 14 po6s-operatério; fato que no
presente trabalho, pode ser observado entre os dias 3 e 7 pds-operatorio; sendo que no dia 14,
a maioria das feridas ja se encontravam cicatrizadas.

Garros et al. (2006) constataram em relacéo a area da ferida decréscimo significante ao
longo do tempo, acentuadamente entre os dias 7 e 14 pos-operatério tanto para o grupo
controle quanto para o grupo tratado com Passiflora edulis, ndo havendo diferenca
significativa em todo o periodo de observacdo. Para Oliveira et al. (2010), isto se justifica
pelo fato desse periodo corresponder a fase de fibroplasia da cicatrizacdo, com presenca dos
fibroblastos e miofibroblastos, podendo variar de um tratamento para o outro.

A sulfadiazina de prata € um agente anti-infeccioso comumente utilizado para
controlar a proliferacdo bacteriana e a infeccdo da ferida. Embora, indicado para lesdes
profundas de espessura parcial e de espessura total e sugerido como eficaz na reducao de fases
inflamatorias e de granulacdo de cicatrizacdo em incisfes suturadas, ela tem sido descrita
como tendo efeitos citotoxicos em fibroblastos e queratindcitos in vitro e retarda a
cicatrizagdo de feridas in vivo. Uma possivel explicagdo para este problema pode estar na
debilidade da sulfadiazina de prata em distinguir entre celulas saudaveis envolvidas no
processo de cicatrizagdo e microorganismos, 0 que pode levar a destruicdo de tecido e
consequente retardo na cicatrizacdo (POON et al., 2004; TARAMESHLOO et al., 2012).
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Apesar disso, a sulfadiazina de prata é o agente topico mais utilizado no tratamento de feridas
(ATIYEH et al., 2007; MOONEY et al., 2006).

No presente trabalho, utilizou-se como controle positivo o Bactrovet®, que contém a
sulfadiazina de prata na concentragdo de 0,580 mg mL™ e para o extrato etanélico 10%, 5% e
2,5% as concentragdes de compostos fenélicos foram de 0,300 mg mL™, 0,150 mg mL™ e
0,075 mg mL™, respectivamente, o que demonstrou mais uma vez a alta eficiéncia do extrato
etanolico como bactericida e possivel antisséptico a ser utilizado, pois em concentracdes
muito menores mostraram-se mais eficientes que a sulfadiazina, que € um cicatrizante
bastante utilizado e difundido.

Segundo Ayres et al. (2008) e Silveira et al. (2012), valores de CMB inferiores a 0,1
mg mL™ representam uma boa atividade antimicrobiana; valores situados entre 0,1 e 0,5 mg
mL™ indicam atividade moderada; e valores entre 0,5 e 1,0 mg mL™ equivalem a uma fraca
atividade antimicrobiana. Considerando-se essa classificacdo, o extrato etanélico de FCJ, nos
ensaios de microdiluicdo, apresentou uma boa atividade contra todas as bactérias testadas e de
amplo espectro, uma vez que foi eficaz tanto para Gram positiva quanto para Gram negativa,
uma vez que o mesmo foi bactericida até a concentracdo de 0,038 mg mL™ de compostos
fendlicos.

Corroborando com nosso trabalho, Tarameshloo et al. (2012) demonstraram que a
Aloe vera utilizada em feridas suturadas em ratos apresentou efeitos mais significativos que a
sulfadiazina de prata, na cicatrizacdo das feridas. Os achados indicaram que a aplicacdo desta
ndo teve efeito positivo sobre a reepitelizacdo de incisGes suturadas comparada a Aloe vera
que é um produto natural, assim como o extrato etanélico da FCJ se mostrou mais eficaz na
cicatrizagdo.

Valente (2014) também tratando feridas de ratos com extrato de propolis, extrato de
caléndula, vaselina, acidos graxos essenciais, solucao fisiologica 0,9%, sulfadiazina de prata e
sem tratamento, observou que a sulfadiazina apresentou a menor taxa de contragdo, com
excecdo do sem tratamento, 0 que esta de acordo com o presente trabalho no qual se pode
observar a contratura mais rapida da ferida apenas ap0s as crostas terem se desprendido no
grupo controle.

A cicatrizacdo é um processo complexo e dindmico de restabelecimento das estruturas
celulares e, consequentemente, das camadas do tecido epitelial. Este processo é realizado a
fim de estabelecer uma reepitelizacdo mais proxima do seu estado normal (KUMAR et al.,
2010).



65

Como as andlises deste estudo foram feitas por fotogrametria, ou seja, analise
macroscopica, ndo foi possivel analisar os tecidos bioldgicos microscopicamente entre os dias
das medic6es dos halos das feridas para melhor detalhamento da cicatrizacdo. Esta medida
microscopica foi feita apenas no dia 21, dia programado para eutanasia e analise histologica
destes animais, todavia, neste tempo, as feridas de todos 0s animais ja se encontravam
cicatrizadas.

No dia 21 pos-operatério, tanto o grupo controle quanto dos extratos etanolicos se
apresentavam com lesdes totalmente epitelizadas (Figura 15), com cicatrizacdo completa,
epiderme com espessura e constituicdo equivalentes as areas adjacentes. Derme com
proliferacdo de tecido conjuntivo colagenizado, com fibroblastos orientados paralelamente a
superficie epidérmica. Anexos cutaneos (foliculos pilosos e glandulas sebaceas) e tecido
adiposo ausentes, em acordo com uma regido lesionada.

Nesta fase ocorre a epitelizacdo da lesdo, que é controlada por complexo glicoproteico
denominado chalona, e que estimula a atividade mit6tica epitelial. Isto pode ser observado em
outros trabalhos, em que no dia 21 de tratamento, as feridas se encontravam cicatrizadas e
também ndo encontraram diferencas entre os epitélios das lesdes do grupo controle e dos
grupos tratados (GARROS et al., 2006; PARENTE et al., 2009).
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Figura 15 — Exemplo do aspecto histoldgico das feridas no dia 21 pds-operatdrio dos grupos
controle, extrato etandlico 10%, extrato etanolico 5% e extrato etanolico 2,5%.

Imagens A e B: Tecido adjacente a ferida mostrando epitélio com espessura equivalente ao da
regido da lesdo e presenca de anexos cutaneos (foliculos pilosos e glandulas sebaceas) e
tecido adiposo, que ndo sdo observados no tecido lesado; Imagens C e D: lesbes totalmente
epitelizadas, com cicatrizagdo completa, derme com proliferacdo de tecido conjuntivo
colagenizado, com fibroblastos orientados paralelamente & superficie epidérmica.
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5 CONCLUSAO

Os extratos etanolico, acetdnico e metanolico da farinha de casca de jabuticaba (FCJ)
apresentaram atividade bactericida, entretanto, o extrato etandlico foi o de maior atividade,
tanto para bactérias Gram positivas como para Gram negativas. Este potencial pode ser
atribuido as substancias presentes nos extratos, como os compostos fendlicos, sobretudo, 0s
taninos catequina, epicatequina e galato de epicatequina, que sdo majoritarios no extrato
etandlico.

Quanto a analise do processo de cicatrizacdo do ponto de vista clinico e macroscopico,
conclui-se que o uso do extrato etandlico liofilizado de FCJ, principalmente, nas
concentracdes de 5% (contendo 0,150 mg de compostos fendlicos mL™ e 2,5% (contendo
0,075 mg de compostos fendlicos mL™) apresentam influéncia positiva na cicatrizacdo de
feridas cutaneas em ratos, por promover reacao inflamatoria menos intensa e fechamento mais

rapido das feridas, com potencial de ser explorado pela indUstria farmacéutica.
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Figura 1A - Cromatograma da solucdo de compostos fendlicos com deteccdo
espectrofotométrica.
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Concentracdo de cada padrdo: 1) A}cido galico; 2) Catequina; 3) Galato de epicatequina; 4)
Epicatequina; 5) Acido siringico; 6) Acido o-cumarico; 7) Acido p-cumarico; 8) Acido ferdlico; 9)
Acido vanilico; 10) Acido salicilico; 11) Resveratrol 12) Quercetina.

Figura 2A - Cromatograma da solucdo de antocianinas com deteccao espectrofotométrica.
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Tabela 1A - Tempo de retencdo (tg) médio para os compostos fendlicos analisados.

Composto fendlico tr minutos*
Acido galico 6,58 + 0,01
Catequina 10,37 £ 0,06
Galato de epicatequina 12,11 £ 0,02
Epicatequina 13,96 £ 0,03
Acido siringico 15,66 + 0,20
Acido o- cumarico 16,40+0,05
Cloreto de delfinidina 16,53 £ 0,05
Acido p-cumérico 20,18 + 0,03
Cloreto de cianidina 21,25 +0,04
Cloreto de malvidina 24,44 + 0,03
Acido ferulico 26,16 + 0,01
Acido vanilico 25,83+0,02
Acido salicilico 32,11 +0,02
Resveratrol 35,37 £0,03
Quercetina 51,39 £ 0,01

*Dados sdo média de trés repeticbes + desvio padrao.

Tabela 2 A - Parametros e coeficientes de determinacio (R?) das curvas analiticas™.

81

Composto fenélico a b R®

Acido galico 39,329 -165,3 0,997
Catequina 10011 -946,1 0,996
Galato de epicatequina 18121 -3420 0,998
Epicatequina 11500 -165,0 0,997
Acido siringico 51597 -2432 0,998
Acido o-cumarico 31956 31932 0,995
Cloreto de delfinidina 32561,91 92716,95 0,990
Acido p-cumérico 84964 -2899 0,998
Cloreto de cianidina 2201,76 -16658,52 1,000
Cloreto de malvidina 2804,57 -2145,21 0,990
Acido fertlico 52298 -1130 0,997
Acido vanilico 64240 2294 0,998
Acido salicilico 10686 -1738 0,997
Resveratrol 73052 -7788 0,998

*Regressao linear: y = a + bx
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Tabela 3A - Resumo da analise de variancia dos extratos de farinha de casca de jabuticaba para cada composto fendlico.

Quadrado médio

Compostos fenélicos®

GL A B C D E F G H | J K
Extratos 3 0,52**  0,54** 37,80** 1,73**  2,19** 6045,72** 4699,37** 632,57** 2105,44** 117157** 1686,96**
Residuo 8 0,03 0,01 0,13 0,00 0,00 20,95 7,55 4,18 2,12 1,31 2,09
Total 11 - - - - - - - - - - -
CV% - 7,3 16,19 9,44 5,95 6,32 8,01 9,63 9,25 3,88 8,82 7,13

#Composto fendlico: A= acido galico, B = acido ferGlico, C = acido p-cumarico, D = é&cido o-cumarico, E = &cido siringico, F = catequina, G = galato de
epicatequina, H = epicatequina, | = cloreto de cianidina, J = cloreto de malvidina e K = cloreto de delfinidina.
**Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 4A - Resumo da analise de variancia dos compostos fendlicos nos diferentes extratos da farinha de casca de jabuticaba.

Quadrado médio

GL Extrato acetonico Extrato aquoso Extrato etandlico Extrato metandlico
Compostos fendlicos 10 713,96** 656,96** 4591,00** 1743,59**
Residuo 22 0,27 0,78 11,57 0,69
Total 32 - - - -
CV% - 6,16 10,07 11,91 511

**Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 5A - Resumo da analise de variancia da area das feridas nos dias que foram realizadas

as medicoes.
FV GL Quadrado médio
Tratamento 3 0,168**
Errol 20 0,019
Tempo 3 3,261**
Tratamento*tempo 9 0,035**
Erro 2 60 0,005
CV 1 (%) 31.31
CV 2 (%) 16.66

**Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.



