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RESUMO
Atividade farmacoldgica do extrato Ocimum campechianum Mill em cicatrizagdo de
ferida por segunda intencdo em dorso de ratos e sua atividade antimicrobiana

O Ocimum campechianum Mill. é uma espécie vegetal que apresenta como
caracteristica fitoquimica a presenca de Oleos essenciais, 0s quais tém, segundo a
literatura, uma sensivel acdo farmacologica de carater antifingico e antibacteriano.Nos
processos de cicatrizacdo pos-cirargica, um dos maiores desafios para um pos-
operatério confortavel e curto do paciente é o combate a infecgdo no leito cirdrgico. A
proposta desta pesquisa foi de avaliar a acdo cicatrizante do Ocimum campechiano Mill
no reparo de ferimentos com perda de substancia tecidual e cicatrizagdo por segunda
intencdo em dorso de ratos através de um estudo comparativo com os medicamentos de
acdo cicatrizante convencional. Realizou-se um estudo “in vivo” da eficacia do extrato
de Ocimum Campechianum Mill no reparo cicatricial em ferimento com perda de
substéncia tecidual em vias de administracdo topica e oral.Nos experimentos foram
utilizados ratos wistar, os quais foram submetidos, ap0s anestesia, a acdo de bisturi
elétrico por 2 segundos (padronizagdo) promovendo uma lesdo (queimadura) com perda
de substéncia tecidual e cicatrizacdo por segunda intencdo. Os animais foram divididos
em grupos contendo 15 fémeas, as quais foram analisadas em grupos de cinco nos
periodos de 03, 07, 14 dias do pos-operatorio para fins de analise clinica macroscopica
da area lesada.Para uso topico foi desenvolvida uma formulagdo dermatolégica de
pomada-creme do extrato bruto pilular. Realizou-se uma inspecdo dos aspectos
macroscopicos dos ferimentos das diversas fases de cicatrizagdo (3, 7 e 14 dias)através
de parametros clinicos tais com halo hiperémico, bordas necréticas, infeccdo, fundo
sangrante e cicatriz final. Os resultados do estudo “in vivo” demonstraram a eficacia do
extrato de Ocimum Campechianum MILL no desenvolvimento do processo cicatricial
tanto na fase inflamatéria como no processo de remodelacdo e formacdo do tecido
cicatricial, principalmente nos testes realizados pela formulagéo desenvolvida de
pomada-creme de uso dermatoldgico (acao topica).Alem disso foram realizados ensaios
de atividade antimicrobiana, estudo in vitro, onde se observou halo de inibicdo
significativo, entre 10 e 20 mm, contra varias linhagens de Staphylococcus aureus de
origem humana (ferida cirdrgica) e bovina, incluindo cepas resistentes a meticilina
(MRSA). Nos staphylococcus aureus 186C apresentou uma sensibilidade superior ao do
padréo de referéncia (penicilina), exibindo um halo de inibicdo de 20mm nas dosagens
de 300mg/ml e 150 mg/ml (extrato puro e diluicdo de 1:1) e de 15 mm nas dosagens de
75mg/ml (1:4) Alem disso as cepas de staphylococcus aureus bovinas 319U e 19L
demonstraram-se sensiveis com halos inibi¢do entre 13 e 11 mm. A partir dos resultados
obtidos neste teste pré-clinico uma determinacdo de pardmetros consolidados de acéo
farmacologica e antimicrobiana, justificara a utilizacdo deste extrato como agente
cicatrizante no processo de reparacao tecidual, o que motivara as futuras pesquisas para
o aprofundamento dos conhecimentos a despeito desta espécie vegetal.

Palavras-chave: staphylococcus aureus, Ocimum campechianum MILL e cicatrizacéo.
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ABSTRACT

Pharmacological activity of the extract Ocimum campechianum Mill in
cicatrization of wound for second intention in back of rats and its antimicrobials
activity

. The Ocimum campechiamum Mill. it is a vegetal species that presents as characteristic
fitoquimica the essential oil presence, which have, according to literature, a sensible
pharmacology action of antifungus and antibacterial character. In the processes of
after-surgical cicatrization, one of the biggest challenges for postoperative comfortable
and a short one of the patient is the combat to the infection in the surgical stream bed.
The proposal of this research was to evaluate the cicatrizante action of the Ocimum
campechiamum Mill in the repair of wounds with loss of tecidual substance and
cicatrization for second intention in back of rats through a comparative study with
medicines of conventional cicatrizante action. An alive study was become fullfilled “in”
of the effectiveness of the extract of Ocimum Campechianum Mill in the cicatricial
repair in wound with loss of tecidual in ways of topic administration and verbal
substance. In the experiments rats had been used to wistar, which had been submitted,
after anesthesia, the action of electric bistoury per 2 seconds (standardization)
promoting an injury (burning) with loss of tecidual substance and cicatrization for
second intention. The animals had been divided in groups contend 15 females, which
had been sacrificed in groups of five in the periods of 03, 07, 14 days of the
postoperative one for ends of analyze macroscopic clinic of the injured area. For topical
use a formularization of pomade-cream of the extract was developed. An inspection of
the macroscopic aspects of the wounds of the diverse phases of cicatrization (3, 7 and
14 days) through clinical parameters was become fullfilled such with hiperémico halo,
necroticas edges, infection, deep gory and final scar. The results of the alive study “in”
had in such a way demonstrated the effectiveness of the extract of Ocimum
campechianum MILL in the development of the cicatricial process in the inflammatory
phase as in the process of remodeling and formation of the fabric cicatricial, mainly in
the tests carried through for the developed formularization of pomade-cream of
dermatological use ( topic action). Yonder of this had been carried through assays of
activity antimicrobials, study in vitro, where if it observed significant halo of inhibition,
between 10 and 20 mm, against some ancestries of Staphylococcus aureus of origin
human being (wounded surgical) and bovine, including cepas resistant the meticilina
(MRSA). In staphylococcus aureus 186C presented a superior sensitivity to the one of
the reference standard (penicillin), showing a halo of inhibition of 20mm in the 150
dosages of 300mg/ml and mg/ml (pure extract and first dilution) and of 15 mm in the
dosages of 75mg/ml (second dilution) Yonder of this cepas of staphylococcus aureus
bovine 319U and 19L had demonstrated sensible with halos inhibition between 13 and
11 mm. From the results gotten in this test daily pay-clinical a determination of
consolidated parameters of pharmacology and action antimicrobials, which will justify
it use of this extract as to assist in the cicatrization process, what it will motivate the
future research for the deepening of the knowledge the spite of this vegetal species.

Words key: staphylococcus aureus, Ocimum campechianum MILL end cicatrisation.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais teve seu inicio provavelmente na pré-historia e,
desde entdo, esteve claramente presente em todas as geracOes até os dias atuais. Os
homens primitivos, assim como 0s animais iniciaram as “praticas de salde”,
alimentando-se de determinadas plantas, pelo instinto de sobrevivéncia. Com isto
poderiam ter observado determinados efeitos para minimizar suas enfermidades,
acumulando conhecimentos empiricos que foram passados de geracdo para geracao

CORREA, (2004).

A partir de uma perspectiva histérica, a producdo de medicamentos e 0
tratamento farmacoldgico de doencas comecaram com o uso de plantas medicinais. Em
1800, quando a medicina entrou na era cientifica, a medicina tradicional que se
utilizava de plantas medicinais era considerada como base inquestionavel para todos os

livros-texto classicos de farmacologia (SCHULZ, HANSEL E TYLER, 2002).

O acumulo destas informac6es pelos homens primitivos propiciou 0 nascimento
de uma cultura de arte de curar, que se tornou a base para 0 nascimento da medicina.
Exemplificando, o aparato médico egipcio de 2.500 a.C. era constituido por drogas de
procedéncias diferentes, dentre elas, produtos vegetais, animais e minerais; por volta de
1500 a.C., foram encontrados papiros que relatavam a utilizacdo de 700 farmacos
diferentes (CORREA et al, 2004). Ha registros de que Hipdcrates, considerado o pai da
medicina, nascido ha 460 anos a.C., teria mencionado de 300 a 400 plantas medicinais

(CANTER et al, 2005).
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacéo dos
paises em desenvolvimento utilizam-se da medicina popular na atencdo primaria a
salde, ou seja, dependem quase exclusivamente desta medicina, tendo as plantas como

principais componentes (CANTER et al, 2005; ELOFF, 1997; SILVA, 2004).

As observacbes populares sobre o uso e a eficdcia de plantas medicinais
contribuem, de forma relevante, para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos que produzem apesar de nédo ter seus
constituintes quimicos conhecidos. Os dleos essenciais de plantas apresentam uma
atividade antimicrobiana contra um grande nimero de bactérias incluindo espécies

resistentes a antibiéticos e antifangicos (CAVALCANTI et al, 2005).

Dos muitos fendmenos que caracterizam 0 organismo Vivo, a cicatrizagcdo das
feridas é um dos mais interessantes. A capacidade de reparagdo do tecido lesado € uma
resposta da propria vida, e neste processo pode residir a compreensao final da natureza

(SHAFER, 1987).

Todo ser animal tem a capacidade, que é inerente a0 mesmo, de reposicdo das
lesGes causadas por traumatismo em suas estruturas organicas. E somente devido a esta
capacidade que podemos fazer uso da cirurgia como modalidade de terapéutica

(GREGORI, 1996).

Toda ferida infectada é de dificil cicatrizacdo e demorada, sendo necessarios

cuidados locais (uma ativa terapéutica antiinfecciosa local), além da administracdo de

medicacdo sistémica adequada. A infecgdo € determinada por trés fatores: a viruléncia
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do microorganismo presente, seu nimero, € maior ou menor resisténcia oferecida pelos

tecidos invadidos (GRAZIANI, 1986).

Tendo em vista o inerente potencial farmacoldgico dos O6leos essenciais
comprovadamente presentes nas folhas do Ocimum campechiamum MILL e a
resisténcia bacteriana a um grande nimero de farmacos dificultando assim o combate a
infeccdo dos ferimentos dérmicos, o desenvolvimento de uma forma farmacéutica
eficaz com base no extrato bruto pilular do Ocimum campechiamum MILL foi proposto
na tentativa de combate as infeccbes e como agente desencadeante do processo

cicatricial.

A escolha da via de administracdo oral e dermatoldgica do estrato pilula bruto
levou em consideragdo as vantagens destas formas farmacéuticas, tais como: boa
estabilidade fisica, quimica, mecénica e microbioldgica e comodidade na

administragao.
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REVISAO DE LITERATURA
Estudo sobre Ocimum campechiamum Mill

Botanica

A familia Laminaceae € constituida por 220 géneros e aproximadamente
4000espécies (HEDGER, 1992) e assume grande importancia econémica, pois 40% dos
géneros que a constituem sdo compostos por plantas com propriedades aromaticas

(LAWRENCE, 1992)

O género Ocimum estd formado por aproximadamente 30 espécies originarias
da africa. Sua area de distribuicdo envolve os trépicos e subtropicos tanto do novo
como do velho mundo.(ALBUQUERQUE & ANDRADE, 1998). Considerado como o0
mais importante entre as plantas herbaceas pela sua utilizacdo em diversas areas
(KHOSLA, 1980).0 género Ocimum tem sido durante muito tempo reconhecido como
uma rica e diversificada fonte de 6leos essenciais, 0s quais sao extraidos por destilacdo
a vapor das folhas e utilizados em rituais tradicionais e medicinais (SIMON, QUINN &
MURRAY, 1990).0 Ocimum é um género que também exibe um acentuado

polimorfismo na folha e habito (ALBUQUERQUE, 1997).

E uma erva de 10-60 cm e estd caracterizada por ter a base lenhosa, ser
aromatica, com talos eretos de secdo quadrangular; a inflorescéncia mede 3-20
longitudinalmente, sendo a mesma robusta e ramificada, apresenta suas ramas laterais
menores ou iguais a principal. Popularmente é denominados alfavaca, alfavaca brava,
Alfavaca branca, alfavaca de galinha, alfavaca grande, alfavaca de cobra, alfafa de vaca

manjericdo e manjericdo grande estando a espécie distribuida por todo o Brasil e
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América tropical com um habitat de cultivo de terrenos alterados e frequentemente

secos (ALBUQUERQUE E ANDRADE, 1998).

Fitoquimico

De acordo com os resultados obtidos no estudo farmacoquimico do extrato
bruto de Ocimum campechianum Mill foi observada a presenca de eugenol, triterpenos
e esterdides, polifendis (fenilpropanoglicosidios e flavondides) e acglcares redutores.
Iridéides, alcaldides, cumarinas, derivados cindmicos, proantocianidinas,
leucoantocianidinas, taninos galicos e sapominas ndao se mostraram presentes nos

cromatogramas obtidos (SOUSA, 2004).

O screening fitoquimico do Ocimum campechianum Mill realizado no extrato
permitiu detectar a presenca de polifendis (fenilpropanoglicosidios e flavondides),
terpendides (principalmente monoterpenos como o eugenol), agucares redutores e
acidos ursolico. Com base nos resultados das analises cromatograficas dos extratos:
benzénico e metandlico das folhas de Ocimum campechiamum Mill, a presenca de
eugenol confirma o que esta escrito na literatura quanto a composicdo dos Oleos

essenciais extraidos desse género (SOUSA et al, 2005).

A familia Laminaceae é também rica em muitos tipos de flavondéides, os quais
tem sido freqlientemente usado com propdsitos quimiotaxondémicos, sendo estes
compostos encontrados nas superficies das folhas, ramos e inflorescéncias de plantas e

séo armazenadas em granulos especiais (VIEIRA et al, 2002).

25



Oleos essenciais provenientes do género Ocimum apresentam diferencas
qualitativas e quantitativas na sua composi¢cdo quimica mesmo entre exemplares dentro
da mesma espécie, quando coletados em solos diferentes. A canfora foi encontrada no
Oleo extraido de espécies brasileiras de Ocimum campechianum MILL, porém néo esta

presente em amostras coletadas no Peru e india (JORGE et al, 1992).

Farmacoldgico

No Brasil o Ocimum é utilizado popularmente para tratar gripe, febre e

problemas estomacais e ainda como analgésico e estimulante (CORREIA, 1984).

Na medicina popular o uso da infuséo de 30g a 50 g da folha seca ou fresca de
Ocimum campechianum Mill para 1 litro de agua fervente que se bebe de preferéncia
em 5 tomadas ao longo do dia, para tratamento de gota, reumatico, enterites, de doengas
hepéticas (hepatites e calculoses), do aparelho urinério (cistites, calculos, pois o0 seu
prolongamento consegue dissolver a maior parte dos calculos renais, evitando em
muitos casos a intervencdo cirdrgica ou a laserterapia, e em concentra¢es de 50/1000,
nefrites, oliguria, hidropsia, blenorragia, orquite, sifilis e uremia, onde seus efeitos sdo
considerados surpreendentes) e administra-se em clistere para prisdo de ventre

(NUNES, 1999).

Vérias espécies de Ocimum apresentam na composi¢do 6leos essenciais, sendo

as mesmas substancias biologicamente ativas de carater fungicida (REUVENI et al,

1984) e bactericida (NTERZURUBANZA et al, 1984).

26



A composicdo dos oOleos essenciais depende do clima, da estacdo do ano,
condicgdes geograficas, periodo de colheita e a técnica de destilacdo, sendo os mesmos
ativos tanto contra as bactérias gram positivas quanto as gram negativas e ainda

leveduras e fungos filamentosos (CAVALCANTI et al, 2005).

Em estudos realizados na Coldmbia, extrato das folhas, caule e raiz de Ocimum
campechianum Mill foram capazes de promover 24% de neutralizagdo in vitro do efeito
hemorréagico produzido pelo veneno de B. atrox (OTERO et al, 2000). Significativa
diminuicdo da frequéncia cardiaca foi observada em ratos apos a administracdo de
extrato brutos das folhas (40 ml/Kg) de Ocimum campechianum Mill (RIBEIRO et al,

1986)

Extrato hidro-alcodlico (50/50, v/v) das falhas de Ocimum campechianum Mill
apresentaram efeitos diuréticos significativos, quando administrados oralmente (40

ml/Kg) em ratas Wistar (RIBEIRO et al., 1986).

Nos ensaios de atividade antiinflamatéria em animais tratados com
indometacina e com o extrato de Ocimum campechianum Mill. por via oral ,
apresentaram diminuicdo do volume dos edemas induzidos na regido subplantar da pata
esquerda posterior (edema de pata), quando comparados com 0s animais controle,
sendo significativa num periodo de 04 horas ap6s a administracdo do extrato. Os testes
de atividade antitumoral contra dois tipos de tumores: o sarcoma 180 e o carcinoma de
Ehrilch apresentaram resultados significativos em ambos os ensaios. O extrato, no
entanto foi mais ativo contra o carcinoma de Ehrilch, que apresentou maior indice de

inibicdo (SOUSA, 2004).
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Através da realizacdo de ensaios in vitro, foi constatada a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais obtidos das folhas de Ocimum campechianum Mill
contra B. subitilis, S. aureus, M. luteus, E. coli, S. marcescens e A. oryzae
(CARVALHO et al, 1999) Extratos metandlicos e aquoso das folhas de Ocimum
campechianum Mill foram ativos contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosas e Salmonella typhi em concentragcdes superiores a 2mg/ml e contra as

formas tripomastigadoras de Tripanozama cruzi, a 500 ppm (NAVARO et al, 2003)

Vaérios extratos de Ocimum campechianum Mill foram testados contra algumas
espécies de fungos e bactérias para investigacdo de sua atividade antimicrobiana, mas
ndo se mostraram ativos frente aos microorganismos: Staphylococcus aureus, Candida
albicans e krusei, Enterobacter sp., Micrococus flavus e Escherichia coli (SOUSA,

2004).

O 6leo essencial Ocimum ssp é também ativo contra varias espécies de bactérias

(Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Shigella, Salmonela

e Proteus) e fungos (Trichophiton rubum, T. mentagrophytes, Cryptococcus

neoformans, Penicillium islandi cum e Candida albicans) (MBATA & SAIKIA, 2005).

Toxicolégico

A determinacdo da dose terapéutica segura é de suma importancia para o uso de

uma droga. Através da DLsy € possivel calcular os indices terapéuticos de uma
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substancia, fornecendo alguma idéia da margem de seguranca no uso da mesma (DALE
et al, 2001).

A curva dose-resposta, construida a partir dos resultados provenientes dos testes
de toxicidade aguda do extrato hidro-alcodlico de Ocimum campechianum Mill
mostrou que as doses acima de 2687,4 mg/Kg foram capazes de matar 100% dos

animais (SOUSA, 2004).

Os testes para avaliacdo da toxicidade aguda do extrato hidroalcolico de
Ocimum campechianum Mill foram realizados através da observacdo de efeitos gerais
sugestivos de acdo sobre o sistema nervoso central e periférico, a partir dos quais foi
determinada a DLsp que resultou em 1017,40 mg/Kg de peso do animal (SOUSA et al,

2004).

As reagbes de excitabilidade, movimentos estereotipados, tremores e
movimentos circulares foram freqlientemente observados com diversas doses do extrato
desta espécie vegetal testada, sugerindo a presenca de compostos estimulantes do
sistema nervoso central. Efeitos caracteristicos de acGes depressoras também foram
observados, sendo os mais comuns: a sonoléncia e acomodacdo, 0 que ocorreu
aproximadamente 40 minutos apds a administracdo do extrato. Dentre os efeitos no
sistema nervoso periférico foram observados alteraces no sistema vascular e digestivo

(SOUSA, 2004).
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Cicatrizagao
A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacéo e a

reconstituicdo do tecido (MANDELBAUM et al, 2003).

As lesbes de pele, particularmente as feridas, possuem grande importancia
clinica em funcdo da alta freqiiéncia com que ocorrem, da morbidade, da proliferacdo
bacteriana em um grande nimero delas e, também, do alto custo em face da demora dos
mesmos quando para a obtencdo de uma cicatrizacdo por segunda intencdo. Nestes
casos, quanto a cicatrizacdo ndo € orientada, ha a formacgdo de tecido de granulacdo
exuberante com fendmeno anarquicos de contracdo e epitelizacdo da ferida

(FIGUEREDO WOUK et al, 1998).

O processo de restauracdo da integridade tecidual tém sido dividido em trés
estagios bésico (inflamatério fibroblastico e remodelador). O estagio inflamatério
inicial no momento em que ocorre a lesdo tecidual, e, na auséncia de fatores que
prolonguem a inflamacéo dura de 3 a 5 dias. Esse estagio tem duas fases: a vascular e a
celular. Os eventos vasculares entram em cena durante o inicio de inflamagéo, com uma
vasoconstriccdo dos vasos lesados como resultado do tdnus vascular normal
promovendo reducdo de fluxo sanguineo na &rea lesada. Em poucos minutos, a
histamina e a prostaglandina E; e E, sintetizadas pelas células brancas do sangue,
causam vasodilatacdo e abre pequenas fenestracdes entre as células endoepiteliais, 0
que permite o extravasamento de plasma e a migracdo de leucdcitos para dentro do

tecido intersticial (PETERSON et al, 1998).
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Nas diversas formas de reacdes extracelulares as agressdes pode estar envolvido
apenas um componente do intersticio, como a substancia fundamental ou as fibras
(colagenas, reticulares e elasticas), ou ambos os componentes. Os fibroblastos e as
fibras colagenas, elasticas e reticulares estdo imersas estdo imersas no gel de
consisténcia que varia segundo o tipo de tecido, conhecido por substancia fundamental

amorfa (GUIMARAES, 1982).

A recuperacdo dos tecidos é geralmente considerada como uma fase de reacéo
inflamatoria de vez que ndo pode ser separada dos fendmenos vasculares e celulares
que ocorrem em resposta a uma injdria ou leséo tissular. Em sua fase ativa, a evolucao
da cicatrizacdo podera ocorrer por dois processos diferentes: por primeira intencdo e

por segunda intencdo (GRAZIANI, 1996).

Ferida Tecido de Cicatriz

Ferida Tecido de Cicatriz

FIGURA 01- Cicatrizagdo por segunda intengéo, removida do site www.Forp.Usp.br

A inflamacdo é conduzida pela acdo de substancias quimicas auto-elaboradas

chamadas autacdides, que atuam como mediadores quimicos responsaveis pelas
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alteragdes morfofuncionais proprias de tecidos inflamados. O gatilho disparador das
reacOes bioguimicas é a histamina e a serotonina, dois autacOides com estrutura
protéica apresentando intensa atividade farmacologica sobre 0s vasos sanguineos sendo
por isto chamados vasoativos. Variagdes no diametro dos vasos e alteracdes da
estrutura normal do endotélio permitem a exsudacdo plasmatica, quer pela menor
velocidade sanguinea regional quer pelo aumento da pressdo osmética, quer pela
participacdo da pressdo sistolica cardiaca e, principalmente pelo aumento de

permeabilidade do endotélio (GREGORI, 1996).

A fase celular da inflamacdo é desencadeada pela ativacdo do sistema
complemento sérico decorrente do traumatismo tecidual. Os produtos derivados da
ativacdo do complemento, particularmente Csa € Csa, atuam como fatores quimiotaticos
e causam aderéncia dos leucocitos polimorfonucleares (neutrofilos) na periferia dos
vasos (marginalizagéo) e, em seguida, atravessam a parede do vaso (diapedese) e uma
vez em contato com os corpos estranhos (tal como bactérias) os neutrofilos liberam o
contetdo dos seus lisossomos (degranulacdo) as enzimas lisossomais, as quais tem

funcdo de destruicdo dos corpos estranhos. (PETERSON et al, 1998).

A cura comeca bem sedo na inflamacdo quando os macréfagos comecam a
digerir os organismos invasores que conseguiram sobreviver ao ataque dos neutrdéfilos,
bem como os restos necrdticos de células parenquimatosas e neutréfilos mortos

(COUTRAN, KUMAR & ROBBINS, 1991).

Com o tempo os linfocitos se acumulam no local da lesdo tecidual. Esses

linfocitos pertencem ao grupo dos linfdcitos B e T, sendo o B capaz de reconhecer
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material antigénico e produzir anticorpos que quxiliam o restante do sistema
imunologico a identificar corpos estranhos e integrarem com o sistema complemento
para lisar células estranhas, enquanto os linfocitos T citotdxicos, destroem células que

tem antigenos estranhos (PETERSOM et al, 1998).

Os achados clinicos da fase nao-proliferativa ou inflamatéria decorrente da
lesdo tecidual do ponto de vista macroscépico, clinico, portanto, torna-se muito Util
saber que os sinais e sintomas da inflamacéo - os sinais de Celsius - tendem a reduzir
passadas as primeiras 48 horas do pds-trauma. A exacerbacdo desta sintomatologia por
um periodo maior de 24 horas, em um paciente normorreativo, ndo deve ser
interpretada com sendo decorrente do trauma, impondo que se considere a possibilidade
de acdo sobre a ferida cirdrgica de outro tipo de trauma, como reacdo a COrpos
estranhos (infec¢do) (GREGORI, 1996).A cicatrizacdo por segunda intencdo se faz,
entdo pela organizacdo de uma superficie de tecido de granulacdo que posteriormente

se epitelializard (GRAZIANI, 1986).

Para algumas vezes, até mesmo 24 horas apds a agressao os fibroblastos e as
células endoteliais comecam a se proliferar e a formar (em 03 a 05 dias) o tipo
especializado de tecido (tecido de granulacdo) que é o marco da inflamacdo em
processo de cura. O termo “tecido de granulacdo” origina-se de seu aspecto roseo,
granular, sobre a superficie das feridas, mas sdo os aspectos histolégicos que sao
caracteristicos: a proliferacdo dos novos vasos sanguineos pequenos e dos fibroblastos

(COUTRAN, KUMAR & ROBBINS, 1991).
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Ha no local do trauma um afluxo de fibroblastos que se depositam, multiplicam
e sintetizam substancias. Assim, esta fase € denominada fibroplatica e contém uma
intensa proliferacdo endotelial, de maneira que se constitui em um tecido denominado
de granulacdo, devido ao seu aspecto peculiar, aspecto macroscopico. Ao estudar o
tecido de granulacéo, contatou-se que ele tinha a capacidade de se retrair (MODOLIN,

1998).

Para os tipos de fibrinas derivados da coagulagdo que se entrecruzam nas feridas
formam uma rede sobre o qual os fibroblastos podem iniciar a precipitacdo de
substdncia fundamental amorfa e tropocolageno. Esta fase fibroblastica da recuperacao

das feriadas (PETERSON et al, 1998).

Os fibroblastos sintetizam também fibras elasticas e secretam 0s Varios
glicosaminoglicans (GAG) e outros componentes da matriz extracelular. Os
fibroblastos e os miofibroblastos séo as células que secretam os colagenos, a elastina e
os proteoglicanos nas feridas em cicatrizagdo, mas 0S mecanismos que estimulam ou
determinam tal secrecéo nas diferentes fases ainda sdo mal compreendido (COUTRAN,

KUMAR & ROBBINS, 1991)

Os tecidos de granulacdo sdo constituidos por fibrina de coagulo, por infiltrado
leucdcito, pela presenca de células e de pequenos corpos estranhos langados em
profundidade durante a manipulagdo cirdrgica dos tecidos por macréfagos, por

fibroblastos e por entesa presenca de capilares neoformados (GREGORI, 1996).
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O estimulo a proliferacdo fibroblastica e a sintese de coldgeno pode ser
encontrado em varias formas de agressdo tecidual. Neoformacao excessiva de colageno
ocorre no decurso das inflamagdes prolongadas e nos processo de reparo por fibrose

cicatricial (GUIMARAES, 1982).

Quando h& uma perda maior de células e tecido, como ocorre no infarto, na
ulceragdo inflamatoria, na formacdo de abscesso e em feridas superficiais que criam
grandes defeitos, o processo de reparo é mais complicado. O denominador comum de
todas as situacfes € um grande defeito tissular que deve ser preenchida (COUTRAN,

KUMAR & ROBBINS, 1991).

As primeiras fibras de colageno surgem na profundidade da ferida, cerca de 05
dias apds o traumatismo. Com o passar dos dias, feixes de coldgeno dispostos ao acaso
vao gradativamente ocupando as profundezas dos ferimentos. Estes feixes originam
uma estrutura bastante densa e consistente: a cicatriz. A fase fibroblastica ndo tem um
final definido e sua duracdo varia conforme o local da leséo, sua profundidade, o tipo
do tecido lesado e se existem ou ndo as deficiéncias (PIRES & VIEIRA STARLING,

1991).

Os achados clinicos da fase proliferativa o tecidos de granulagdo normal tem
aspecto macroscépico modulado (que lembra uma amora, 0 morango) é flacido, friavel,
ndo exudativo, continuo e intensamente hiperémico. A sua constatacdo clinica, nas
feridas exuberantes pode avaliar a normalidade evolutiva da reparacdo da ferida
cirurgica através das caracteristicas do tecido de granulacdo. Um aspecto relevante de

propedéutica cirdrgica, fracamente evidenciavel nesta fase, € da importancia da aferi¢do
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dos valores da auto-hemostasia do paciente na formacdo do codgulo e da medida de
hemostasia cirargica, como o tamponamento e repouso tecidual, direcionada a
estabilidade deste coagulo sanguineo, fator participante prioritario da estrutura do

tecido de granulacdo (GREGORI, 1996).

O estagio final da reparacdo das feridas continua indefinitivamente e é
conhecida como estagio de remodelagdo, embora alguns autores preferiram usar o

termo maturacéo da ferida (PETERSON et al, 1998).

As cicatrizes continuam remodelando-se com o passar dos meses e anos,
sofrendo alteragdo progressivas em seu volume e forma. Essa remodelagdo ocorre
através da degradacdo do colageno, que é mediada pela enzima colagenase (PIRES &

VIEIRA STARLING, 2002).

Na fase de remodelacdo ocorre uma intensa modificacdo microscopica nao
detectavel por manifestacbes clinicas. Ocorre, também, uma queda no ndmero de
fibroblastos presentes; desaparecem os leucécitos e os macréfagos, restabelece-se a
microcirculacdo regional pela redugdo do numero de capilares neoformados;
estabelece-se uma definicao real entre o tecido neoformado e os tecidos pré-existentes

pela deposic¢do funcional dos feixes colagenos neoformados (GREGORI, 1996).

Durante a evolugdo da cicatrizagdo ocorre um aumento dos elementos

constitutivos extracelular, principalmente colageno, como uma diminuicdo do numero

de fibroblastos ativos e novos vasos. Muitos vasos sanguineos caracteristicos do estagio
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iniciais sofrem trombose e degeneracdo e suas varias células sdo reabsorvidas e

digeridas pelos macrofagos (COUTRAN, KUMAR & ROBBINS, 1991).

Durante a segunda semana, ainda conforme descreve, hd um acumulo
continuados de colageno e proliferacdo de fibroblastos. Em grande parte, ja
desapareceram o infiltrado leococitario, 0 edema e 0 aumento da vascularizacdo. Nesse
momento, comeca o longo processo final de cicatrizacéo, realizado pelo acimulo maior
de colageno dentro da cicatriz incisional, acompanhado de regeneragdo dos canais

vasculares (COUTRAN, KUMAR & ROBBINS, 1991).

Os processos finais, que comecga préoximo do final da fase fibroblastica e
continua durante as fases precoces da remodelacdo é a contracdo da ferida. Na maioria
dos casos, a contracdo da ferida tem acdo benéfica na sua reparacdo, embora o
mecanismo exato de contragdo da ferida ainda ndo esteja claro. Durante a contracdo da
ferida as suas bordas migram em direcdo umas das outras em feridas em que as bordas

ndo podem ou ndo poderao ser colocadas postas (PETERSON et al, 1998).

Queimadura

Entende-se por queimadura o quadro resultante da acdo direta ou indireta do
calor sobre o organismo humano. A despeito de o progndstico ter melhorado
dramaticamente, em especial gracas ao reconhecimento da importancia do
debridamento precoce e do progresso no emprego de substitutos bioldgicos da pele, as
queimaduras ainda configuram como importantes causadoras de mortalidade. Esta se

deve principalmente a infeccdo que pode evoluir com septicemia, assim como a
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repercussao sistémica, com possiveis complicacdes renais, adrenais, cardiovasculares,

pulmonares, musculoesqueléticas, hematoldgicas e gastrintestinais (VALE, 2005).

A cicatriz com deformidade é uma complicagdo comum na cicatrizacdo de
queimaduras de segundo e terceiro graus, especialmente em criangas. As cicatrizes
nesses casos sdo vermelhas, elevadas, inelésticas e apresentam sérios problemas
estéticos e funcionais, que sdo freqlientemente exacerbados pelo desenvolvimento de
contraturas. A produgédo excessiva de matriz extracelular pelos fibroblastos presentes
nas feridas, provavelmente sob a acdo de altos niveis de citosinas fibrogénicas, tem sido
responsabilizada pelo desenvolvimento das deformidades pds-queimaduras

(MEDEIROS et al, 1999).

A pessoa que sofre queimadura é considerada imunossuprimida, pois, ap6s o
trauma, ocorre uma série de alteracdes organicas que modificam seu mecanismo de
defesa contra infec¢cdes. A perda da integridade da pele e o desequilibrio na regulacdo
do pH cutaneo facilitam a colonizacdo da ferida por microorganismos oportunistas.
Dependendo do agente que provocou a lesdo, microbiota residente da pele também é
eliminada, deixando de exercer um papel protetor neste sentido (WEBER, 1998 e

FERNANDES & RIBEIRO, 2000).

A colonizacdo de feridas queimadas ocorre freqlientemente por Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus coagulase negativo, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosas, Enterobacter cloacae, Acinetobacter ssp,

Enterococcus faecalis, Klebciella sp, entre outras bactérias, destacando-se a Candida
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albicans e Aspergillus entre os fungos (FERNAMDES & RIBEIRO, 2000 e WARD &

SAFFE, 1995).

O tratamento das lesdes por queimaduras € um grande desafio aos profissionais
da saude, sobretudo no que se refere ao elevado potencial para desenvolver infecgdes.
A terapéutica sistémica ou local deve visar, fundamentalmente, o equilibrio das funcGes
vitais, assim como a instalacdo de medidas de prevencdo de complicagOes, dentre as

quais estdo as infec¢Oes das lesdes cutaneas (RAGONHA et al, 2005).

Infeccdo de feridas

Apesar dos grandes avangos terapéuticos, a prevencdo e o tratamento da
infeccdo pos-operatoria ainda sdo problemas a serem resolvidos. A introducdo da
terapia com antibidticos na metade do século XX aumentou a esperanca de que as
infecgdes cirdrgicas graves seriam eliminadas. Infelizmente, isso ndo aconteceu. N&o
somente as infec¢bes pds-operatdrias continuaram, como também o uso disseminado de
antibiodticos dificultou ainda mais a prevencdo e o controle das infec¢Bes cirdrgicas

(FRANCA & STAHIKE JUNIOR, 2004).

O Staphylococcus aureus é um importante patdgeno, sendo descrito, desde
1950, como agente etioldgico significativo de infecgdes hospitalares adquiridas, sendo
também o mais freqliente microorganismo associado as mastites caprina e bovina
(HARVEY E GILMOUR, 1988). Estudo comprovou que em infeccGes de pacientes de
unidades de tratamento intensivo é mais freqlientemente isolados e associados aos casos

de infeccdo hospitalar o Staphylococcus aureus (JONES et al , 2004).
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A capacidade patogénica do Staphylococcus aureus ocorre devido s diversos
fatores de viruléncia, que podem ser representados por toxinas, enzimas e outras
proteinas, sendo todos estes fatores mediados por genes plamidiais ou cromossdmicos,
que combinados produzem doenca. A coagulase é produzida por todas as linhagens de
Staphylococcus aureus, e sua producdo sdo o principal critério usados no laboratério de
microbiologia clinica para a identificagdo em humanos, além de ser um importante fator

de viruléncia (HOOKEY et al, 1998).

Este acréscimo na quantidade de linhagens de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) também foi observado em um estudo feito em 40 hospitais na
Espanha, 1425 microorganismos isolados, onde também foi demonstrado que poucas
amostras de MRSA eram concomitantemente resistentes a vancomicina (PICAZO et al,
2004); e investigacOes recentes em isolados obtidos de hospitais universitarios de
medicina e odontologia de Nagasaki, demonstraram que 60,2% dos Staphylococcus
aureus isolados sdo MRSA, e que a grande maioria destas linhagens & também
resistente a outros agentes antimicrobianos, exceto glicopeptidios como a vancomicina

(COOKSON, 1991)
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GLOBAL

A proposta desta pesquisa foi avaliar a acdo cicatrizante do Ocimum
campechiano Mill no reparo de ferimentos (queimadura) com perda de substancia
tecidual e cicatrizagdo por segunda intencdo em dorso de ratos, através de um estudo
comparativo com os medicamentos de acgdo cicatrizante convencionais e sua atividade

antimicrobiana da espécie vegetal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizacdo de um estudo “in vivo” da eficicia do extrato bruto hidroalcélico
pilular de Ocimum Campechiano Mill no reparo cicatricial em ferimento com perda de
substancia tecidual no qual foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus Novergicus)

para visualizagdo do processo cicatricial com analise clinica macroscopica.

Comparacdo dos resultados obtidos nos estudos do extrato com a substancia
padrdo (indometacina) e soro fisioldgico (controle) sendo realizados através de estudos
clinicos do desenvolvimento cicatricial em prazos de analise dos subgrupos de animais

em 03, 07 e 14 dias.

Observacdo de um estudo comparativo dos resultados macroscopicos, a eficacia

das vias de administracdo utilizadas para o extrato, vias topica e oral, nos estudos “in

vVivo”.
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Realizacdo de testes ““in vitro” de antibiograma para um ensaio da eficacia do

extrato no combate de varios microorganismos.

43



%mgwl

Atividade cicatrizante de ferida por segunda inten¢do em

dorso de ratos do extrato Ocimum campechianum Mill
(Lamiaceae):Via oral.
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Atividade cicatrizante de ferida por segunda intencdo em

dorso de ratos do extrato Ocimum campechianum Mill
(Lamiaceae):
Via oral.

Activity cicatrizante of wounds by second intention in dorsum

of mice of the extract Ocimum campechianum Mill (Lamiaceae):
Way oral.

José Justino da SILVA JUNIOR?, Jane Sheila HIGINO?, Ivone Anténia de SOUZA®

RESUMO

Ocimum campechianum Mill. é uma espécie vegetal que apresenta como
caracteristica fitoquimica a presenca de 6leos essenciais, 0s quais tém uma sensivel a¢éo
farmacoldgica de carater antifungico e antibacteriano. Nos processos de cicatrizacdo
pos-cirargica, um dos maiores desafios para um pds-operatorio confortavel e curto do
paciente € o combate & infeccdo no leito cirdrgico. O extrato do Ocimum campechianum
Mill. foi avaliado em cicatrizacdo de feridas cirlrgicas realizadas em dorso de ratos
wistar fémeas (pesando 250 a 350g), administrado por via oral, no intuito de investigar
sua atividade cicatrizante em feridas em dorso de ratos (“in vivo”). Os resultados
clinicos macroscépicos foram observados apds o periodo de 03, 07 e 14 dias através de
caracteristicas como halo hiperémico, crostas, fundo sangrante, infeccdo e bordas
necroticas. Este ensaio comprovou uma maior agdo com agente cicatrizante do reparo
tecidual quando comparados ao do grupo padrdo positivo (indometacina 2,5mg/Kg) e o

controle (soro fisiologico 0,9%) com dose terapéutica de 100mg.

! Cirurgido-dentista e mestrando em Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, ? Profé Adjunta do Departamento

de Farmécia da UFPE, 3 Prof Adjunta do Departamento de Antibiéticos da UFPE

Palavras chave: Atividade cicatrizante, Ocimum campechianum Mill, extrato bruto.
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ABSTRACT

Ocimum campechianum Mill. it is a vegetal species that presents as
characteristic fitoquimica the essential oil presence, which have a sensible
pharmacologic action of antifungus and antibacterial character. In the processes of
after-surgical cicatrization, one of the biggest challenges for postoperative comfortable
and a short one of the patient is the combat of the infection of the surgical stream bed.
The extract of the Ocimum campechianum Mill. it will be evaluated in cicatrization of
surgical wounds carried through in back of rats to wistar female (weighing 250 350g),
managed for saw verbal, in intention to investigate its cicatrizante activity in wounds in
back of rats(“in alive”). The macroscopic clinical results had been observed the period
of 03 after, 07 and 14 days through characteristics as hiperémico halo, crust, deep gory,
necroticas infection and edges. Where this assay proved a bigger action as cicatrizante
agent of the tecidual repain when compared with the one of the group positive standard
(indometacina 2,5mg/Kg) and the control (physiological serum 0.9%) with therapeutical

dose of 100mg/Kg.

Words key: Cicatrizante activity, Ocimum campechianum Mill, rude extract.
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INTRODUCAO

A capacidade de auto-regeneragdo é um fendmeno universal nos organismos
vivos. Nos organismos superiores, o0 reparo do tecido pode ocorrer de duas formas:
regeneragdo com a reposicdo de atividade funcional ou cicatrizacdo com
restabelecimento da homeostasia do tecido com perda da atividade funcional pela

formacéo de cicatriz fibrética (BALBINO et al, 2005).

O processo de restauracdo da integridade tecidual ou cicatrizagdo tem sido
dividido em trés estagios basicos: inflamatorio, fibroblastica e remodelador
(PETERSON et al, 1998). Esta forma de defesa, que se integra a hemostasia do
individuo, envolve um somatorio de fatores atuantes e pode ser desencadeada por varias

formas de trauma, inclusive o cirdrgico (GREGORI, 1996).

Toda ferida infectada é de dificil cicatrizacdo e demorada, sendo necessarios
cuidados locais (uma ativa terapéutica antiinfecciosa local), além da administracdo de
medicacdo sistémica adequada. A infeccdo é determinada por trés fatores: viruléncia do
microorganismo presente, seu nimero e maior ou menor resisténcia oferecida pelos

tecidos invadidos (GRAZIANI, 1986).

O género Ocimum esta formado por aproximadamente 30 espécies originarias da
africa. Sua area de distribuicdo envolve os tropicos e subtrépicos tanto do novo como do
velho mundo.(ALBUQUERQUE & ANDRADE, 1998). Considerado como 0 mais
importante entre as plantas herbaceas pela sua utilizacdo em diversas areas (KHOSLA,
1980).0 género Ocimum tem sido durante muito tempo reconhecido como uma rica e

diversificada fonte de 6leos essenciais, 0s quais sdo extraidos por destilacdo a vapor das
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folhas e utilizados em rituais tradicionais e medicinais (SIMON, QUINN & MURRAY,
1990).0 Ocimum é um género que também exibe um acentuado polimorfismo na folha e

habito (ALBUQUERQUE, 1997).

Desenvolveram-se neste estudo ensaios pré-clinicos de atividade cicatrizante do
extrato bruto hidroalcodlico pilular de Ocimum campechianum Mill. em ferimento de
queimaduras por eletroproducdo em ratos Wistar (Rattus Novergicus) através de uma

avaliacdo macroscopica dos aspectos clinicos macroscopicos.

REVISAO DE LITERATURA

A familia Lamiaceae é também rica em muitos tipos de flavondides, os quais
tem sido freqlentemente usados como propdsito quimiotaxonémicos, sendo estes
compostos encontrados nas superficies das folhas, ramos e inflorescéncias de plantas e

armazenados em granulos especiais (VIEIRA et al, 2002).

De acordo com os resultados obtidos no estudo farmacoquimico do extrato bruto
de Ocimum campechianum Mill. foi observada a presenca de eugenol, triterpenos e
esterdides, polifendis (fenilpropanoglicosidios e flavondides) e acucares redutores.
Iridéides, alcaldides, cumarinas, derivados cindmicos, proantocianidinas,
leucoantocianidinas, taninos galicos e sapominas ndo se mostraram presentes Nnos

cromatogramas obtidos (SOUSA, 2004).

A partir de uma perspectiva histdérica, a producdo de medicamentos e o

tratamento farmacoldgico de doengas comegaram com o0 uso de plantas medicinais. Em
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1800, quando a medicina entrou na era cientifica, a medicina tradicional que se utilizava
das plantas medicinais era considerada como base inquestionavel para todos os livros-

texto classicos de farmacologia (SCHULZ, HANSEL E TYLER, 2002).

Nos ensaios de atividade antiinflamatdria em animais tratados com indometacina
e com o extrato de Ocimum campechianum Mill. por via oral , apresentaram diminuicéo
do volume dos edemas induzidos na regido subplantar da pata esquerda posterior
(edema de pata), quando comparados com 0s animais controle, sendo significativa num

periodo de 04 horas ap6s a administracdo do extrato (SOUZA,2004).

Através da realizacdo de ensaios in vitro, foi constatada a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais obtidos das folhas de Ocimum campechianum Mill
contra B. subitilis, S. aureus, M. luteus, E. coli, S. marcescens e A. oryzae

(CARVALHO et al, 1999)

Os testes para avaliacdo da toxicidade aguda do extrato de Ocimum
campechianum Mill foram realizados através da observacao de efeitos gerais sugestivos
de acdo sobre o sistema nervoso central e periférico, a partir dos quais foi determinada a

DLso que resultou em 1017,40 mg/Kg de peso do animal.(SOUSA et al, 2004).

A cicatrizagdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de

eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacdo e a

reconstituicdo do tecido (MANDELBAUM et al, 2003).
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Os eventos iniciais do processo de reparo foram verificados nos primeiros
momentos, voltados para o tamponamento dos vasos sanguineos e quase que

concomitante com o estimulo lesivo ocorre a degranulacdo de mastécitos e as descargas

adrenérgicas devido a influéncia nervosa (BALBINO et al, 2005).

Figura 01 —Aspecto botanico da espécie vegetal Ocimum campechianum Mill.(disponivel na tese de

SOUSA, 2004).

Os achados clinicos da fase ndo-proliferativa ou inflamatéria decorrente da lesdo
tecidual do ponto de vista macroscopico sao de extrema relevancia e torna-se muito Util
saber que os sinais e sintomas da inflamagéo - os sinais de Celsius - tendem a reduzir
passadas as primeiras 48 horas do pds-trauma. A exacerbacdo desta sintomatologia por
um periodo maior de 24 horas, em um paciente normorreativo, ndo deve ser interpretada
como sendo decorrente do trauma, impondo que se considere a possibilidade de acéo
sobre a ferida cirdrgica de outro tipo de trauma, como reacdo a corpos estranhos

(infeccdo) Nos aspectos macroscopicos da fase proliferativa o tecido de granulacdo
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normal tem aspecto macroscopico modulado (que lembra uma amora, 0 morango) é

flacido, friavel, ndo exudativo, continuo e intensamente hiperémico (GREGORI, 1996).

As cicatrizes continuam remodelando-se com o passar dos meses e anos,
sofrendo alteracGes progressivas em seu volume e forma. Essa remodelacdo ocorre
através da degradacdo do colageno que é mediada pela enzima colagenase (PIRES &

VIEIRA STARLING, 2001).

Existe uma variedade de fatores que contribuem para o desenvolvimento da
infeccdo nos pacientes queimados. Entre eles, os cuidados e procedimentos realizados
nas lesBes, os fatores de risco associados a infeccdo, os agentes infecciosos tipicos, as
exotoxinas associadas, problemas com a resisténcia aos antibi6ticos e as amostras para

analise (GRAGNANI et al, 2005).

As principais bactérias causadoras de septise em pacientes queimados foram os
Staphilococcus s.p. (62,2%) Acneto bacter s.p. (12,3%), Pseudomonas Aeroginosas
(10,5%) e Enterobacter cloacal (7,6%). Em 62 episodios de septise pesquisados com
isolamento e Staphylococcus aureus houve analise de resisténcia dos antimicrobianos

em 37,1% a oxacilina e de todos a vancomicina (MACEDO et al, 2005).

Extratos metandlicos e aquosos das folhas de Ocimum campechianum Mill
foram ativos contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas e Salmonella
typhi em concentragdes superiores a 2mg/ml e contra as formas tripomastigotas de

Tripanozama cruzi, a 500 ppm (NAVARO et al, 2003).
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MATERIAIS E METODOS

Amostras da folha do Ocimum campechianum Mill. foram coletadas em
novembro de 2005, no campus da UFPE. O material botanico foi espalhado ao ar livre,
armazenado no Departamento de Antibiotico e mantido em local arejado a temperatura
ambiente (27°C) até sua utilizacdo. ApoOs trituracdo, a extracdo foi realizada pelo
processo de maceracdo por 15 dias, em seguida foi efetuada a filtracdo e desprezando o

marco e concentrando o filtrado até a obtencéo do extrato pilular.

Para realizacdo do protocolo experimental foram selecionados ratos fémeas, com
idade de 2-3 meses e peso entre 180g a 250g que foram mantidos antes e durante o
periodo experimental em gaiolas plasticas (polipropileno), forradas com maravalha. Os

animais foram divididos em cinco grupos de 15 animais:

GRUPO I — animais tratados com soro fisioldgico a 0,9% durante 05 dias administrado

a cada 24 horas (VIA ORAL)

GRUPO Il - animais tratados indometacina® 2.5mg administrada a cada 24 horas

durante 05 dias (VIA ORAL)

GRUPO III - animais tratados com extrato de Ocimum campechianum MILL. na dose

de 100mg administrado a cada 24 horas durante 05 dias (VIA ORAL)

Os animais foram previamente tratados com solugédo de atropina a uma dose de
0,04 mg por Kg de peso corpéreo do animal por via subcutanea 10 minutos antes do
evento cirdrgico com o0 objetivo de evitar possiveis arritmias atrioventricular
(cardiacas). Posteriormente as cobaias foram anestesiadas com uma dose de 0,2 ml por

Kg de peso corpéreo de uma mistura de 1:1 das solugdes de quetamina e Xxilazina
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administrada por via intramuscular em regido de pata posterior esquerda do animal,

sendo utilizadas para isso agulhas de insulina e seringas de 1,0 ml.

Depois de anestesiados, foram realizadas as tricotomias da regido de dorso
superior de cada animal e em seguida colocados em decubito dorsal sobre uma mesa
operatdria, cobertos com um campo cirdrgico estéril e realizada a antissepsia com alcool

iodado a 0,3 %.

Posteriormente foram realizadas as cauterizagdes (queimaduras) com utilizagéo
da ponta esférica de um bisturi elétrico, o qual proporcionou um dano tecidual cutaneo
(queimadura de 3° grau) de 0,3cm de didametro e uma profundidade que atingiu os
tecidos subcutaneos,com preservacdo da fascia muscular desta regido. Posteriormente 0s

animais foram colocados nas gaiolas plasticos devidamente identificados.

O extrato pilular (EBP- extrato bruto pilular) , apds devidamente rotaevaporado
foi pesado em balanca analitica na concentracdo de 100mg por kg de peso corpéreo dos
ratos, sendo posteriormente dissolvido em agua destilada e depois de determinada a
dose para cada animal, foram administradas por via oral nos periodos determinados do

pGs-operatorio.

O pd das capsulas de indometacina 50 mg foi devidamente solubilizado em agua
destilada até atingir uma concentracao de 2,5 mg de pd para cada ml de agua. A solucéo
salina administrada aos animais foi soro fisioldgico a 0,9% sendo retirados os devidos
volumes de dosagem sem diluicbes. A posologia adotada para o tratamento foi de

intervalos de 24 horas em cada dosagem por via oral por um periodo de 05 dias com a
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primeira dose apds 24 horas do ato cirurgico. Foi utilizada como medicacdo analgésica

no pds-operatorio dos ratos a dipirona sédica de 500 mg (0,3 ml) via oral.

FIGURA 02 —Fotos da tricotomia do dorso dos animais e utilizagéo do bisturi elétrico para
realizacdo dos ferimentos.

Apos 03, 07 e 14 dias os animais foram sedados e a &rea do procedimento
cirurgico foi fotografada para realizagdo de andlise macroscopica das fases de

cicatrizagéo.

As avaliagOes macroscopicas das feridas foram realizadas em todos os animais,
com os critérios de avaliacdo previamente estabelecidos com os seguintes parametros:
presenca de infeccdo, presenca de halo hiperémico em torno da ferida, formagédo de
crosta cicatricial, presenca de borda necroética, fundo sangrante da ferida e a cicatriz

final.
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RESULTADOS

Os resultados clinicos demonstraram uma eficacia no auxilio do processo de
cicatrizacdo do extrato Ocimum campechianum Mill. quando comparando com as
caracteristicas macroscopicas da acdo da indometacina e do controle (soro fisiologico
0,9%)

Os critérios utilizados para avaliagdo macroscépica se caracterizaram pela
presenca de infeccdo, halo hiperémico peri-lesional, bordas necrdticas, fundo da ferida e
cicatriz final.

Resultados:

Macroscopicamente, nenhum dos grupos apresentou infeccdo da ferida.

VARIAVEIS 03 DIAS 07 DIAS 14 DIAS
Infeccao Ausente Ausente Ausente
Halo hiperémico N=5 Ausente Ausente
Bordas necroticas N=5 N=5 Ausente
Crostra Ausente Ausente Presente N=1
Fundo sangrante n=5 N=5 N=5
Cicatriz final Ausente Ausente Ausente

Quadro 01- Avaliacdo macroscopica dos ferimentos em dorso de ratos tratados com
soro fisioldgico 0,9% por via oral.

No grupo | (soro fisioldgico 0,9%), as feridas dos animais apresentaram-se no,
3° dia, circundadas por evidente halo hiperémico nas cinco amostras e com bordas
necroticas. O fundo de todas as feridas do grupo apresentou aspecto sangrante. (Fig.
03). No 7° dia, muito embora observada uma regressdo do tamanho da ulceracdo e
auséncia do halo hiperémico em todas as feridas, a borda das mesmas permaneceram de

aspecto necrético e fundo sangrante (Fig. 03). Nao foi observada macroscopicamente
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formagdo de crostas em nenhuma amostra. No 14° dia, as feridas apresentaram
clinicamente melhor evolucéo cicatricial e em uma das cinco amostras ja havia presenca
de crosta. Com auséncia de borda necrdtica, mas com os fundos das feridas ainda

sangrantes, em nenhuma das amostras observou-se formacao de cicatriz final (Fig. 03).

VARIAVEIS 03 DIAS 07 DIAS 14 DIAS
Infeccéo Ausente Ausente Ausente
Halo hiperémico N=5 Ausente Ausente
Bordas necroticas N=5 N=5 Ausente
Crosta Ausente N=2 N=4
Fundo sangrante N=5 N=5 N=4
Cicatriz final Ausente Ausente N=1

Quadro 02- Avaliacdo macroscépica dos ferimentos em dorso de ratos tratados com
indometacina ® 2,5 mg via oral.

O grupo Il (Indometacina® 2.5mg), no 3°lia observou-se acentuado halo
hiperémico em torno das feridas. Ndo houve formagéo de crosta sobre a lesdo em
nenhum dos espécimes, entretanto foram verificadas bordas necroticas com fundo
sangrante (Fig. 04). No 7°dia, ndo se evidenciou halo hiperémico em nenhuma das
amostras com formacéo de crosta em duas das amostras (Fig. 04). No 14° dia as feridas
do Grupo II (Indometacina®2.5mg) estavam o aspecto cicatricial com auséncia de sinais
clinicos de inflamac&o, discreta cicatriz na area operada e em apenas uma das amostras
observou-se cicatriz final no 14° dia (Fig. 04).

O grupo 1l (Ocimum campechianum MILL.), no 3° dia observou-se discreto
halo hiperémico em torno das feridas do grupo. Houve inicio de formacdo de crosta

sobre a lesdo em dois dos espécimes; 0s outros trés ainda apresentavam borda necrotica
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VARIAVEIS 03 DIAS 07 DIAS 14 DIAS
Infeccao Ausente Ausente Ausente
Halo hiperémico N=5 Ausente Ausente
Bordas necroticas N=2 Ausente Ausente
Crostra N=2 N=5 N=1
Fundo sangrante N=3 Ausente Ausente
Cicatriz final Ausente Ausente N=4

Quadro 03- Avaliacdo macroscopica dos ferimentos em dorso de ratos tratados com
extrato de Ocimum Campechianum MILL. na dose de 100 mg por via oral.

e com fundo sangrante. (Fig. 05). No 7°. dia, ndo se evidenciou halo hiperémico em
nenhuma das amostras. Observou-se um estado cicatricial bem mais avancado com
formacdo de crosta em todas as amostras (Fig. 05). No 14° dia, as feridas do Grupo Il
(Ocimum campechianum MILL.) estavam com excelente aspecto cicatricial, auséncia
de sinais clinicos de inflamacdo e com discreta cicatriz na area operada, além de

discreta, porém evidente, neoformacéo de pélos em regido tricotomizada (Fig. 05).

Assim, o grupo que clinicamente apresentou resultado superior no que se refere
ao aspecto clinico da inflamacéo foi o grupo Il (Ocimum campechianum MILL.) pela
auséncia de halo hiperémico e a cicatrizacdo pela formacdo precoce de crosta e pelo
aspecto final das cicatrizes das feridas. O processo inflamatorio ficou mais evidente nos
animais que foram tratados no padrdo (indometacina®) e controle soro fisioldgico,
assim como o aspecto macroscopico das escaras apos 07 dias para 0 extrato assumiu
conformidade mais firme e definida. Aos 14 dias formaram-se nos animais tratados com
0 extrato, cicatrizes mais bem definidas e uma neoformacdo de pelos da regido

tricotomizada mais evidente.
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FIGURA 03 - Comparacao dos aspectos macroscopicos da cicatrizacdo de queimadura em dorso de
ratos tratados com soro fisioldgico 0,9 % por 03, 07 dias e 14 dias.

FIGURA 04 — Comparacao dos aspectos macroscopicos da cicatrizacao de queimadura em dorso de
ratos tratados com indometacina® 03, 07 dias e 14 dias.

B

Figura 05 — Comparacdo dos aspectos macroscopico em cicatrizagao (queimadura) em dorso de
ratos com 03, 07 e 14 dias com administracéo do extrato de ocimum campechiamum MILL.
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DISCURSSAO

Somos concordes com SCHULZ, HANSEL E TYLER (2002) que define as
origens do tratamento farmacoldgico das enfermidades com uso de plantas medicinais, 0
que ratifica a justificativa do estudo realizado a partir da espécie Ocimum
campechianum MILL, a qual no Brasil, conforme ALMEIDA E ALBUQUERQUE

(2002) é largamente utilizada no combate a gripes, febres e disturbios gastricos.

A cicatrizacdo € definida por MANDELBAUM et al (2003) como eventos
celulares e moleculares resultando em reconstituicdo do tecido lesado que ainda de
acordo com BALBINO et al (2005) é iniciado por eventos coagulativos e de
tamponamento dos vasos sanguineos com agdo nervosa. Porém em queimaduras, ocorre
a formacdo de tecido ou area necrotica, observada nos animais desta pesquisa que
determinam, concordando com Gragnani et al (2005),através de efeitos com a
resisténcia do microorganismos aos agentes antimicrobianos, as infec¢es hospitalares

que resultam muitas vezes em septicemia e morte dos enfermos queimados.

E notavel que queimaduras em pele tornam-se excelente meio de cultura para
microorganismos como o0s Staphylococcus aureus como afirma Macedo (2005) e que os
cuidados e a resisténcia aos antibioticos sdo fatores ja descritos e confirmados em
estudos com influentes no perfeito desenvolvimento da cicatrizagdo destas lesdes de

acordo com Gragnani et al (2005).

Os resultados desta pesquisa confirmaram com os dados de Navaro et al (2003)

que descreve o extrato do Ocimum campechianum Mill e foram ativos contra
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Staphylococcus aureus, o que auxiliou no desenvolvimento de processos cicatriciais

livre de infeccdes.

N&o foi necessario realizar o ensaio da toxicidade do extrato por ja ter sido
realizado previamente a determinacéo da DLsp que foi de 1017,40 mg por SOUZA et al

(2004) e a dose terapéutica de 100mg/Kgda peso corporeo.

Os achados clinicos da fase inflamatdria ratificaram os estudos de GREGORI
(1986). Foram relevantes na avaliagdo macroscopica desta pesquisa principalmente
referente ao halo hiperémico que se resume em um dos sinais de Celsius do processo
inflamatorio mais evidenciado no grupo experimental dos animais tratados com

indometacina®2.5mg .

De acordo com os achados macroscopicos destacados por Gregori (1986), nos
amimais o tecido de granulacdo se formou com uma area necroética e halo hiperémico
mais evidenciados nos grupos tratados com soro fisiolégico e indometacina® 2.5mg aos
07 dias com substituicdo por uma crosta que ocorre mais precocemente Nnos grupos

submetidos ao tratados com o extrato de Ocimum campechianum Mill por via oral.

Ratificando o descrito por PIRES & VIEIRA STARLING, 2001 as cicatrizes
vao se formando ao longo de semanas. Porém notou-se neste estudo que 0s animais que
apresentaram em maior nimero cicatrizes finais ap6s 14 dias de estudo foram tratados

com o extrato vegetal.
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CONCLUSAO

Concluimos atraves deste estudo realizado in vivo realizado que o extrato hidro-
alcoolico de Ocimum campechianum MILL na dose de 100mg administrado em ratos
albinos Wistar (Rattus Novergicus), atuou com agente cicatrizante significativamente
nos aspectos clinicos macroscopicos 0 processo cicatricial por segunda intencdo de
feridas provocadas por eletro-producdo no dorso dos animais quando comparados com o

padréo positivo (indometacina® 2.5mg ) e o grupo controle (soro fisiolégico 0,9%).
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Atividade cicatrizante de ferida por segunda intencdo em

dorso de ratos do extrato Ocimum campechianum Mill
(Lamiaceae):Uso dermatoldgico
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Atividade cicatrizante de ferida por segunda intencdo em

dorso de ratos do extrato Ocimum campechianum Mill
(Lamiaceae):
Uso dermatolégico

Activity cicatrization of wounds by second intention in
dorsum of mice of the extract Ocimum campechianum Mill

(Lamiaceae):
Dermatology use.

José Justino da SILVA JUNIOR !, Jane Sheila HIGINO 2 |Elizabeth Arruda Carneiro
PONZI 3, Ivone Antonia de SOUZA *

RESUMO

O Ocimum campechianum Mill. é espécie da familia Lamiaceae que apresenta
nas suas folhas uma concentracdo significativa de 6leos essenciais com caracteristicas
bactericidas. Visando o uso do extrato desta planta no processo de cicatrizacdo em
gueimaduras nos processos infecciosos, foi desenvolvido um produto em forma de
creme pomada do extrato para uso topico. Os testes foram realizado “in vivo” em dorso
de ratos wistar machos (pesado 250 a 350g) através da confec¢do queimadura com
bisturi elétrico e administracdo via tdpica, no intuito de investigar sua atividade
cicatrizante em feridas. Os resultados clinicos foram analisados de acordo com critérios
macroscopicos de cicatrizacdo, incluindo inspecdo de infeccdo, bordas necrdticas e
cicatriz final, e comprovou-se a superior acao cicatrizante do fitoterapico uma dose
terapéutica de 100mg quando comparados ao do grupo padrdo (Fibrase com

cloranfenicol®) e o controle (soro fisioldgico).

! Cirurgido-dentista e mestrando em Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, ? Profé Adjunta do Departamento
de Farmécia da UFPE, ® Prof® Assistente do Departamento de Prétese e Cirurgia Buco-Maxilo-Facial da

UFPE,* Profé Adjunta do Departamento de Antibi6ticos da UFPE

Palavras chaves: Pomada dermatoldgica, Ocimum campechianum Mill e cicatrizagdo.
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ABSTRACT

The Ocimum campechianum Mill. it is species of the Lamiaceae family who
presents in its leaves a significant essential oil concentration with bactericidal
characteristics. Aiming at the use of the extract of this plant in the process of
cicatrization in burnings in the infectious processes, a product in pomade form of cream
of the extract for topical use was developed. The tests had been carried through “in
alive” in back of rats to wistar male (heavy 250 350g) through the confection burning
with electric bistoury and administration saw topic, in intention to investigate its
cicatrizante activity in wounds. The clinical results had been analyzed in accordance
with macroscopic criteria of cicatrization, including necréticas inspection of infection,
edges and final scar, and proved it superior cicatrizante action of the fitoterapico a
therapeutical dose of 100mg/Kg when compared with the one of the group standard

(fibrase with cloranfenicol®) and the control (physiological serum).

Words keys: Dermatological Pomade, Ocimum campechianum Mill end cicatrization
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), 80% da populacéo dos
paises em desenvolvimento utilizam-se da medicina popular na atencdo priméaria a
salde, ou seja, dependem quase exclusivamente da medicina tradicional tendo as

plantas como principais componentes (CANTER et al, 2005; ELOFF, 1997)

A familia Laminaceae € constituida por 220 géneros e aproximadamente
4000especies (HEDGER, 1992) e assume grande importancia econdmica, pois 40% dos
géneros que a constituem sdo compostos por plantas com propriedades aromaticas

(LAWRENCE, 1992).

Vaérias espécies de Ocimum apresentam na composicdo 0leos essenciais, sendo
as mesmas, substancias biologicamente ativas de carater fungicida (REUVENI et al,

1984) e bactericida (NTERZURUBANZA et al, 1984).

O screening fitoquimico do Ocimum campechianum Mill realizado no extrato
permitiu detectar a presenca de polifendis (fenilpropanoglicosidios e flavonoides),
terpendides (principalmente monoterpenos como o eugenol), acUcares redutores e
acidos ursolico. Com base nos resultados das analises cromatograficas dos extratos:
benzénico e metandlico das folhas de Ocimum campechianum Mill, a presenca de
eugenol confirma o que esta escrito na literatura quanto a composicdo dos 6leos

essenciais extraidos desse género (SOUSA et al, 2005).

Nos ensaios de atividade antiinflamatdéria nos animais tratados com

indometacina e com o extrato de Ocimum campechianum Mill., por via oral |,
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apresentaram diminuicdo do volume dos edemas induzidos na regido subplantar da pata
esquerda posterior(edema de pata), quando comparados com o0s animais controle,sendo

significativa num periodo de 04 horas ap6s a administracdo do extrato. (SOUSA, 2004).

Figura 01 —Aspecto botanico da espécie vegetal Ocimum campechianum Mill.(disponivel na tese de

SOUSA, 2004).

Desenvolveu-se uma forma farmacéutica de pomada-creme de uso
dermatolégico a partir do extrato hidroalcodlico pilular do Ocimum campechianum
Mill. para ensaios ““in vivo” em ferimentos (queimadura) no dorso de ratos Wistar
(Rattus Novergicus) sendo os resultados da acdo cicatrizante avaliados através da
inspecao dos aspectos clinicos macroscépico com intervalos de tempo de 03, 07 e 14
dias, realizando-se posteriormente uma comparagdo com o0s grupos padrdo (Fibrase com

cloranfenicol® e controle (soro fisiologico 0,9%)
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REVISAO DE LITERATURA

A prética de friccionar 6leos essenciais e rubefacientes na pele para aliviar a dor
tem raizes profundas na medicina popular. As evidéncias empiricas disponiveis
sugeriram que esses remédios tinham um mecanismo de acdo similar, isto é, aliviavam a
dor contra irritacdo de areas da pele associadas a 6rgdos (zonas principais) por meio de

neurdnios espinhais correspondentes (SCHULZ, HANSEL E TYLER, 2002).

O género Ocimum tem sido durante muito tempo reconhecido como uma rica e
diversificada fonte de Gleos essenciais, 0s quais sdo extraidos por hidrodestilacdo das
folhas e utilizados em rituais tradicionais e medicinais (SIMON, QUINN & MURRAY,

1990).

Através da realizacdo de ensaios in vitro, foi constatada a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais obtidos das folhas de Ocimum campechianum Mill
contra B. subitilis, S. aureus, M. luteus, E. coli, S. marcescens e A. oryzae

(CARVALHO et al, 1999)

A curva dose-resposta, construida a partir dos resultados provenientes dos testes
de toxicidade aguda do extrato hidro-alcodlico de Ocimum campechianum Mill
mostrou que as doses acima de 2687,4 mg/Kg foram capazes de matar 100% dos

animais (SOUSA, 2004).

Apds um ferimento, inicia-se a seqliéncia de eventos bioldgicos, dinamicos e
complexos que visam promover o reparo da lesdo que caracterizam a cicatrizacdo. Ela é

formada por trés fases evolutivas superpostas: fase inicial ou inflamatéria, fase
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proliferativa ou de fibroplasia e fase de remodelacéo ou maturacdo (BRANCO NETO et

al, 2006).

Os achados clinicos da fase nao-proliferativa ou inflamatoria sdo decorrentes da
lesdo tecidual do ponto de vista macroscépico clinico, portanto, torna-se muito util saber
que os sinais e sintomas da inflamacao - os sinais de Celsius - tendem a reduzir passadas
as primeiras 48 horas do pés-trauma. A exacerbacdo desta sintomatologia por um
periodo maior de 24 horas, em um paciente normorreativo, ndo deve ser interpretada
como sendo decorrente do trauma, impondo que se considere a possibilidade de acéo
sobre a ferida cirdrgica de outro tipo de trauma, como reacdo a corpos estranhos

(infeccdo) (GREGORI, 1996).

A inflamagdo depende, além de inimeros mediadores quimicos, das células
inflamatorias, como os leucécitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfécitos.
(MANDELBAUM et al, 2003).A neoangiogénese é uma das caracteristicas histoldgicas
mais importantes do tecido de granulagdo no processo de cicatrizagdo de pele

(BIONDO-SIMOES et al., 2006).

A formacdo do tecido de granulacdo depende do fibroblasto, célula critica na
formacdo da matriz. Longe de ser apenas produtor de colageno, o fibroblasto produz
elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, estas responsaveis pelo

debridamento e remodelamento fisioldgicos (MANDELBAUM et al, 2003).

As cicatrizes continuam remodelando-se com 0 passar dos meses e anos,

sofrendo alteragdes progressivas em seu volume e forma. Essa remodelagdo ocorre
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através da degradacdo do colageno, que € mediada pela enzima colagenase (PIRES &

VIEIRA STARLING, 2001).

Toda ferida infectada é de dificil cicatrizacdo e demorada, sendo necessarios
cuidados locais (uma ativa terapéutica antiinfecciosa local), além da administracdo de
medicacdo sistémica adequada. A infeccdo é determinada por trés fatores: a viruléncia
do microorganismo presente, seu nimero, e maior ou menor resisténcia oferecida pelos

tecidos invadidos (GRAZIANI, 1986).

Os tecidos queimados é um excelente meio de cultura para o crescimento de uma
ampla variedade de bactérias devido a disponibilidade de nutrientes, ao ambiente imido
e a temperatura. A septicemia originada da lesdo é ainda a causa principal de
mortalidade e morbidade em pacientes queimados. Conseqlientemente é extremamente

necessario diagndstico e controle da infeccdo (GRATGNANI et al, 2005).

O 6leo essencial ocimum ssp é também ativo contra varias espécies de bactérias
(Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Shigella, Salmonela
e Proteus) e fungos (Trichophiton rubum, T. mentagrophytes, Cryptococcus

neoformans, Penicillium islandi cum e Candida albicans) (MBATA & SAIKIA, 2005).

O screening fitoquimico do Ocimum campechianum Mill realizado no extrato,
permitiu detectar a presenca de polifendis (fenilpropanoglicosidios e flavondides),
terpendides (principalmente monoterpenos como o eugenol), aglcares redutores e
acidos ursolico. Com base nos resultados das analises cromatograficas dos extratos:

benzénico e metandlico das folhas de Ocimum campechianum Mill, a presenca de
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eugenol confirma o que estd escrito na literatura quanto a composicdo dos O6leos

essenciais extraidos desse género (SOUSA et al, 2004).

Os testes para avaliacdo da toxicidade aguda do extrato de Ocimum
campechianum Mill foram realizados através da observacédo de efeitos gerais sugestivos
de acdo sobre o sistema nervoso central e periférico, a partir dos quais foi determinada a

DLso que resultou em 1017,40 mg/Kg de peso do animal (SOUSA et al, 2004).

MATRIAIS E METODOS
Técnica de preparatéria da pomada-creme dermatologica a base de extrato de

Ocimum campechianum MILL (100mg)

Algumas formulagdes para o desenvolvimento técnico da pomada-creme do
extrato de Ocimum Campechianum Mill. foram testadas, escolhendo as melhores
preparacOes. Destas, apresentamos na tabela 01 as dez melhores atingidas. Variamos a
quantidade de emulgente, do espessante e da fase dispersante e a formulacdo piloto

escolhida foi a 07 (TABELA 01).

A extracdo foi realizada utilizando folhas secas de Ocimum campechianum
Mill., que posteriormente foram trituradas e feita a afericdo de peso, sendo as mesmas
submetidas ao processo de maceracdo (composicdo do solvente de 80% de alcool
absoluto e 20% de agua destilada), por tempo de 15 dias, sendo 0 macerado, em seguida
a esta fase, filtrado e evaporado.O extrato obtido foi o extrato bruto de hidroetandlico

(80%) pilular das folhas — EBP.
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FORMULAGCOES. Piloto Piloto Piloto Piloto Piloto Piloto Piloto Piloto Piloto Piloto

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CONSTITUINTES
Acido esteéarico 50% 50% 50% 50% 50% 50% 40% 50% 5,0% 5,0%
Trietonolamina 30% 30% 30% 30% 30% 30% 24% 30% 24% 2,4%
Glicerina 30% 30% 20% 26% 25% 24% 24% 24% 26% 2,4%

Alcool cetoestearilico 50% 45% 40% 40% 40% 40% 40% 4,0% 4,0% 4,0%

Extrato vegetal 20% 20% 20% 20% 20% 20% 20% 20% 20% 2,0%

Agua dest. g.s.p. 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%

Tabela 01- variacdo das formulacfes centesimais de pomada-creme dermatoldgica a base do

extrato bruto pilular de Ocimum campechianum Mill.

Em um béquer de 100ml aqueceu-se o0s constituintes lipossolUveis (fase
lipofilica) a 70 °. Em outro béquer, aqueceram-se 0s constituintes hidrossollveis (fase
hidrofilica) a 70°C. Em um gral de porcelana colocou-se a fase lipofilica, também
chamada fase dispersa, adicionando-se lentamente a fase hidrofilica, também chamada

de fase dispersante promovendo-se a homogeneizagéo.

Figura 02- Aspecto da pomada creme desenvolvidas a partir do extrato de Ocimum
campechianum Mill.. Aplicacdo sobre os ferimentos pos-bisturi elétrico da pomada creme

do Ocimum campechianum Mill. e aplicacdo da pomada fibrase com cloranfenicol® .

73



Apos resfriamento a temperatura ambiente,obteve-se a consisténcia do creme
(brilhante e firme) neste momento foi feita a incorporacdo do extrato bruto pilular do
Ocimum Campechianum Mill., homogeneizando até a consisténcia final dentro das

especificaces farmacopéicas (viscosidade, pH, etc).

Estudo “in vivo”

Foram utilizados neste estudo de cicatrizacdo ““in vivo”, ratos Wistar (Ratus
norvegicus) fémeas adultas, com idade de 2-3 meses e peso entre 180g a 250g, 0s quais
foram mantidos durante o periodo experimental em gaiolas plasticas (polipropileno),
forradas com maravalha e trocadas a cada dois dias.

Os animais foram divididos em trés grupos:

GRUPO I — Animais tratados dermatologicamente com soro fisiologico a 0,9% a cada

24 horas durante 05 dias.

GRUPO 11 — Animais tratados dermatologicamente com pomada-creme EXTRATO de
Ocimum campechianum MILL. na dose de 100mg de peso corpdreo do animal a cada

24 horas durante 05 dias.

GRUPO 11l - Os animais tratados dermatologicamente com pomada fibrase com

cloranfenicol® a cada 24 horas durante 05 dias.

Os animais foram previamente tratados com solugédo de atropina a uma dose de
0,04 mg por Kg de peso corpéreo do animal por via subcutdnea 10 minutos antes do
evento cirdrgico com o objetivo de evitar possiveis arritmias atrioventricular
(cardiacas). Posteriormente as cobaias foram anestesiadas com uma dose de 0,2 ml por

Kg de peso corporeo de uma mistura de 1:1 das solugdes de quetamina e Xxilazina,
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administrada por via intramuscular em regido de pata posterior esquerda do animal,

sendo utilizado para isso agulhas de insulina e seringas de 1,0 ml.

As remocdes dos pelos da regido de dorso superior de cada animal foi realizada.
Os animais foram postos em decubito dorsal sobre uma mesa operatéria e cobertos com

um campo cirdrgico estéril, sendo realizada a antissepsia com &lcool iodado a 0,3 %.

Posteriormente foram realizadas as cauterizagdes (queimadura) utilizando-se
para este fim, a ponta esférica de um bisturi elétrico, o qual proporcionou um dano
tecidual cutéaneo (queimadura de 3° grau) de 0,3cm de diametro e uma profundidade que
atingiu os tecidos subcutaneos, porém preservando a fascia muscular desta regido. Os
animais foram colocados em gaiolas plasticos devidamente identificados até a data de

analise dos aspectos clinicos.

FIGURA 03 —Fotos da tricotomia do dorso dos animais e utilizacdo do bisturi elétrico para

realizacdo dos ferimentos.

A aplicacdo da pomada nos grupos foi realizada com porcdo satisfatéria da
mesma sobre o ferimento no pds-operatério do animal, sendo a mesma aplicada

imediatamente apds o ferimento e posteriormente a posologia adotada para o tratamento
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por via topica. Tais aplicagdes foram realizadas a cada intervalos de 24 horas durante
um periodo de 05 dias a partir do ato cirargico. Também foi utilizada como medicacéo
analgesica no pos-operatdrio dos ratos nestes grupos a dipirona sédica de 500 mg (0,3

ml) via oral.

Apo6s 03, 07 e 14 dias os animais foram sedados e foram realizadas fotografias

da area cirurgiada para realizacdo de analise macroscopica das fases de cicatrizacao.

As avaliagdes macroscopicas das feridas foram realizadas em todos os animais,
sendo os critérios de avaliagdo previamente estabelecidos nos seguintes padrdes:
presenca de infecgdo, presenca de halo hiperémico em torno da ferida, formagéo de
crosta cicatricial, presenca de borda necrética, fundo sangrante da ferida e a cicatriz

final.

RESULTADOS

Os aspectos clinicos dos ferimentos em suas vérias etapas de sacrificio
englobando as diferentes fases de cicatrizagcdo (03, 07 e 14 dias) revelaram superior
resposta cicatrizante do creme pomada do extrato de Ocimum campechianum Mill
comparado aos observados pelos padrdes utilizados nesta pesquisa. Os critérios
utilizados para avaliacdo macroscopica foram a presenca de infeccdo, halo hiperémico
peri-lesional, bordas necréticas e fundo da ferida e cicatriz final. O resultado da

avaliacéo foi o seguinte:
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VARIAVEIS 03 DIAS 07 DIAS 14 DIAS
Infeccdo Ausente Ausente Ausente
Halo hiperémico N=5 Ausente Ausente
Bordas necroticas n=5 N=5 Ausente
Crostra Ausente Ausente Presente n=1
Fundo sangrante n=5 N=5 N=5
Cicatriz final Ausente Ausente Ausente

Quadro 01- Avaliacdo macroscopica dos ferimentos em dorso de ratos tratados com
soro fisioldgico 0,9% por via oral.

No grupo I (soro fisiolégico 0,9%), as feridas de todo grupo apresentaram-se no,
3° dia, circundadas por evidente halo hiperémico nas cinco amostras e com bordas
necroticas. O fundo de todas as feridas do grupo apresentavam-se sangrantes (Fig. 4).
No 7° dia, muito embora observada uma regressao do tamanho da ulceracgéo e auséncia
do halo hiperémico em todas as feridas, a borda das mesmas permaneciam com aspecto
necrotico e fundo sangrante (Fig. 4). N@o foi observada macroscopicamente formacao
de crostas em nenhuma amostra. No 14° dia, as feridas apresentavam-se clinicamente
com melhor evolucdo cicatricial, em uma das cinco amostras ja havia presenca de
crosta. N&o houve borda necrotica, os fundos das feridas ainda estavam sangrantes e em

nenhuma das amostras observou-se formagé&o de cicatriz final (Fig. 4).

O grupo Il (Fibrase com cloranfenicol®), no 3°ia observou-se em todos 0s
espécimes ndo s6 um relevante halo hiperémico em torno das feridas, como também a
ndo formacdo de crosta por sobre o ferimento e a presenca de bordas necroticas com

fundo sangrante. (Fig. 5).
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VARIAVEIS 03 DIAS 07 DIAS 14 DIAS
Infeccao Ausente Ausente Ausente
Halo hiperémico N=5 Ausente Ausente
Bordas necroticas N=5 N=5 Ausente
Crosta Ausente N=2 N=3
Fundo sangrante N=5 N=5 N=4
Cicatriz final Ausente Ausente N=2

Quadro 02- Avaliacdo macroscopica dos ferimentos em dorso de ratos tratados com
pomada de Fibrase com cloranfenicol ® por via tdpica.

No 7°dia, ndo se evidenciou halo hiperémico em nenhuma das amostras, contudo

a formacdo de crosta foi observada em apenas duas das amostras e em todos as

gueimaduras apresentaram-se com fundo sangrante e bordas necroticas (Fig. 5). No 14°

dia as feridas do Grupo Il estavam com aspecto cicatricial com auséncia de sinais

clinicos de Celsius e com discreta cicatriz em area operada em dois animais, todavia

apresentavam fundo sangrante discreto em 4 dos espécimes, a crosta persistia em trés

amostras (Fig. 5).

VARIAVEIS 03 DIAS 07 DIAS 14 DIAS
Infeccéo Ausente Ausente Ausente
Halo hiperémico N=2 Ausente Ausente
Bordas necroticas N=1 Ausente Ausente
Crostra N=2 N=2 Ausente
Fundo sangrante N=2 Ausente Ausente
Cicatriz final Ausente N=3 N=5

Quadro 03- Avaliacdo macroscopica dos ferimentos em dorso de ratos tratados com
pomada-creme do extrato bruto pilular de Ocimum campechianum MILL. na dose de

100mg.
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No grupo Il (extrato de Ocimum campechianum MILL. na dose de 100mg), as
feridas do primeiro grupo apresentaram-se no 3° dia um relativo halo hiperémico apenas
duas amostras e bordas necrdticas em apenas 01 espécime; além disso, observamos a
formagéo de crostas em dois animais e o fundo das feridas de duas amostras do grupo
apresentavam-se sangrantes (Fig. 6). No 7°dia, foi observada uma grande regressao do
tamanho da ulceragdo e auséncia de halo hiperémico. Em todas as feridas, as bordas das
mesmas ndo se apresentavam de aspecto necrético nem com fundo sangrante (Fig. 6).
Foi observada macroscopicamente a formacdo de crostas em duas das amostras e,
consequentemente, de cicatriz final em trés animais. No 14 dia as feridas apresentavam-
se clinicamente com elevada evolucéo cicatricial e em todas as cinco amostras ja havia

presenca de cicatriz final e completa auséncia de borda necrética com fundos sangrantes

(Fig. 6).

Assim, o0 GRUPO Il (pomada creme do extrato de Ocimum Campechianum
MILL na dose de 100mg) foi o que clinicamente apresentou um melhor resultado no
que se refere ao aspecto macroscopico da inflamacdo das queimaduras através da
auséncia de halo hiperémico na maioria dos espécimes ao 3° dia e uma cicatrizacdo em
fase avangada, pois na maioria dos animais ocorreu a formag&o precoce de crosta e o

desenvolvimento rapido de um aspecto final das cicatrizes das feridas.

DISCURSSAO
concordamos com os autores CORREIA et al (2001) e COWAN (1999) que
atribuem aos produtos naturais desde a antiguidade a base da medicina farmacéutica

moderna, pois podemos comprovar na agdo do extrato de Ocimum campechianum Mill.
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FIGURA 04 — Comparacao dos aspectos macroscopicos da cicatrizacdo de queimadura em dorso de

ratos tratados com soro fisioldgico 0,9 % por 03, 07 dias e 14 dias.

Figura 05 -Comparagdo dos aspectos macroscépico em cicatrizacdo (queimadura) em dorso de
ratos com 03, 07 e 14 dias com administracédo Fibrase com cloranfenicol®

Figura 06 — Comparacéo dos aspectos macroscdpico em cicatrizacdo (queimadura) em dorso de
ratos com 03, 07 e 14 dias com administracdo do extrato de ocimum campechianum MILL na

forma farmacéutica creme-pomada.
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utilizado neste experimento que se demonstrou altamente ativo como cicatrizante de

qgueimadura em pele na forma farmacéutica de pomada creme dermatoldgica.

Os experimentos comprovaram nos achados de SOUSA (2004) que se observou
uma acdo antiinflamatdria satisfatoria do extrato de Ocimum campechianum Mill. , que
em acdo local inibiu os sinais clinicos da inflamac&o local na maioria dos espécimes

analisados.

Ainda conforme SCHULZ, HANSEL E TYLER (2002) a medicina popular, 0s
6leos essenciais presentes no extrato dos ensaios apresentam acao analgésica da pele. O
que esta presente no combate aos sinais clinicos de Celsius, sendo 0 mesmo conforme

fitoquimica realizada por SOUSA (2004) quantidade satisfatéria de 6leos essenciais.

Os achados clinicos da fase ndo-proliferativa ou inflamatoria descritos por
GREGORI (1996) foram comprovados nos ratos controle através dos halos
hiperémicos, que tendem a reduzir apds 48 horas o que se evidenciou de maneira mais
precoce nos animais que foram tratados com a pomadas dermatolégica desenvolvida a
partir do extrato de Ocimum campechianum Mill.,ndo havendo em todos os animais

exacerbacao do processo de forma atipica por nao apresentar infeccdo localizadas.

Concordamos as afirmagdes de MANDELBAUM et al (2003) de que tecido de
granulacdo que posteriormente na pele dara origem as crostas e é formado por
fibroblastos durante a segunda fase da cicatrizagdo, o que foi observada neste
experimento aos 07 dias apds a queimadura. Todavia nos animais tratados com a

pomada creme do extrato hidroalcodlico do Ocimum campechianum MILL, isso se
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processou de maneira precoce desenvolvendo cicatrizes em estagio final em varios
especimes. O que ndo se evidenciou no grupo padrdo positivo (Fibrase com

cloranfenicol®)

Corroborando com os estudos de MBATA E SAIKIA (2005) que relata a acédo
dos dleos essenciais do género ocimum com ativo antimicrobiano contra vérias
espécimes de bactérias inclusive o Staphilococcus aureus, 0s quais conforme pesquisa
de GRATGNANI et al (2005) sdo um dos principais responsaveis pelos casos de
sepcemia em pacientes queimados. A infeccdo é, conforme GRAZIANI (1986), um
fator que retarda o processo de cicatrizacdo , fato este que pode ser considerado uma das
vantagens da pomada creme dermatoldgica do extrato em relagdo aos demais grupos

testados nesta pesquisa.

CONCLUSAO

Concluimos a partir destes ensaios pré-clinicos que a formulacdo farmacoldgica
de pomada-creme do extrato bruto pilular de Ocimum campechianum MILL
demonstrou-se de acordo com aos aspectos clinicos macroscépicos dos ferimentos
(queimadura) com cicatrizagdo por segunda intencdo em dorso de ratos albinos Wistar
(Rattus Novergicus) acdo cicatrizante, desenvolvendo assim uma atividade
farmacoldgica no processo de reducdo da inflamacdo, no combate a infeccdo e na
remodelacdo dos tecidos quando comparados com a acdo Fibrase com

cloranfenicol®(padréo) e soro fisiologico 0,9% (controle).
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RESUMO

O Ocimum campechianum Mill. é uma espécie vegetal que apresenta como
caracteristica fitoquimica a presenca de 0leos essenciais, 0s quais tém uma sensivel acéo
farmacoldgica de carater antibacteriano. H4 muito tempo tém-se estudado varias formas
de controle e erradicacdo das doencas causadas por Staphylococcus aureus através de
agentes antimicrobianos, grandemente variado em suas acOes, aplicacBes e eficacia,
porém o uso abusivo e indiscriminado de antibidticos na pratica clinica humana e
veterindria tem um efeito seletivo no surgimento e manutencdo de resisténcias a
drogas.O extrato da espécie vegetal Ocimum campechianum Mill foi testado in vitro em
linhagens multiresistente de Staphylococcus aureus de origem humana e animal, o qual
apresentou atividade antimicrobiana significante com halos de inibicdo em torno dos

pocos entre 10 e 20 mm.

Unitermos: Atividade Antimicrobiana, Staphylococcus aureus, Ocimum e extrato

vegetal.
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ABSTRACT

The Ocimum campechianum Mill. it is a vegetal species that presents as
characteristic phitochemistry the essential oil presence, which have a sensible
pharmacologic action of antifungus and antibacterial character. It has much time have
been studied you vary forms of control and eradication of the illnesses caused for
Staphylococcus aureus through agent antimicrobials, greatly varied in its action,
applications and effectiveness, however the abusive and indiscriminate use of agents in
the practical clinic human being and veterinary medicine has a selective effect in the
sprouting and maintenance of resistant the drugs. The extract the vegetal species the
ocimum campechianum MILL. was tested “in vitro” in aureus ancestry’s manu
resistance of Staphylococcus aureus presenting activity antimicrobials significant with

halos of inhibition around the wells between 10 and 20 mm.

Uniterms: The Antimicrobiana Activity, Staphylococcus Aureus, Ocimum end Vegetal

Extract.
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INTRODUCAO

A partir de uma perspectiva historica, a producdo de medicamentos e o
tratamento farmacoldgico de doencas comegaram com o uso de plantas medicinais. Em
1800, quando a medicina entrou na era cientifica, a medicina tradicional que utilizava as
plantas medicinais era considerada como base inquestionavel para todos os livros-texto
classicos de farmacologia.’

No Brasil o Ocimum € utilizada popularmente para tratar gripe, febre e
problemas estomacais e ainda como analgésico e estimulante.?

Na investigacdo dos efeitos antiinflamatérios dos éleos essenciais de Ocimum
gratissimum (Lamiaceae) em pata de camundongos suicos machos, concluiu-se que nas
maiores doses (300 mg/Kg, pd)ocorreu uma inibicdo de aproximadamente 60% do
processo inflamatdrio, comparado com os valores obtidos da indometacina® (10
mg/Kg, po). ’

Os membros do género Staphylococcus tem sido isolado de uma grande
variedade de fontes que incluem o solo, a 4gua, a areia da praia, o ar, alimentos, entre
outros, no entanto estas fontes sdo questionaveis como habitat primario, visto que estas
linhagens poderiam ser disseminadas por portadores animais”.

A resisténcia a drogas tem sido reconhecida desde a introdugdo de antibioticos
na terapéutica clinica. Quando a penicilina foi introduzida, em 1940, menos de 1% dos
Staphylococcus aureus eram resistentes, poucos anos depois, em 1946, cerca de 60%
das linhagens eram produtoras de penicilinase.*

As observacGes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem, de forma relevante, para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que produzem apesar de

ndo ter seus constituintes quimicos conhecidos. Os 0leos essenciais de plantas
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apresentam uma atividade antimicrobiana contra um grande numero de bactérias
incluindo espécies resistentes a antibidticos e antif(ingicos.

O género Ocimum tem sido durante muito tempo reconhecido como uma rica e
diversificada fonte de 0leos essenciais, 0s quais sdo extraidos por destilagdo a vapor das
folhas e utilizados em rituais tradicionais e medicinais.™

A composicdo dos 6leos essenciais depende do clima, da estacdo do ano,
condigdes geograficas, periodo de colheita e a técnica de destilacdo, sendo 0s mesmos
ativos tanto contra as bactérias gram positivas quanto as gram negativas e ainda
leveduras e fungos filamentosos.*

De acordo com os resultados obtidos no estudo farmacoquimico do extrato
bruto de Ocimum campechianum Mill, foram observadas as presengas de eugenol,
triterpenos e esteroides, polifendis (fenilpropanoglicosidios e flavonoides) e acucares
redutores. Iriddides, alcaldides, cumarinas, derivados cindmicos, proantocianidinas,
leucoantocianidinas, taninos galicos e sapominas ndao se mostraram presentes Nnos
cromatogramas obtidos. *°

Vérias espécies de Ocimum apresentam na composicao 6leos essenciais, sendo
as mesmas substancias biologicamente ativas de carater fungicida ® e bactericida.’

As espécies do género Staphylococcus sdo habitualmente comensais de pele e
de mucosas do homem e de outros animais. S&o causadores de infec¢des cuténeas e
cultdneo-mucosas, tais como foliculites e impetigo: algumas mais graves, como abcesso
e bacteremias complicadas, podendo estar associada ainda ao aparecimento de
metastase 6ssea, pulmonar, genitais e renais.*®

A espécie mais importante do género € o Staphylococcus aureus, assim

denominado em decorréncia da pigmentacdo amarela de suas coldnias, onde aureus
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significa dourado, sdo anaerdbios facultativos, porém se desenvolvem de maneira mais
satisfatoria aerobicamente. *2

A analise da resisténcia estafilocdcica a agentes antimicrobianos tem revelado
trés mecanismos bioguimicos principais que se constituem por: inativagdo de
antimicrobianos através de enzimas que modificam ou hidrolisam estes agentes; por
alteragdo dos receptores alvo, seja em decorréncia da aquisicdo de um alvo com
reduzida afinidade ao antimicrobiano devido a aquisicdo de enzimas que posam
converter 0 alvo nativo ou através de mutacdo de genes que codifiqguem este alvo; e

finalmente por um aceso limitado dos antimicrobianos *

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Genética de Microrganismo do
Departamento de Biologia Molecular (DBM) — Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Amostras da folha do Ocimum campechianum Mill foram coletadas em
novembro de 2005, no campus da UFPE. O material da espécie vegetal foi
acondicionado em sacos plasticos, 0 mantido em local arejado, a temperatura ambiente
(27°C) até sua utilizacdo. A extragdo foi realizada utilizando folhas secas de Ocimum
campechianum Mill., que posteriormente foram trituradas e feitas a afericdo de peso,
sendo as mesmas submetidas ao processo de infusdo (composi¢éo do solvente de 20%
de 4gua destilada e 80% de alcool absoluto), por 15 dias, sendo os infusos filtrados e
evaporado originando o extrato bruto hidroetandlico (80%) das folhas - EHF (10% p/v).

Foram selecionadas linhagens multiresistentes de Staphylococcus aureus de
origem bovina e humana, os quais foram inoculados e cultivadas em caldo nutritivo em

meio de BBI (Brain Infusion Agar - DIFCO) e incubados a 37° por 20-24 horas. A
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atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em meio sélido para
determinacdo da concentra¢do inibitéria minima (CMI) do extrato Ocimum
campechianum Mill. sobre as linhagens bacterianas. Realizaram-se diluicdes, de 102 do
crescimento bacteriano em caldo nutritivo, e estas foram inoculadas em meio de cultura
HIA (Heart Infusion Agar - DIFCO) por inundacdo. Realizaram-se perfuragcdes no meio
de cultura (aproximadamente 6mm de didmetro) e colocado 50ul da solucdo do extrato
diluidos em &gua destilada, variando a diluicdo de 1:1 até 1: 512. As placas foram
inoculadas em estufa bacteriolégica a 37° C por um periodo de 24 horas, foi considerada
a menor concentragao do extrato que inibiu completamente os crescimentos bacterianos,
observados pela presenca de halo de inibicé&o.

A leitura foi efetivada verificando-se a ocorréncia de atividade antimicrobiana
através do aparecimento de halos de inibicdo e a medida dos mesmos foi realizado com
paquimetro, e considerado ativo a concentracdo do extrato que mostrou halo de inibicéo

superior a 10mm.

DISCUSSAO

A medicina tradicional tem se mostrado ineficiente em alguns aspectos
relacionados as infecgbes ou doencas causadas por Staphylococcus aureus. Os
resultados dos testes antimicrobianos desta pesquisa foram expressos em milimetros,
tanto para as medigdes de halos de inibigdo formadas entorno dos pogos preenchido
pelo extrato, quanto para os halos da substancia padrao utilizado (tabela 2).

No tocante dos métodos de tratamento de antibioticoterapia, muitas vezes
ineficazes ou realizados de maneira que propiciem o desenvolvimento, cada vez maior,

de resisténcia bacteriana de acordo com Freitas (2003) e que 0s processos infecciosos
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observados com frequéncia em hospitais e UTI envolvendo linhagens de bactérias
multiresistente de Staphylococcus aureus em pos—operatdrio de pacientes em seu leito
cirurgico (feridas cirargicas) sdo considerados um fator grave, onde devem ser adotas
medidas profilaticas a fim de evitar a disseminacéo destas espécies, principalmente pela
busca de novos agentes antimicrobianos como ratifica Takaki (1992).

As cepas de Staphylococcus aureus utilizadas na pesquisa mostraram-se
sensiveis ao extrato bruto, exibindo halos de inibicdo em torno dos pocos entre 10 e
20mm (tabela 2). Na figura 1A e 1B observamos a atividade antimicrobiana do extrato
sobre as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 com limite de inibicdo
compreendido entre 12 e 10mm (tabela 2) e Staphylococcus aureus 186C que
apresentou uma sensibilidade superior ao do padréo de referéncia (penicilina), exibindo
um halo de inibigdo de 20mm nas dosagens de 300mg/ml e 150 mg/ml (extrato puro e
primeira diluicdo) e de 15 mm nas dosagens de 75mg/ml (segunda dilui¢do) sendo a
mesma uma amostra colhida de ferida cirargica com perfil de resisténcia definido para
penicilina, arsenato e cadmio (tabela 1).

De acordo com Kayser (2006) este fato ndo se detém apenas a medicina humana,
mas estende-se a medicina veterinaria, como por exemplo, nos casos de mastite bovina
causada por Staphylococcus aureus. Nestes ha um grande risco, ndo s6 para 0s animais,
mas também para a saude publica, podendo propiciar a contaminagdo de pessoas pela
ingestdo de leite e produtos derivados deste, segundo Ntezurubanza et al (1984).

As cepas de Staphylococcus aureus bovinas 319U e 19L utilizadas neste ensaio
“in vitro” para o extrato demonstraram-se sensiveis com halos inibicdo entre 13 e 11
mm, 0s quais sdo resistentes aos seguintes antibidticos e ions metélicos: penicilina,
eritromicina, canamicina/neomicina, streptomicina, gentamicina, amicamicina,

tobramicina, cloranfenicol, tetraciclina/minomicina, cddmio (Tabela 1).
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O extrato demonstrou ainda uma atividade antimicrobiana nas linhagens de
Staphylococcus aureus 189C com halos de inibicdo em tornos de 13 e 11mm e de
Staphylococcus aureus 171C com halos em torno de 14mm, sendo estas linhagens
colhidas de feridas cirurgicas.

Para Freitas (2003) as medidas (preventivas e curativas) no uso de produtos
naturais como o extrato de Ocimum campechianum MILL pode desempenhar
importante funcdo, no sentido de resolver algumas condigdes cronicas e constituir
excelentes alternativas para solucionar o problema da resisténcia aos antimicrobianos
colocado a disposicao na prética clinica.

A concentracdo inibitéria minima para do extrato para o Staphylococcus aureus
ATCC, Staphylococcus aureus 189C, Staphylococcus aureus 171C, Staphylococcus
aureus 19L foi de uma concentracdo de extrato de 75 mg/ml, j& para o Staphylococcus
aureus 186C atingiu halos em concentracdes de 37,5 mg/ml e na concentragdo de
150mg/ml para os cultivos de Staphylococcus aureus 319U.(Figura 01)

N&o se observou nas cepas bacterianas de Staphylococcus aureus analisadas
neste experimento, nenhum dos fatores de resisténcia a agdo antimicrobiana nas
concentracOes ativas do extrato de Ocimum campechianum MILL, os quais foram
devidamente relatados por Freitas (2003), Takaki (1992), Tortora et al (2003) tais como
enzimas, alteragdo de receptores ou aceso limitado dos antimicrobianos e Cavalcanti et
al (2005) complementam que os 6leos essenciais do extrato de Ocimum campechianum
MILL apresentaram excelente atividade antimicrobiana contra vérias linhagens de

bactérias da espécie Staphylococcus aureus.

95



CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo in vitro de acéo
antimicrobiana do extrato de Ocimum campechianum MILL podemos concluir que
houve uma excelente atividade contra as diversas linhagens de Staphylococcus aureus
de origem humana (ferida cirargica) e bovina (Ubere e leite) obtendo halos de inibicéo

em suas concentracdes ativas entre 10 e 20 mm.
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AMOSTRAS FENOTIPO (ANTIBIOTICOS E IONS Sitio
METALICOS)
Staphylococcus | Penicilina, arsenato e cadmio. Ferida cirdrgica
aureus 186C

Staphylococcus | Penicilina, eritromicina, canamicina/neomicina,  Ferida cirdrgica
aureus 171C | streptomicina, gentamicina, amicamicina,
tobramicina, tetraciclina/minimicina, cddmio e
mercurio.
Staphylococcus | Penicilina, eritromicina, canamicina/neomicina,  Ubere
aureus 319U | streptomicina, gentamicina, amicamicina,
tobramicina, cloranfenicol,
tetraciclina/minomicina, cadmio.
Staphylococcus | Penicilina, eritromicina, canamicina/neomicina, Leite
aureus 19L | streptomicina, gentamicina, amicamicina,
tobramicina, cloranfenicol,
tetraciclina/minomicina, cadmio.
Staphylococcus Penicilina, eritromicina, canamicina/neomicina,  Ferida cirdrgica
aureus 189C  streptomicina, gentamicina, amicamicina,
tobramicina, cloranfenicol,
tetraciclina/minomicina, cadmio.

Tabela 1 - Fen6tipos de resisténcia das amostras de Staphylococcus aureus 186C, 19L, 319U, 171C e

189C e seus sitio de colheita.

DIAMETRO DO HALO DE INIBICAO (mm)
LINHAGEM DILUICAO DO EXTRATO (V/V) (EXTRATO
BACTERIANA DE OCIMUM CAMPECHIANUM MILL 30%).

Extratopuro 1:2 1:4 1:8 1:16 Penicilina

Staphylococcus aureus ATCC | 12 12 10 0 O 12
Staphylococcus aureus 186C 20 20 15 10 O 10
Staphylococcus aureus 189C 13 12 11 0 O 10
Staphylococcus aureus 171C 14 13 12 0 O 10
Staphylococcus aureus 319U 12 11 0 0 O 13
Staphylococcus aureus 19L 13 12 11 0 O 10

Tabela 2 — Atividade antimicrobiana do extrato hidroetandlico de Ocimum campechianum MILL
30% valores dos halos de inibicdo em milimetros nas cepas de staphylococcus analisadas e sua

sensibilidade a penicilina
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AGAO ANTIMICROBIANA

== Staphylococcus aureus 171C
=49==Staphylococcus aureus 319U
=8=Staphylococcus aureus 19L

0 1 2 3 4 5 6 7 8
DILUIGOES DO EXTRATO 30%

GRAFICO 1 - Representacio grafica da atividade antimicrobiana do extrato bruto de Ocimum
campechianum Mill. Hidroetandlico (80%b) das folhas sobre as linhagens de Staphylococcus aureus

multiresistente 186C, 189C, 171C,319U, 19L e ATCC 25923.

FIGURA 1 — Representacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto de Ocimum
campechianum Mill. Hidroetandlico (80%) das folhas sobre as linhagens de Staphylococcus aureus
multiresistente 186C e ATCC 25923.
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CONCLUSOES FINAIS

De acordo com os resultados observados nesta pesquisa de analise pré-clinica
dos aspectos macroscopicos da acdo cicatrizante do extrato bruto pilular do Ocimum
campechiamum MILL em ferimentos com cicatrizacdo por segunda intencdo em dorso
de ratos podemos concluiu que sua acéo cicatrizante foi evidente tanto do ponto de vista
de controle dos sinais inflamatérios de Celsius como na aceleracdo dos eventos
teciduais de remodelacdo e formacdo de cicatriz final quando se compara com 0s
medicamentos alopatico (padrdo) positivo e controle (soro fisiolégico 0,9%). Das vias
de administracdo testadas (oral e dermatoldgica) a de mais evidente resposta cicatrizante
foi a formulacdo dermatoldgica de pomada-creme desenvolvida a partir do extrato da
planta. Demonstramos através dos estudos laboratoriais in vitro que a atividade
antimicrobiana do extrato pilular do Ocimum campechiamum MILL apresentou acédo
significativa no combate a diversas cepas multiresistentes de Staphylococcus aureus de
origem animal (ferida cirurgica) e bovina (Ubere e leite) com halos de inibicdo do
crescimento bacteriano significativo. Resultados estes que consolida 0 seu uso como
cicatrizante e com acdo antimicrobiana para ferimentos de pele desenvolvendo

aceleracdo da cicatrizagdo e combate a infeccédo local pos Staphylococcus aureus.
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