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RESUMO

Estudos apontam a acéo cicatrizante, reepitelizadora, anti-inflamatdria e antisséptica da Calendula officinalis
L. em diversos tecidos lesionados, entretanto ainda ndo ha eficacia comprovada desses efeitos nas estruturas
pulmonares. Pressupde-se que a utilizacdo do 6leo seja capaz de estimular fibroblastos e a consequente
producdo do colageno. Prople-se averiguar através de andlise histopatolégica a acdo terapéutica da
Calendula officinalis L. no tratamento de ratos Wistar induzidos a pneumonia granulomatosa. Os animais
foram divididos em quatro grupos: Grupo Infectado - 5 animais; Grupo Tratado-Infectado - 5 animais; Grupo
Tratado-N&o-Infectado - 5 animais; e Grupo N&o-Infectado - 3 animais. Os grupos G-l e G-T/I foram
infectados por via intra-peritoneal (I.P.) com volume de 50 pl contendo 1.107 bacilos de KPC diluidos em
solucdo PBS 1x. Por nove dias os animais dos grupos G-T/I e G-T realizaram o tratamento com o0leo
essencial (20 gotas) em solucéo fisiologica (20 ml) com o auxilio de um nebulizador durante 60 minutos.
Aos 10 (dez) dias pos-infeccdo (DPI), os animais foram submetidos & eutanésia pelo aprofundamento
anestésico, e, ao analisar o tecido pulmonar péde-se notar que o éleo essencial utilizado apresentou resposta
imune inata contra a pneumonia causada por KPC, onde obteve os mesmos resultados de um pulmao sadio
sem infecgao.

Palavras-chave: Calendula officinalis. Remodelag&o. Pneumonia. Ratos Wistar. Oleo essencial.

ABSTRACT

Scientific researches point to the healing action, re-epithelizing, anti-bacterial and antiseptic action of
Calendula officinalis in injured tissues, although the impact of the forms on the pulmonary structures has not
yet been proven. It is assumed that the use of the fuel will be able to stimulate the fibroblasts and consequent
production of the collagen. To verify, through histopathological analysis, Calendula officinalis L.'s
therapeutic action on Wistar rats that have been induced to granulomatous pneumonia. The animals have
been divided in four groups: Infected Group — 5 animals; Treated-Infected Group — 5 animals; Treated-Non
Infected Group — 5 animals; and Non Infected Group — 3 animals. Both |-G and T/I-G groups were infected
through intraperitoneal injection (I.P.) with the volume of 50 pl containing 1.107 of diluted KPC bacilli in
PBS solution 1x. For nine days the animals from the T-G and G-T/I groups received treatment with essential
oil (20 drops) in physiological solution (20 ml) with the aid of a nebulizer for 60 minutes. At 10 (ten) days
post infection (DPI), the animals were submitted to euthanasia by anesthetic deepening, and when analyzing
the lung tissue it was noted that the essential oil used had an innate immune response against KPC
pneumonia, where it obtained the same results as a healthy lung without infection.
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1 INTRODUCAO

A C. officinalis esta inclusa como planta medicinal no projeto de fitoterapia que esta sendo
implantado no Sistema Unico de sadde de todo o Brasil. A planta faz parte da familia Asteranceae
(compositae), popularmente conhecida como caléndula, encontrada com facilidade em todo o pais
por ser muito comum, assim como sua utilizacdo na medicina popular. Dentre muitas propriedades
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medicinais da caléndula estdo as acles: cicatrizantes, reepitelizadoras, anti-inflamatério,
antitumorigenas, citotoxicas e antissépticas’.

Considerando as taxas de mortalidade geradas pelas doencas respiratorias, a pneumonia
apresentava percentual de 38% em 1996, crescendo para 48% no ano de 2012. Em individuos
adolescentes, jovens e adultos, as pneumonias ocorrem de forma mais branda quando comparadas
as que ocorrem em pacientes idosos ou criangas. Entretanto, quando 0s mesmos apresentam
doencas crbnicas ou possuem imunidade reduzida, as pneumonias podem ser consideradas
relevantes no adoecimento e dbito.>

Questiona-se, no presente artigo, se a Caléndula — (Calendula officinalis L.) produziria
efeitos satisfatdrios na Prevencdo e tratamento da Pneumonia granulomatosa em ratos. Tendo como
objetivos induzir modelo experimental da Pneumonia Granulomatosa em ratos, estabelecer sistema
eficiente de nebulizacéo para o dleo essencial, analisar o efeito antiinflamatoério e de remodelamento
da caléndula (Calendula officinalis L.) por meio de analise macroscopica e microscépica do pulmao
e desenvolver tratamento eficaz para patologias em que h& necessidade de remodelamento
pulmonar.

2 REFERENCIAL TEORICO

A pneumonia é uma enfermidade infecciosa, geralmente desenvolvida quando ocorre falha
nas estruturas de defesa do organismo, no qual as vias aéreas de pequeno calibre e alvéolos sdo
preenchidas por exsudato inflamatério que dificulta a hematose, comprometendo o desempenho
pulmonar. Normalmente causada por bactérias, parasitas, fungos, virus, e outros microrganismos,
sendo a maioria causada por agentes bacterianos, as pneumonias se destacam entre as doencgas mais
comuns do sistema respiratorio, possuindo taxas de internagcdes que permanecem elevadas, mas que
continuam reduzindo com o passar dos anos.®

A pneumonia granulomatosa € evidenciada na necropsia ou em radiografias de torax e tende
a ndo apresentar quadro sintomatoldgico.*

A Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) é uma bactéria encapsulada gram-negativa
pertencente a familia das enterobacteriaceae®, possui uma enzima capaz de inativar carbapenémicos,
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. Devido a sua producédo da enzima beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL) apresenta capacidade de inativar inimeros agentes antimicrobianos,
resultando em resisténcia de até 95% dos medicamentos.®

Na maioria das vezes as infecgdes causadas pela KPC ocorrem em pacientes
imunodeprimidos, devido o contato com secrecdo ou excrecdo de pacientes infectados ou
colonizados, em ambiente hospitalar. O processo descrito tende a provocar patologias como:
infeccbes do trato urinario e de feridas, pneumonia, rinite cronica atréfica, artrites, enterites,
meningites em criangas e em casos mais graves a SEPSE.>

A bactéria produtora de KPC pode causar pneumonia que, consequentemente, envolve a
destruicdo necrética dos espacos alveolares associada a ventilacdo mecénica. Os sinais e sintomas
carateristicos de uma pneumonia causada pela KPC sdo: agravamento do quadro respiratério e nos
casos mais sérios, edemas e até faléncia de multiplos 6rgéos.®

Apesar dos avancos no estudo da fisiopatologia da doenca e melhora nos tratamentos de
doencas pulmonares, se encontra expressivos o0s indices de complicagbes hospitalares e
significativamente os pulmonares. Considerando a agdo de estimulagdo de fibroblastos e
consequente producdo de colageno, antiinflamatorias, antisepticas, dentre outras, que a espécie
Calendula officinalis apresenta, torna-se valido considerar os efeitos preventivos desse produto
natural sobre o modelo experimental de pneumonia em ratos.

A utilizacdo de 0Oleos essenciais se iniciou com um conhecimento empirico e hoje é notada
com crescente numero de estudos sobre os efeitos que podem causar. Estudos comprovam que
desordens comuns que acometem nosso cotidiano como colesterol alto, colicas menstruais e febre
podem ser diminuidas utilizando 6leos provenientes de plantas’. Testes vem sendo realizados com
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utilizacao de ultradilui¢bes associadas a acOes de fibroblastos e torna-se claro o efeito positivo do
método para a aceleragdo da cicatrizagdo de feridas.®

Conhecida popularmente como caléndula, maravilla, vireina ou marquesita, entre outros;
trata-se de uma planta anual que apesar de ser encontrada em parques e jardins urbanos e ser
resistente a todos os tipos de solo, possui preferéncia por terrenos argilosos. Na composicdo
quimica pode-se encontrar: Oleo essencial, pigmentos carotendides, mucilagens, flanondides,
saponinas, resinas, acidos organicos e mineiras. Comprovadamente tem a capacidade de aumentar a
producdo de fibroblastos e fibrinas, acelerando o processo de reeptilizacdo. Estudos evidenciam que
além de cicatricial, a planta possui eficicia contra infecgdes em ferimentos.*

Experimentos realizados com caléndula mostram que pequenas doses da ultradiluicdo
aplicadas por 24 horas ja produzem respostas significativas na cultura de fibroblastos® e nio
apresenta qualquer risco de intoxicacdo ao paciente na forma de 6leo bruto.?

O efeito anti-inflamatério da caléndula prepara o ambiente para que seja feita a remodelacéo,
no entanto, essa fase ndo deve ser muito intensa pois o excesso de resposta inflamatdria pode
retardar a cicatrizagéo.*

3 METODO

O presente estudo caracterizou-se como pesquisa experimental in vivo, realizada no
laboratério de Biologia Molecular da Faculdade Cathedral de Boa Vista-RR, a partir da utilizacdo
de Ratos winstar e bacilos gram negativos de KPC, obtidos a partir de um banco de dados
bacteriolégico da faculdade Cathedral.

O oleo essencial de Calendula officinalis (100ml) 100% puro foi proveniente da loja Mega
Center, situada na cidade de Recife — PE.

Foram manipulados ratos winstar, do género masculino specific pathogen-free (SPF), com
quatro semanas de idade, foram infectados pela via intra-peritoneal (I.P.) com volume de 50 ul
contendo 1.107 bacilos de KPC diluidos em solucdo PBS 1x. Foram utilizadas seringas e agulha de
insulina estéreis e descartaveis. Os experimentos foram conduzidos no biotério da Faculdade
Cathedral de Boa Vista-RR, que possui estrutura bem como certificagdo para manutencdo de
animais SPF. Todos os animais foram alimentados com racdo e dgua estéreis. A maravalha estéril
foi trocada duas vezes por semana.

Os bacilos de KPC utilizados para a infeccdo foram obtidos na uti do hospital geral de
Roraima. As culturas foram incubadas a 37°C, com 5% de CO02 no Laboratorio de Cultura Celular
da Faculdade Cathedral. A cada 07 (sete) dias, o0 sobrenadante da cultura foi coletado e centrifugado
por 30 minutos a 1500 rpm para obtencdo dos esporos contidos no sedimento, que foram
ressuspensos em PBS com 0,1% de Tween 20 e centrifugado com Percoll a 50%. Os bacilos
coletados do sobrenadante foram lavados 3 vezes em solucdo tampdo fosfato-salina (PBS)
armazenados a 4°C. Para contagem dos bacilos foi utilizada a cdmara de Neubauer.®

Os animais divididos em 4 grupos: Grupo Infectado — ratos inoculados com bacilos de KPC
com 5 animais; Grupo tratado-Infectado — ratos tratados com oOleo essencial de Caléndula e
inoculados com bacilos de KPC, com 5 animais; Grupo tratado-N&ao-Infectado — ratos tratados com
0leo essencial de Caléndula e ndo-inoculados com 5 animais; e Grupo N&o-Infectado — ratos nao
inoculados e ndo tratados com 6leo essencial de Caléndula com 3 animais, foram mantidos sob as
mesmas condigdes.°

Por nove dias os animais dos grupos G-T/I e G-T foram levados para a gaiola de
nebulizacéo, onde realizaram o tratamento com 6leo essencial (20 gotas) em solucéo fisiologica (20
ml) com o auxilio de um nebulizador durante 60 minutos.

Aos 10 (dez) dias poés-infecgdo (DPI), os animais foram submetidos & eutanasia pelo
aprofundamento anestésico para tal foi administrado por via intraperitoneal utilizando-se mistura de
quetamina (40 mg/Kg), xilazina (8 mg/Kg) e fentanil (4 mg/Kg). Em seguida, foi realizado
pingamento até a verificacdo da auséncia de sensibilidade. Posteriormente, a necropsia foi iniciada
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com a puncdo cardiaca através da abertura do térax com tesoura, coletando-se até 1 (um) mL de
sangue, que foi posteriormente dividido em 2 (duas) aliquotas para determinacdo da carga
parasitaria (dados ndo demonstrados) e obtencdo do soro apds centrifugacdo. Em seguida, foram
injetados 50mL de solucdo PBS 1x estéril pela via intracardiaca. Os pulmdes e o coracdo foram
colhidos e processados para analise histologica.

Os fragmentos foram coletados do pulmdo para fixacdo em solucdo de formol tamponado a
10% por até 48 horas, que foram clivados e processados rotineiramente, e finalmente embebidos em
parafina para analise histopatoldgica. Posteriormente, fragmentos teciduais foram rotineiramente
cortados em fragmentos de 03 (trés) um de espessura. Os cortes foram dispostos em laminas de
vidro, corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE) e coloracdo de Gram-Cromotrope e
examinados pela microscopia de luz - Nykon Eclipse E200, Tokio, Japo.!!

Este estudo foi desenvolvido considerando-se 0s aspectos éticos pertinentes a pesquisas
envolvendo animais conforme a lei 6.638, de 08 de maio de 1979, que estabelece normas para a
pratica da vivisseccdo de animais, bem como os Principios Eticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) de 1991, entidade filiada ao International Council of Laboratory
Animal Science (ICLAS).!2 Todos os experimentos foram aprovados pelo comité de ética da UNIP
(CEUA 043-18).

4 DISCUSSAO

Atualmente, a disseminacdo de enterobactérias produtoras de KPC constitui um grave
problema epidemioldgico em varias unidades de satde do Brasil e no mundo.*® Dessa forma, é
extremamente relevante conhecer os padrdes epidemioldgicos locais e o perfil de sensibilidade, por
meio de metodologias aplicaveis a qualquer laboratério de microbiologia clinica, para deteccdo de
cepas produtoras de carbapenemases e, assim, contribuir para reducdo dos indices de morbidade e
mortalidade. O termo “KPC” estd associado a espécie bacteriana em que a enzima foi encontrada
pela primeira vez, em 1996, na Carolina do Norte, em uma K. pneumoniae.!* Essa enzima ja foi
identificada em praticamente todos o0s membros de importdncia clinica da familia
Enterobacteriaceae, porém ocorre mais frequentemente em K. pneumoniae.®®

Uma medida mais previsivel para controlar a resisténcia € frear o uso abusivo de antibioticos.
Assim, em 5 de maio de 2011, o governo brasileiro deu um importante passo para restringir 0 uso
descontrolado desses medicamentos, ao editar a resolucdo n°20, da ANVISA, que dispde sobre
prescricdo, comercializagdo e embalagem de antibidticos. A nova resolu¢cdo mantém, também, as
exigéncias previstas na Resolugdo RDC n°. 44/2010, quanto a apresentacdo, retencdo e escrituracdo
das receitas contendo medicamentos antimicrobianos. O objetivo é minimizar a elevacdo da
resisténcia bacteriana no pais.*®

A fiscalizacdo pelas vigilancias sanitarias locais quanto aos procedimentos de exigéncia e
retencdo da receita nos estabelecimentos farmacéuticos deve continuar a ser realizada. Assim, no
momento, sugere-se a vigilancia para o mecanismo de resisténcia KPC emergente no Brasil. Quanto
a identificagdo laboratorial destas bactérias, em suma, a triagem fenotipica se da preferencialmente
por meio de antibiograma com discos de cefalosporinas de terceira geracdo (cefoperazona,
cefotaxima, ceftazidima, ceftizoxima, ceftriaxona) e carbapenémicos (imipenem, meropenem e
ertapenem), além do teste de Hodge modificado.’

Para o desenvolvimento tecnologico de formulagdes fitoterapicas que atendam as exigéncias
e especificagdes da legislacdo vigente no pais, é indispensavel o estabelecimento de protocolos que
garantam o controle de qualidade das matérias-primas, derivados vegetais e excipientes empregados
na sua producdo, assim como a validagdo de técnicas qualitativas e quantitativas apropriadas aos
marcadores quimicos escolhidos para o desenvolvimento do fitoterapico. SO assim € possivel obter
um produto tecnologicamente acabado com qualidade assegurada.*® 22! Djante desta premissa, a
primeira etapa deste trabalho se deteve em identificar quais os efeitos da planta na nebulizacéo.

Dentro da cadeia produtiva de fitoterapicos, um dos pontos mais criticos é o estabelecimento
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de técnicas analiticas qualitativas e quantitativas apropriadas, que permitam comprovar a presenca
dos marcadores quimicos responsaveis pela acdo bioldgica. Desta forma, a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) € uma técnica de analise moderna, que ocupa um lugar de destaque
devido a sua facilidade em efetuar a separacdo, identificacdo e quantificacdo das espécies
quimicas.??

Contudo, ainda é notavel um grande problema relacionado a adequacdo da producdo dos
medicamentos fitoterapicos as normas e exigéncias estabelecidas pelos érgdos fiscalizadores, para
que se possa garantir a qualidade, eficacia e seguranca do produto final. Nesse contexto, é
imprescindivel que se faca a validacdo das metodologias empregadas nas etapas do
desenvolvimento dos fitoterapicos, com o objetivo de demonstrar que o método € apropriado para a
finalidade pretendida, a fim de se obter a confiabilidade dos resultados de nossa pesquisa, uma vez
que a planta se mostrou totalmente efetiva no combate & pneumonia causada por KPC.202123

A variabilidade do material vegetal deve-se as diferencas do crescimento, colheita, secagem,
e condigdes de armazenagem. A polaridade do solvente, 0 modo de extracéo, e a instabilidade dos
constituintes também podem influenciar na composicdo e na qualidade dos extratos. Portanto, para
se obter um produto fitoterapico com qualidade, seguranca e eficécia, é desejavel que o cultivo de
plantas medicinais seja feito em condi¢des padronizadas.?* > Desta forma, torna-se imprescindivel a
discussdo acerca do controle de qualidade das matérias-primas, empregadas no desenvolvimento de
fitoterapicos, assim como ver sua aplicabilidade em outros patégenos que tem tropismo por tecido
pulmonar.

5. RESULTADOS
5.1 ANALISE MACROSCOPICA
5.1.1 Grupo Infectado:

Figuras 1 - Rato. Grupo Infectado, onde existem lesBes bases de pulmao direito e 1/3 médio de
pulmao esquerdo.

FONTE: autores

5.1.2 Grupo Tratado Infectado:
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Figura 2 - Rato. Grupo Tratado-Infectado, onde ndo revelou lesdes em nenhuma area pulmonar.

 EONTE: autores.

Nos pulmdes do grupo Tratado-Infectado, ndo foi observado processo inflamatério agudo ao
qual ndo sugere Pneumonia granulomatosa, associada aos bacilos de KPC.

5.1.3 Grupo Tratado Nao-Infectado:

Nos pulm@es do grupo Tratado-ndo Infectado, ndo foi observado processo inflamatério
agudo resultado semelhante ao do grupo Tratado-Infectado.

5.1.4 Grupo nao Tratado e Nao-Infectado:

Nos pulmdes do grupo ndo Tratado-néo Infectado, ndo foi observado processo inflamatdrio
agudo como ja esperado por ser um grupo controle.

5.2 Analise Histopatologica
Figuras 3 e 4 - Rato. pulm&o. Grupo Infectados evidenciando Pneumonia granulomatosa
multifocal leve a moderada: Histopatologia das lesdes microscépicas granulomatosas,
predominantemente compostas por macréfagos, associadas a inimeros esporos basofilicos em
formato de bastdo KPC no citoplasma de macrofagos e livres.
) N PG SRR N PR ot T

4 5 3 & " 3 ’,‘-' * X '.=‘.'.‘ gt o '
3 s é g -
ts & & .:n4 A prten %
‘m i S & 5 e * : e
FONTE: autores

No grupo Infectado, foi observada pneumonia multifocal, composta predominantemente por
macrofagos, e linfocitos.
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Figura 5 - Rato. pulmao. Grupo Tratado-Infectado nédo evidenciando nenhum processo
inflamatério.

Z

FONTE: autores

Ja no grupo tratado-infectado ndo foi observada pneumonia, grupo composto por células
morfologicamente compativeis com macréfagos.

Nossos resultados mostraram que a infeccdo por KPC causou efeitos inflamatorios
associados a pneumonia granulomatosa. Assim, considerando os 10 dias de infeccdo, concluimos
que a bactéria KPC é altamente virulenta ao tecido pulmonar

Em conjunto, os resultados indicam um importante papel do 6leo Calendula officinalis L. na
resposta imune inata contra a pneumonia causada por KPC, onde obteve os mesmos resultados de
um pulméo sadio sem infecgé&o.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo sobre os mecanismos de resisténcia bacteriana tem se tornado, ao longo de décadas,
extremamente importante e essencial, uma vez que possibilita o esclarecimento quanto as direces
estratégicas que poderdo auxiliar na queda e erradicacdo das IRAS. Vale ressaltar o quéo
fundamental € a participacéo dos laboratdrios na identificagdo das linhagens causadoras dos surtos,
e uma vez apontado o microrganismo, a chance de se obter um tratamento adequado com uso
correto dos antibidticos tende a aumentar. Hoje, o apelo por um maior interesse no isolamento
destas bactérias e aclaracdo dos mecanismos de resisténcia pelas industrias € incessante, pois é a
partir destas informacdes, que as mesmas tém condicdes reais de produzirem novos antibioticos,
que apresentem alta poténcia no combate aos microrganismos multidroga resistentes. A via mais
comumente associada a disseminacdo das IRAS é a contaminacdo de patdgenos entre as méos de
profissionais de salde e pacientes. Entretanto, 0 ambiente hospitalar tem contribui¢do importante na
disseminacdo dos microrganismos multirresistentes. Isto porque, na maioria das vezes, o ambiente
ocupado por pacientes colonizados e/ou infectados por estes patdgenos torna-se contaminado. Uma
vez nesta situagdo, a dificuldade de descontaminacdo favorece o desenvolvimento de outros
mecanismos de resisténcia, pela troca de material genético com informacGes de resisténcia aos
antimicrobianos, o que dificulta ainda mais o tratamento.

As técnicas termoanaliticas (TG e DTA) utilizadas para o planejamento do desenvolvimento
do gel de C. officinalis L. proporcionaram a obtencdo de parametros tecnologicos em controle de
qualidade, confirmando a compatibilidade entre os excipientes e o extrato liofilizado de caléndula e
fornecendo dados relevantes acerca da estabilidade térmica dos constituintes da formulagao
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fitoterapica.
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