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RESUMO

Palythoa caribaerum é um zoantideo abundante no litoral pernambucano que produz um
muco, popularmente conhecido como “baba-de-boi”, capaz de proteger a colonia da
dessecacdo. Estudos demonstram relevante acdo microbiol6gica, hemaglutinantes e
importante acao inibitéria da hemorragia induzida por peconhas de jararacas. Ademais,
relatos populares descrevem a sua acdo cicatrizante. Desta maneira, este trabalho visa
avaliar a acdo cicatrizante de extratos organicos do muco produzido pelo zoantideo Palythoa
Caribaeorum em ratos Wistar e investigar os componentes destes extratos através de uma
abordagem fitoquimica. Para tal proposta o muco foi coletado na Praia de Suape localizada
no litoral sul do estado de Pernambuco. As amostras foram concentradas por centrifugacoes
e liofilizadas. Para os estudos fitoquimicos, o li6filo foi submetido a extracdo em metanol, n-
butanol, acetato de etila e 4gua e em seguida analisado por cromatografia em camada
delgada. Para os ensaios de cicatrizagdo, o material liofilizado foi submetido a extragéo a
frio em etanol (85%) e em seguida o extrato foi incorporado em formula¢des semi-sélidas
tipo gel de Natrosol®. O tratamento topico foi realizado diariamente apds o procedimento
cirtrgico utilizando 0.04g de extrato/1g de gel e as areas das lesdes foram aferidas com um
paquimetro digital. Em tempos pré-determinados (3, 7 e 14 dias) os animais foram
sacrificados, as areas das lesGes removidas, fixadas e processadas para analises
histolégicas. Os resultados evidenciaram que a cada 1g/ml de amostra bruta liofilizada,
havia uma concentracdo de proteinas totais de 1,857 + 0,05 mg/ml no liofilizado, 0,493 +
0,004 mg/ml no extrato etandlico, 1,074 mg/ml £ 0,013 mg/ml no extrato aquoso metandlico,
0,982 + 0,027 mg/ml no extrato aquoso final e 0,718 + 0,026 mg/ml no extrato metandlico.
ApOs estudo fitoquimico foi observada a presenca de terpeno no extrato acetato etilico e
uma marcante presenca de acUcares redutores nos extratos aquosos, metanolico, n-
butandlico e etandlico. Os resultados demonstraram negativos para proantocianidinas,
flavonoides e &cido gélico. O estudo de reparo tecidual com formulagbes semi-solidas
contendo extrato etandlico revelou a presenga de crosta, aumento da proliferagdo
fibroblastica e vascular, além de evidente reepitelizagdo e colagenizagdo ao longo do
tratamento. Assim, o extrato do muco do Palythoa caribaeorum demonstrou ser capaz de

auxiliar o reparo tecidual em feridas cutaneas aberta em ratos Wistar.

PALAVRAS-CHAVE: Zoantideo, Palythoa caribaeorum, reparo tecidual, fitoquimica.
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ABSTRACT

Palythoa caribaerum is a zoanthid abundant in Pernambuco coast that produces mucus,
popularly known as "bull's-baba", that can protect the colony from desiccation. Studies
demonstrate relevant microbiological action, binder in human erythrocytes and important
inhibitory action of venom-induced hemorrhage of pit vipers. Moreover, popular accounts
describe their healing action. Thus, this study aims to evaluate the healing action of organic
extracts of mucus produced by zoanthid Palythoa caribaeorum in rats and investigate the
components of these extracts through a phytochemical approach. To this proposal the
sputum was collected at Praia de Suape located on the southern coast of the state of
Pernambuco. The samples were concentrated by centrifugation and lyophilized. In the
phytochemical studies, the liofilo was subjected to extraction with methanol, n-butanol, ethyl
acetate and water and then analyzed by thin layer chromatography. For assays healing, the
lyophilized material was subjected to extraction with cold ethanol (85%) and then the extract
was incorporated into semi-solid formulations of gel-like Natrosol®. Topical treatment was
performed daily after surgery using 0.04g of extrato/1g gel and the areas of the lesions were
measured with a caliper. At predetermined times (3, 7 and 14 days) the animals were
sacrificed, the areas of the lesions removed, fixed and processed for histological analysis.
The results showed that in each 1g/ml crude lyophilized sample, there was a total protein
concentration of 1.857 £ 0.05 mg / ml in lyophilized, 0.493 = 0.004 mg / ml in ethanol extract,
1.074 mg / ml £ 0.013 mg / ml methanol in aqueous extract, 0.982 + 0.027 mg / ml in the final
agueous extract and 0.718 = 0.026 mg / ml in methanol extract. After phytochemical study
was observed the presence of terpene ethyl acetate extract and a marked presence of
sugars in aqueous extracts, methanol, ethanol and n-butanolic. The results showed negative
for proanthocyanidins, flavonoids and gallic acid. The study of tissue repair with semi-solid
formulations containing ethanol extract revealed the presence of crust, increased fibroblast
proliferation and vascular as well as significant reepithelialization and collagen throughout
the treatment. So, extract the mucus Palythoa caribaeorum proved able to assist tissue

repair in skin wounds open in Wistar rats.

Keywords: Zoanthid, Palythoa caribaeorum, tissue repair, phytochemistry.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

A principal barreira de prote¢do do organismo humano € a pele, desenvolvendo além
da funcdo de protecao fisica, a defesa contra agentes externos e nocivos (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

Uma ferida é instalada quando hé interrupcdo da continuidade da pele, estando
associada ao processo inflamatério. Normalmente esse processo € autolimitante,
envolvendo algumas etapas como: remogédo de células mortas, depuracdo de células de
resposta aguda e regeneracdo da matriz extracelular, a qual culmina com a cicatrizacdo
tecidual (OLIVEIRA, 2009).

Uma das caracteristicas universais dos organismos vivos é a capacidade de
autoregeneracdo. A cicatrizagdo de feridas € um dos fatos que tém despertado bastante
interesse e varias sdo as pesquisas que visam compreender este evento, e desta forma
otimizar este processo (VITORINO FILHO, 2011).

Apesar da diversidade terapéutica de substancias sintéticas existentes e disponiveis
atualmente no mercado, nos Ultimos anos tem surgindo um maior interesse, por parte de
profissionais de saude, no que se refere a substancias oriundas de produtos naturais
provenientes tanto de vegetais como animais. Os produtos naturais sdo parte das atividades
sociais, econdmicas e culturais das comunidades costeiras do Brasil, sendo utilizados como
fonte de alimento, de produtos cosméticos e da medicina popular. O Nordeste brasileiro
possui a maior costa tropical e consequentemente uma grande quantidade de animais
marinhos, possuindo assim uma rica medicina popular, sendo 0s animais marinhos usados
desde o século 17 para esses fins (MELO, et al 2012).

Os zoantideos s@o animais pertencentes aos cnidarios, exclusivamente marinhos e
que habitam os recifes costeiros. A espécie Palythoa caribaerum é o zoantideo mais

abudante no litoral pernambucano, se destacando pelo fato de que quando expostos a baixa



maré produzem através de seus polipos um muco popularmente conhecido como “baba-de-
boi”, que tem como finalidade proteger a colénia da dessecacgédo (SOARES et al., 2006).

A comunidade de pescadores do litoral sul pernambucano tradicionalmente utiliza
este muco com a finalidade de atuacao analgésica, anti-inflamatoria, além do tratamento de
feridas topicas (MELO et al, 2012).

Considerando-se 0s constantes tipos de traumas a que todos sdo submetidos,
considera-se que os estudos que possam contribuir para o conhecimento acerca do
processo de reparacado de lesdes revestem-se de importancia.

No inicio na década de 60, produtos naturais marinhos comecaram a ser
pesquisados, porém sdo escassas as informagBes e publicacbes cientificas sobre
substancias que compdem esses produtos e suas possiveis acdes biolégicas (SOARES et
al.,2006).

Em recentes estudos realizados avaliando o uso tépico do muco bruto no processo
de reparo tecidual em ratos Wistar, evidenciou-se um aumento relativo da proliferagéo
fibroblastica e vascular nos tecidos tratados, além de uma evidente reepitelizagdo e
colagenizacéo. Estes dados comprovam o efeito benéfico deste muco no processo cicatricial
de feridas cutaneas aberta em ratos (SILVA et al., 2010). Dessa forma, o estudo deste muco
liberado pelo P. caribaeorum no processo de cicatrizagdo de feridas cutdneas permanece
ainda campo aberto a estudos. Além disso, € necessario que se amplie o estudo
experimental em animais com fragGes isoladas de componentes presentes neste muco,
responsaveis pela influéncia positiva no processo de reparacgéo de tecidos.

Baseado neste fato, o objetivo desta trabalho foi avaliar a propriedade cicatrizante de
extratos organicos obtidos a partir do muco produzido pelo P. caribaeorum e investigar seus

componentes através de uma abordagem fitoquimica.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Avaliacdo da propriedade cicatrizante de extratos organicos do muco produzido pelo

Zoantideo Palythoa Caribaeorum em ratos Wistar.

1.2.2. Objetivos especificos

o Realizar a coleta do muco produzido Zoantideo Palythoa Caribaeorum;

o Preparar extratos organicos do muco produzido pelo Zoantideo Palythoa
Caribaeorum;

« Avaliar o processo de reparo de extratos organicos obtidos em ratos;

« Realizar a abordagem bioquimica e fitoquimica de extratos organicos.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 PELE

A pele é o maior 6rgdo do organismo humano recobrindo todo o corpo, sendo dividida
em duas camadas diferenciadas, porém unidas entre si, através de uma camada basal, a
epiderme mais externa, e a derme mais interna (BLANES, 2004).

Segundo Junqueira e Carneiro (2004) a pele desempenha varias fungées como a
protecdo do organismo contra o atrito e a desidratagdo, recebe informagfes do ambiente e
transfere para o sistema nervoso central, participa da termorregulacdo e excrec¢do de
substancias, protege o corpo dos raios ultravioletas, sintetiza vitamina Ds, apresenta células
do sistema imunoldgico protegendo o corpo contra microrganismos.
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A epiderme é constituida por trés tipos de células: Queratinécitos, Melandcitos e
células de Langerhans, jA4 a derme é formada por tecido conjuntivo, conforme
esquematizado na Figura 1.1 (BLANES, 2004).

A depender da espessura da epiderme podemos classificar a pele em espessa e fina,
sendo a primeira encontrada na palma da méo, planta dos pés e em algumas articulacdes, e
a ultima é comum nas outras partes do corpo. A hipoderme localizada logo abaixo da derme

tem como funcdo ligar a pele aos Orgdos subjacentes, além de outras funcodes.

(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).
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Figura 1.1 Diagrama esquemaético da estrutura da pele
Fonte: OLIVEIRA, 2009



A epiderme se divide em cinco subcamadas (Figura 1.2) denominadas: camada
basal (segundo Junqueira e Carneiro, 2006, também é denominada germinativa), espinhosa,
granulosa, lucida e cérnea, sendo um importante érgdo sensorial. A derme por sua vez
apresenta vasos sanguineos e linfaticos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e
sebaceas, pélos e terminagcbes nervosas, além de diversas células como: fibroblastos,
mastdcitos, mondcitos, macrofagos, plasmadcitos entre outros (ALVES, MACHADO,
NORONHA, 2011).

As camadas basal e espinhosa sdo responsaveis pela renovacdo da epiderme,
provavel a cada 15 a 30 dias, possuindo grande atividade mitética (bem maior na basal do
gue na espinhosa). Essas camadas mais internas contém filamentos de queratina. Ademais,
a camada espinhosa possui desmossomos que juntamente com a queratina mantém a
coesdo das células da epiderme e resisténcia ao atrito (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

A camada cOrnea possui em sua constituicdo células escamosas (composta de
gueratina), que gera uma protecdo contra traumas em geral, j& 0os melandcitos protegem a
pele dos efeitos dos raios ultravioleta, e os queratindcitos por sua vez formam uma barreira

de prote¢c&o aos microrganismos e regulam a entrada de agua (BLANES, 2004).
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F a2 AN . Estrato hasal
N
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Figura 1.2. Diagrama esquematico das camadas da epiderme
Fonte: OLIVEIRA, 2009.

A membrana basal esta presente entre a derme e a epiderme que € constituida por
proteinas que se originam tanto de queratindcitos como de fibroblastos dérmicos, além de
véarios tipos de colageno, subunidades de integrinas e proteoglicanos. A derme é uma
camada de tecido conjuntivo onde se situa 0s anexos da pele, muitos vasos

sanguineos,vasos linfaticos e nervos, além de conter uma malha de colageno, sendo essa



menos compacta que a membrana basal, além de possuir a maior concentracdo de
imundcitos da pele, particularmente visivel dentro das &reas perivasculares, fibroblastos,
fibrocitos e células inflamatérias como macréfagos, mastdcitos e leucécitos (BLANES, 2004;
OLIVEIRA, 2009).

Tendo em vista o funcionamento fisiolégico da pele e as determinadas fun¢bes de
seus componentes, é importante conhecer quais sdo os danos ocorridos durante a
instalagdo de um ferimento, e a partir dai definir a atuacdo de alguns compostos, neste caso

0 muco produzido pelo P. caribaeorum, sobre o processo cicatricial.

1.3.2 REPARO TECIDUAL

Uma ferida se caracteriza pela lesdo de um tecido corpéreo, em variadas extensoes,
podendo ser causada por traumas fisicos, quimicos, mecénicos ou por afeccdes clinicas.
Podem ser classificadas em agudas e crbnicas, levando em consideragdo o tempo para que
haja reparagédo tecidual, as agudas sé@o derivadas de processos cirirgicos ou traumas
ocorrendo reparo tissular em tempo estabelecido sem complicacdes. Por outro lado, as
cronicas ndo sdo capazes de ser reparadas em tempo definido, podendo apresentar
complicacdes (BLANES, 2004).

Segundo Sampaio (2009) as feridas podem acometer a epiderme, parte da derme ou
toda a derme e a camada subcutdnea da pele, gerando assim lesdes superficiais, de
espessura parcial ou total, respectivamente. A depender da profundidade da lesdo, vao ser
iniciados diferentes eventos para efetivacdo da cicatrizacdo. Assim, em feridas superficiais e
de espessura parcial ocorre migracdo de células epidérmicas em direcdo a superficie e
restabelecimento das células epiteliais.

A cicatrizacdo de ferida ocorre por primeira intencdo, havendo juncédo imediata das
bordas, segunda intencdo ficando as bordas separadas necessitando de tecido cicatricial, e
terceira intengdo com fechamento secundario de uma ferida através de suturas (VITORINO
FILHO, 2011).

A reparacado de feridas consiste em uma perfeita e organizada sequéncia de eventos
celulares e moleculares interligados que objetivam a restauracéo do tecido danificado. Esse
evento se caracteriza como um processo eficaz que envolve fenbmenos bioquimicos e
fisiolégicos que se comportem de forma harmoniosa a fim de garantir a restauragéo tissular
(HENRIQUE MANDELBAUM, DI SANTIS e SANT'ANA MANDELBAUM, 2003).

Apo6s um traumatismo tecidual, os processos dindmicos que denominam a cicatrizagédo

tém inicio com uma resposta inflamatéria aguda, edema e presenca de exsudato seroso que



provoca a morte celular e de estruturas como vasos sanguineos, sendo este evento
continuado com a coagulacdo (ALVES, MACHADO, NORONHA, 2011).

Nos organismos superiores apds a formacgédo da ferida ocorre o reparo do tecido de
duas formas: (1) pela regeneracdo com a recomposicdo da atividade funcional do tecido ou
(2) pela cicatrizagdo com restabelecimento da homeostasia do tecido com perda da sua
atividade funcional pela formacao de cicatriz fibrética (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

Os eventos ocorridos no processo de cicatrizacdo ndo possuem marcos especificos
que demonstram o inicio ou término da fase em questdo, porém existem acontecimentos
que os caracterizam e assim definem as fases para que haja uma melhor apresentacdo
didatica, gerando assim varias definicbes de fases do processo de cicatrizacdo, variando
entre autores suas definicdes para que se tenha uma melhor explanagéo sobre o assunto.

Classicamente o0 processo cicatricial é dividido em trés processos distintos: fase
inflamatoria, proliferativa e de remodelagem ou maturagdo, ocorrendo simultaneamente,
porém, de forma indepedente (OLIVEIRA, 2009).

1.3.2.1 FASE INFLAMATORIA

Esta fase configura-se pela ocorréncia de fenémenos vasculares e quimicos,
ocorrendo, entre eles o aumento da permeabilidade vascular, liberando localmente
histamina e serotonina, bradicinina e a chegada de granul6citos e monécitos, sendo os
primeiros importantes na remocao de residuos celulares no local da agressao (AMORIM et
al., 2006).

O aumento do fluxo sanguineo no local gera os sinais flogisticos que caracterizam a
inflamacdo, como calor e rubor, associado a isso a permeabilidade capilar causa
extravasamento de liquido gerando edema (TAZIMA, VICENTE, MORIYA, 2008).

A fase inflamatodria tem durag&o de 48 a 72 horas, sendo um dos primeiros eventos a
hemostasia, que se prolonga por até 15 minutos, ocorrendo apés a ocorréncia da ferida,
preenchendo a area lesada com plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas
(OLIVEIRA, 2009).

Simultaneamente a ocorréncia da lesdo, a estimulagdo nervosa e a acgdo de
mediadores, ocorre a vasoconstriccdo, iniciando uma sequéncia de processos que
comecam com a deposi¢do de plaquetas. Posteriormente hd ativagdo de plaquetas, ao
passo que novas plaquetas vao sendo recrutadas, desta forma origina-se com funcdo de
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tamponar a lesdo endotelial. Este trombo logo é invadido por fibrina passando a ser



denominado como trombo fibrinoso que captam eritrcitos formando o trombo vermelho
responsavel pela oclusédo do vaso sanguineo rompido (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

A inflamag&o depende de alguns mediadores quimicos e células inflamatérias como
leucocitos polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos. Os leucdcitos polimorfonucleados
responsaveis pela fagocitose das bactérias, chegam no momento da injuria e ficam até
cerca de trés a cinco dias. Os macréfagos presente do terceiro ao décimo dia pos lesao,
fagocitam bactérias e corpos estranhos além de orientar a formacdo do tecido de
granulacéo. J& os linfécitos possuem importante influéncia sobre a atuacdo dos macréfagos
aparecendo no sitio da ferida por volta de uma semana p6s trauma (HENRIQUE
MANDELBAUM, DI SANTIS e SANT'ANA MANDELBAUM, 2003).

Os macroéfagos se destacam por serem células grandes, originadas dos mondcitos,
que agem de forma fundamental para que haja o0 processo de reparo tecidual, pois este
além de atuarem na eliminagdo de bactérias juntamente com os neutrofilos, fagocitam o
tecido necrético promovendo assim o desbridamento da ferida e liberam sinalizadores que
favorecem a chegada de mais macrofagos no local, intensificando a migracao e proliferacéo
de fibroblastos e células endoteliais, além de produzir fatores de crescimento (entre eles
fator de crescimento endotelial). Os Fibroblastos sdo importantes para a cicatrizacdo sendo
o principal componente do tecido de granulacéo e as células epiteliais sao eficazes em gerar
a angiogénese (VITORINO FILHO, 2011).

Segundo Carvalho (2002) a migracao e coordenacgao dos fibroblastos e macréfagos
para a cicatrizacdo, sdo influenciados por fatores de crescimento, onde pode-se destacar:
fator de crescimento epidermal (EGF), fator beta de crescimento transformante (TGF-8) e o
fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) (Figura 1.3).

1.3.2.2 FASE DE PROLIFERACAO

A segunda fase, iniciada 72 horas apOs a instalacdo da ferida, caracteriza-se por
reepitelizacdo, neo-angiogénese, deposicdo de matriz e sintese de colageno (VITORINO
FILHO, 2011). Nesta fase, ocorrem intensa migracdo e proliferacdo celular, principalmente
de fibroblastos e queratinécitos (OLIVEIRA, 2009).

Na fase de reepitelizacdo ocorre a migracdo, de queratindcitos ndo danificados das
bordas da ferida, sendo este fato dependente da quantidade de agua no leito da ferida,
neste momento os fatores de crescimento sdo responsaveis pelos aumentos das mitoses e
hiperplasia do epitélio (HENRIQUE MANDELBAUM, DI SANTIS e SANTANA



MANDELBAUM, 2003). As células da primeira camada formada sofrem divisdo mitética
originando camadas adicionais (VITORINO FILHO, 2011).

A angiogénese se destaca por ser uma fase fundamental do processo cicatricial, onde
novos vasos sanguineos sdo formados a partir dos j4 existentes com a funcdo de
participarem da formacdo do tecido de granulagdo provisério, suprindo o mesmo de
nutrientes e oxigénio (MENDONCA, COUTINHO-NETO, 2009).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é responsavel por estimular a fase da
angiogénese, que se caracteriza pela migracdo de células endoteliais e formacdo de
capilares fundamentais para o processo cicatricial (CAMPOS, BORGES-BRANCO e
GROTH, 2007). Segundo o mesmo autor, a fase proliferativa finaliza com a formacéo de
tecido de granulacdo, sendo os fibroblastos e as células endoteliais as principais células da
fase.

Na ferida que ja se encontra em procedimento de cura, os fibroblastos das margens
saudaveis da ferida, que sdo sintetizadores de coldgeno que ddo origem ao tecido de
granulacdo, comegam a migrar para o leito da ferida, determinando a ocorréncia de um
processo denominado de fibroplasia (CARVALHO, 2002). Os fibroblastos se destacam néo
s6 por ser produtor de colageno, mas por sintetizarem também elastina, fibronectina,
glicosaminoglicana e proteases, que exercem a atividade de desbridamento e
remodelamento fisiolégico (HENRIQUE MANDELBAUM, DI SANTIS e SANTANA
MANDELBAUM, 2003).

1.3.2.3 FASE DE MATURACAO

Esta é a Ultima fase da cicatrizacdo que se caracteriza pela oclusdo da ferida,
organizacao dos capilares, diminuicdo do numero de fibroblastos, ao passo que o colageno
vai sendo produzido (AMORIM et al.,2006).

O colageno recém-formado possui uma estrutura mais fina do que o presente no
tecido normal, porém com o passar do tempo é reabsorvido e um coladgeno mais espesso é
formado e organizado ao longo das linhas de tensédo, aumentando a forca ténsil da ferida.
Simultaneamente a esta fase, os fibroblastos e leucdécitos produzem colagenases que
promovem a lise da matriz antiga, desta forma diz-se que a cicatrizacdo obteve sucesso
quando ha um equilibrio entre a formagédo da nova matriz e a ruptura da antiga, sendo
sempre a deposicdo superior a deteriorizacdo (CAMPOS, BORGES-BRANCO e GROTH,
2007).
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Alguns eventos favorecem o aumento da forca cicatricial e diminui a espessura, como:
reformulacdes dos coldgenos, melhoria nos componentes das fibras coladgenas, reabsorgéo
de &gua. Ao passo que a cicatriz vai se consolidando a neovasculatura diminui, e
tardiamente a cicatriz € considerada avascular (HENRIQUE MANDELBAUM, DI SANTIS e
SANT’ANA MANDELBAUM, 2003).
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Figura 1.3 Representagdo esquemética das fases da cicatrizagéo de feridas cutaneas
Fonte: VITORINO FILHO, 2011.

Nota: (a) Logo apés instalacdo da ferida, hd o extravasamento de vasos sanguineos danificados e
aminas vasoativas migram para dentro da derme. Aumenta-se por um tempo a permeabilidade
vascular para permitir que PMN, plaquetas e proteinas plasmaticas se infiltrem no ferimento. Logo em
seguida ocorre vasoconstricdo em resposta aos fatores liberados por estas células. (b) Ocorre a
coagulacéo do agregado plagquetario com fibrina depositada na ferida, esta ultima quando convertidas
em fibrinogénio. (c) Vérios fatores séo liberados pelas plaquetas, dentre eles o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento transformante B (TGF-B), que atraem
neutrofilos PMN para a ferida, sinalizando o inicio da inflamacéo. (d) ApGs 48 horas, macrdfagos
substituem os neutréfilos PMN tornando-se a principal célula inflamatéria. Juntos, macréfagos e
neutréfilos PMN removem debris da ferida, liberam fatores de crescimento e iniciam a reorganizacao
da matriz extracelular. (e) A fase de proliferagéo inicia por volta de 72 horas com os fibroblastos,
recrutados para a ferida por fatores de crescimento liberados pelas células inflamatérias, iniciando a
sintese de colageno. (f) Embora a taxa de sintese de colageno desacelere apds cerca de trés
semanas, a reticulacdo e reorganizacdo do coldgeno ocorrem por meses apés a injaria na fase de
remodelacéo do reparo.

Fonte: Adaptado de Vitorino Filho, 2011.
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O tratamento das feridas tem como objetivo evoluir para a cicatrizagdo, um processo
fisiolégico cujo objetivo é reparar os tecidos agredidos, porém isso dependera da medicacao
escolhida, que na maior parte visa cuidar e prevenir infeccdes (CARNEIRO, SOUSA, GAMA,
2010). Deste modo, é de grande interesse o desenvolvimento ou extragdo de compostos
que favorecam partes do processo de cicatriza¢do, no intuito de utiliza-los nas terapéuticas
como objetivo a reducéo de feridas cutaneas.

1.3.3 PRODUTOS NATURAIS

Plantas medicinais e/ou produtos oriundos de animais sao utilizados desde a
antiguidade até os dias atuais em todo o mundo para o tratamento de enfermidades
humanas. Esta opcdo medicamentosa, fitoterapia, tem se mostrado uma alternativa eficaz
para a maioria dos povos do mundo. Principalmente no Brasil, esta expansdo se
demonstrou por varios motivos como: existéncia de efeitos colaterais de farmacos sintéticos,
preferéncia de tratamentos naturais, validagdo de principio ativo de espécies vegetais,
menor custo, novos métodos analiticos a dispor de controles de qualidade,
aperfeicoamentos dos produtos fitoterapicos (MARTINS et al, 2007).

Atualmente a pesquisa com produtos naturais (PN) tem se tornado uma das mais
produtivas na area da quimica no Brasil, principalmente por conta da biodiversidade
atribuida a este pais, além de fatores historicos. Este fato é favorecido pela formacao atual
dos pesquisadores, associado a infraestrutura dos laboratérios que contribuem para o
desenvolvimento de pesquisas de qualidade na area (PUPO, GALLO E VIEIRA, 2007).

Devido a grande extensao de seu litoral, flora e maior floresta equatorial e tropical
umida do mundo, o Brasil tem se destacado nessa area, sendo a quimica dos produtos
naturais (QPN) a area mais antiga e com maior numero de pesquisadores dentro da
quimica. Nesta vertente, com maior nimero de trabalhos, se destacam a area de isolamento
e identificagdo de substancias, podendo ser associados a ensaios biologicos (PINTO et al.,
2002).

Os povos primitivos e indigenas proporcionaram um aprofundado conhecimento sobre
caracteristicas quimicas de produtos advindos da natureza, o que foi de fundamental
importancia para a descoberta de substancias téxicas e também de outras medicamentosas.
Desta forma a pesquisa com PN se desenvolveu, trazendo a tona o saber sobre estruturas
quimicas, relacdes entre elas e propriedades biolégicas das mesmas. Pode ser que o

grande marco para o desenvolvimento dos farmacos, a partir de produtos naturais, tenha
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sido a descoberta de propriedades analgésicas e antipiréticas do extrato de Salix Alba,
através de observacdes clinicas (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e BARREIROS, 2006).

Nas décadas 70 e 80, um grande nimero de metabdlitos secundérios de algas foram
isoladas e caracterizadas com uma ampla diversidade estrutural advinda de varios tipos
diferenciados de algas, na qual a maioria apresentou diversas atividades biolégicas
(TEIXEIRA, KELECOM e GOTTLIEB, 1991).

Ainda muito recentemente, inicio da década de 60, os produtos naturais marinhos
comecaram a ser pesquisados, porém sdo escassas as informacdes e publicacbes
cientificas sobre substancias que compdem esses produtos e suas possiveis acdes
biolégicas (SOARES et al., 2006).

As pesquisas pioneiras em busca de produtos naturais marinhos (PNM) focavam na
presenca de polissacarideos sulfatados (PS) em algas marinhas. As algas marinhas
apresentam grande quantidade de PS, moléculas que se destacam por suas funcdes
biolégicas, como: anticoagulante, antitrombdética, antiviral, antitumoral, antiproliferativa e
anti-inflamatéria (SABOYA, et al., 2012). Desta forma se inicia a pesquisa com PNM com
atividade bioldgica.

A sintese de compostos como polissacarideos, tem despertado grande interesse na
biotecnologia de PN, tendo em vista as suas propriedades geleificantes, espessantes e
estabilizantes de misturas aquosas e emulsdes na industria de alimentos na bioprospeccéo
de novos agentes farmacolégicos e na prevencdo do estresse no cultivo de organismos
aquaticos (RODRIGUES et al.,2010).

O estudo dessas macromoléculas é justificado devido suas diversas atividades
biol6gicas, tais como anticoagulante, antitrombética e imunoestimulante, despertando assim
grande interesse nas ciéncias médicas e na biotecnologia de organismos aquaticos
(FARIAS et al., 2009).

Nos ultimos anos tem ocorrido a maior intencdo em incorporar extratos vegetais de
acao farmacolégica comprovada e caracteristicas conhecidas, em produtos de aplicagédo
topica. Para uma eficaz utilizacdo, esses produtos devem ser padronizados qualitativamente
e quantitativamente, exigindo rigoroso estudo que determinem suas condicbes de obtencéo
do extrato, composi¢cdo e outros fatores importantes, com rigorosos controles de qualidade
(BANOQV et al., 2006).

Garros et al. (2006) utilizou extrato de Passiflora edulis em feridas produzidas em
ratos, e pdde concluir que o uso topico deste extrato estimulou uma maior colagenizacao
nos animais, além de aumentar a proliferacdo fibroblastica. Estudo semelhante observou

efeito favoravel do extrato aquoso do mesocarpo do babacu em nivel microscépico do
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processo de cicatriza¢do, nas variaveis mononucleares e fibras coladgenas, em todos os dias
e entre os grupos testados (MARTINS et al., 2006).

Pesquisa recente mostrou a eficacia do uso de extrato da Musa sapientum no leito das
feridas, com grande poder de cicatrizacdo quando comparado ao grupo controle, além disso
o0 estudo em questdo comparou este extrato com Aloe Vera, colagenase, substancias
utiizadas em protocolos definidos no tratamento de feridas (ALVES, MACHADO,
NORONHA, 2011).

Atualmente ha um grande interesse no isolamento e identificacdo de compostos ativos
naturais, 0s quais apresentam diversas e potentes atividades biol6gicas.

Ainda assim, ha uma baixa produtividade e pesquisas no que se refere a identificacdo
de PN que poderao ser util como instrumento para pesquisa biolégica ou como protétipos de
farmacos e outras substancias de interesse (PUPO, GALLO E VIEIRA, 2007).

Dentre as substancias naturais utilizadas no auxilio da cicatrizacdo de feridas
cutdneas destacam-se a tintura de confrei (Symphytum officinale L.) (CARVALHO et
al.,1991), a papaina (SANCHEZ NETO,1993; NOGUEIRA et al., 2005), a babosa (Aloe vera)
associada ao propolis (DORNELES et al., 2003), o acucar adicionado ao mel (PRATA et
al.,1988) a caléndula (Calendula officinallis) (FERNANDES, 2003; NETO et al.,, 1996),
extrato aquoso do trigo (Triticum vulgare) (MATERA et al.,, 2002), 6leo de girassol
(Helianthus annuus) (MARQUES et al., 2004), a arnica (Solidago microglossa DC) (NETO,
2001), rosa mosqueta (Rosa aff. rubiginosa) (MARCHINI et al., 1988).

Na ultima década o estudo quimico e farmacoldgico de organismos marinhos tem
despertado o interesse de muitos, e desta forma favorecendo a descoberta de novas
substancias quimicas bioativas que possam apresentar um uso terapéutico. Este tipo de
pesquisa foi negligenciado por muitos anos no Brasil, embora este seja um pais com um
vasto territorio, porém possui como principal foco de estudo as plantas. Assim sendo, a
fauna brasileira tdo pouco conhecida, ainda tem muito a ser trilhada, a partir de estudos que

visem & caracterizacdo de PNM bioativos inovadores (KOSSUGA et al, 2007).

1.3.4 CNIDARIOS

O termo Cnidaria origina-se do grego “knide”, que significa “urtiga”, denominando
assim o filo que se caracteriza por animais em cujo tecido encontram- se células urticantes
denominadas cnidécitos. Estes animais vém causando interesse farmacolégico devido ao

sua composicao quimica ja conhecida (NEVES et al., 2007).
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Sao animais diploblasticos, com apenas dois epitélios (epiderme e gastroderme)
separados por uma camada denominada mesogléia. Possuem apenas uma cavidade
corpérea denominada cavidade gastrovascular com apenas uma abertura para o ambiente,
a boca (RABELLO, 2007)

Em sua predominancia, os cnidarios habitam aguas rasas, e as formas sésseis sao
abundantes nas costas rochosas ou nas formagdes coralinas nas aguas tropicais, além de
ser um grupo de animais marinhos, porém apresentam representantes, como hidras e
alguns poucos hidrozoarios, que séo dulcicolas (RUPPERT, 2004).

O filo Cnidaria é subdividido em 4 classes: Hydrozoa (hidras, hidréides, hidromedusas,
caravelas), Scyphozoa (aguas-vivas), Cubozoa (medusas altas, cubiformes) e Anthozoa
(anémonas-do-mar, corais, gorgonaceos) (BARNES et al.,1995).

Os animais que representam o filo Cnidario sdo bastante diversificados apresentando
uma organizacdo corporal que pode ser em forma de polipo e/ou de medusa. Alguns se
destacam por possuirem apenas a forma de pdlipos no ciclo de vida, como é o caso do
subfilo Anthozoaria, com a classe Anthozoa, outros apresentam alternancia entre pdélipo e
medusa o subfilo Medusozoa, com as classes Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoae Staurozoa
(DA SILVEIRA e MORANDINI, 2011).

Os Cnidérios antozoarios sdo um grupo de organismos que apresenta grande
variedade de formas, tamanhos e cores, presentes em todo o mundo de formas coloniais ou
solitarias, abissais ou em regides costeiras (SOARES et al., 2006).

O litoral tropical é definido por dois grupamentos principais: estuarios e recifes, este
ultimo séo cerca de 15% do fundo marinho entre 0 e 30 m de profundidade, se destacando
pelo aspecto fisico — protegendo as regides costeiras da acdo do mar; Biolégico — pela
abundéancia de organismos; e Bioquimico — Produzindo matéria-prima para pesquisa na area
da quimica e farmacologia (RABELLO, 2007).

1.3.4.1 Zoantideos

A Familia Zoanthidae refere-se a um grupo de organismos sésseis predominantes nas
regides tropicais, especialmente em formagdes de recifes, estes organismos ficam expostos
a alteracdo da maré (subida e descida), podendo ficar por longo periodo emersos
(RABELLO, 2007).

Segundo Soares et al. (2006), os zoantideos sé@o cnidarios polipdides que habitam as
zonas costeiras, sendo exclusivamente de vida marinha, sendo o género Palythoa

caracterizado pela incorporacdo de gréo de sedimento nos tecidos da parede corporal, ja a
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espécie Palythoa caribaeorum (Duchassaing & Michelotti, 1860) forma suas col6nias como
um “tapete” que ficam submersos (Figura 1.4 — a), porém quando expostos ao longo da
maré baixa, tem a capacidade de produzir um muco (popularmente conhecido como baba-
de-boi) com a finalidade de proteger-se da dessecacéo.

O P. caribaeorum (Figura 1.4 — b) é o antozoario com a maior taxa de crescimento,
podendo crescer sobre quase todos os invertebrados sésseis no recife, sendo considerado
um 6timo competidor nos ecossistemas (SUCHANEK e GREEN, 1981). Existe unicamente
sob a forma polipo e vive em coldénia de ambientes recifais até 10 m de profundidade
(KOEHL, 1977). Os podlipos, com medidas entre 5 e 10 mm de diametro, formam um tapete
unidos firmemente uns aos outro pelo cenénquima espesso onde s6 o disco oral € aparente
(Figura 1.4 — ¢) (BOSCOLO e SILVEIRA, 2005).

Figura 1.4 - Palythoa caribaeorum. a) Coldnias organizadas em tapetes na superficie do

recife, b) Polipos abertos (coldnias submersas) ¢) Pélipos retraidos (colénias expostas).
Fonte: MELO et al., 2012

A espécie P. caribaeorum é comum na zona entre marés rasa e na regiao sublitoral
(RABELLO, 2007). Esta espécie possui uma ampla distribuicdo no atlantico, sendo um
concorrente agressivo a animais que convivam no mesmo ambiente, competindo por
recursos vitais, além de ser mais tolerante a variabilidade ambiental alta, porém ainda
existem diversos processos ecoldgicos e efeitos que este poderia cumprir na estrutura de
comunidades de recifes, que abrangem seu dominio, que ainda permanecem
desconhecidos (MEDONCA-NETO et al., 2008).

As colbnias de P. Caribaeorum sdo bem desenvolvidas e distribuidas nos recifes
brasileiros, sendo que sua distribuicdo e composi¢cdo variam conforme o ambiente geral e
geografico, diferenciando os processos ecoldgicos e os diversos tipos de comunidades,
assim, se apresentam em recifes rochosos na costa sudeste brasileiro, ja no litoral
nordestino, os elementos dominantes sao recifes de corais e de arenito (MEDONCA-NETO

et al., 2008).
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Os trés locais onde o P. Caribaecorum tem maior predominancia no litoral
pernambucano apresentam caracteristicas diferentes: Piedade (Figura 1.5 — a) € uma praia
urbana influenciada pela atividade humana; Guadalupe (Figura 1.5 — b) € uma é&rea
protegida ambientalmente, e Suape (Figura 1.5 — ¢) é uma praia, sob a influéncia de um
complexo industrial portuario. Resultados de estudo desenvolvido por Melo et al. (2012),
confirmam a hip6tese de que diferentes formas de pressdo ambiental exerce uma influéncia
direta sobre a biossintese de metabdlitos secundarios e sdo responséaveis pela inibicéo,
producgdo, ou ambos, de substancias toxicas, bem como as altera¢des na estrutura quimica

de moléculas bioativas.

Figura 1.5 - Praias localizadas no litoral sul do estado de Pernambuco, que possuem
colénias de Palythoa caribaeorum. a) Piedade, b) Guadalupe, ¢) Suape
Fonte: MELO et al., 2012

Ha relatos populares, principalmente de pescadores, que utilizam o “baba-de-boi”
como analgésico e antiinflamatério tépico, sendo o muco aplicado diretamente sobre as
feridas. Porém estudos sobre a espécie P. caribaeorum e seus componentes bioativos ainda
sdo poucos explorados, tendo como objetivo central nesta area o estudo da palitoxina (PTX)
e seus analogos, que sdo metabdlitos secundarios ndo protéicos altamente toxico, que tem
como acgéo principal o bloqueio da Na+/K+-ATPase e formacdo de poros permeaveis a
cations nas membranas plasméticas (NOBRE et al., 2008).

A PTX, é descrita como a mais potente toxina marinha, sendo encontrada (ou
produzida) principalmente em zoantideos, ela ndo afeta todas espécies, certamente pela
diferenca de resisténcia/tolerancia a metabdlitos secundarios téxicos (MEDONCA-NETO et
al., 2008).

Os estudos quimicos, farmacologicos e toxicolégicos realizados com organismos
marinhos baseiam-se no estudo dos metabdlitos secundarios (terpenos, alcaldides,
esteroides, alguns peptideos ciclicos, etc.). Os estudos com cnidarios tiveram um aumento a

partir do inicio dos anos 60 com o descobrimento das prostaglandinas em varias espécies
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de corais moles do Caribe, em particular Plexaura homomalla (Weinheimer & Spraggins,
1969), colocando em evidéncia o potencial destes organismos como produtores de
compostos de interesse biologico e farmacolégico (SOARES et al., 2006).

Ha alguns anos, amostras de P. caribaeorum vém sendo coletadas em diferentes
trechos do litoral sul pernambucano e submetidas a estudos farmacol6gicos. Em 2006,
Soares et al. observaram que as populagbes pernambucanas de P. caribaeorum néo
apresentavam toxicidade em camundongos (nenhuma mortalidade observada com doses de
até 2000 mg/Kg) e ndo induziam efeitos deletérios nos sistemas nervoso central e
autbnomo. Ainda neste estudo, os pesquisadores identificaram uma significativa atividade
analgésica em camundongos quando tratados com extratos hidroacodlicos deste zoantideo.

Dando continuidade aos estudos toxicoldgicos, ainda em 2006, Melo et al. testou
amostras das praias de Piedade, Suape e Guadalupe frente a Artemia salina, observando
toxicidade relevante (DLso de 24,2 ug/mL) em apenas uma amostra coletada em Guadalupe,
em época chuvosa. Entretanto, andlises cromatograficas dos extratos da amostra nao
demonstraram a presenca de palitoxina ou analogos. Por outro lado, estas analises
demonstraram moléculas majoritarias de baixa toxicidade, correspondente & uma mistura
ternaria de esterdides do ndcleo colestano.

A baixa toxicidade das amostras coletadas no litoral pernambucano corrobora com os
relatos populares. Segundo Soares et al. (2006), principalmente pescadores do litoral sul,
utiizam o muco liberado pelo P. caribaeorum para estancar sangramentos e como
analgésico e antiinflamatorio tépicos, sendo o muco aplicado diretamente sobre as feridas
abertas. Os relatos afirmam que o muco também acelera a cicatrizagdo destas feridas.

Além do efeito direto sobre o processo de cicatrizacdo, Nobre et al. (2008),
trabalhando com amostras dializadas e ndo dializadas do muco obtiveram interessantes
efeitos, traduzidos por uma forte atividade aglutinante sobre hemacias humanas e ainda
uma importante acgédo inibitéria de hemorragia.

Recentes ensaios realizados utilizando o uso tépico do muco bruto produzido pelo
zoantideo em questdo, sobre o processo de reparo tecidual, demonstraram um aumento
relativo da proliferacéo fibroblastica e vascular nos tecidos tratados, além de uma evidente
reepitelizacdo e colagenizacdo (SILVA et al., 2010).

Estas descricbes ressaltam a riqueza deste material como fonte de compostos
biologicamente ativos, se fazendo necessérias investigacbes mais profundas sobre as
propriedades farmacolégicas deste muco liberado pelo P. caribaeorum. Estudos nesta

vertente se mostram inovadores, tendo grande impacto econémico e social (ja& que utiliza
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produto natural e bastante abundante no litoral brasileiro), além de utilizar inovacdes
biotecnoldgicas aplicadas a saude.
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2.1 RESUMO

Palythoa caribaerum é um zoantideo abundante no litoral pernambucano que produz um
muco, capaz de proteger a coldnia da dessecagao, popularmente conhecido como “baba-de-
boi”. Estudos demonstram relevante agao microbioldgica, aglutinante em hemécias
humanas e importante acéo inibitéria da hemorragia induzida por peconhas de jararacas.
Ademais, relatos populares descrevem a acao cicatrizante. Este trabalho visa avaliar a acdo
cicatrizante de extratos organicos do muco produzido pelo zoantideo Palythoa Caribaeorum.
O muco foi coletado na Praia de Suape, litoral sul de Pernambuco. As amostras foram
concentradas por centrifugacdes e liofilizadas. Para os ensaios de cicatriza¢éo, o lidfilo foi
submetido a extracdo a frio em etanol (85%) e em seguida incorporada em formulacdes
semi-sélidas tipo gel de Natrosol®. O tratamento tdpico foi realizado diariamente apés o
procedimento cirurgico utilizando solugéo topica tipo gel com 4% de extrato. Em tempos pré-
determinados, os animais foram sacrificados, as areas das lesdes removidas, fixadas e
processadas para analises histomorfolégicas. Para os estudos fitoquimicos, o liéfilo foi
submetido a extracdo por esgotamento a frio em metanol, n-butanol, acetato de etila e 4gua
e em seguida analisado por cromatografia em camada delgada. O estudo de reparo tecidual
revelou a presenca de crosta, aumento da proliferagéo fibroblastica e vascular, além de
evidente reepitelizacdo e colagenizacdo ao longo do tratamento. Nos ensaios fotoquimicos
foram evidenciadas a presenca de terpeno e uma marcante presenca de fracbes de
aclcares redutores. Os resultados demonstraram negativos para proantocianidinas,
flavonoides e acido galico. Assim, o extrato do muco do Palythoa caribaeorum demonstrou

ser capaz de auxiliar o reparo tecidual de feridas abertas em ratos Wistar.

PALAVRAS-CHAVE: Zoantideo, Palythoa caribaeorum, reparo tecidual, fitoquimica.



21

2.2 ABSTRACT

Palythoa caribaerum is a zoanthid abundant in Pernambuco coast that produce
mucus, which can protect the colony from desiccation, popularly known as "baba-de-
boi". Studies demonstrate relevant microbiological action, binder in human
erythrocytes and important inhibitory action of venom-induced hemorrhage of pit
vipers. Moreover, popular accounts describe the healing action. This study aims to
evaluate the healing action of organic extracts of mucus produced by zoanthid
Palythoa caribaeorum. The mucus was collected at Praia de Suape, southern coast
of Pernambuco. The samples were concentrated by centrifugation and lyophilized.
For tests with cicatrization, liéfilo was subjected to extraction with cold ethanol (85%)
and then incorporated into semi-solid formulations of gel-like Natrosol®. Topical
treatment was performed daily after surgery using gel with 4% de extract. At
predetermined times, animals were sacrificed, the areas of the lesions removed, fixed
and processed for histomorphological analysis. For phytochemical studies, the
lyophilo was subjected to extraction by depletion cold methanol, n-butanol, ethyl
acetate and water and then analyzed by thin layer chromatography. The study of
repair tissue revealed the presence of crust, increased fibroblast proliferation and
vascular as well as significant reepithelialization and collagen throughout the
treatment. In photochemical tests showed the presence of terpene and a marked
presence of fractions of reducing sugars. The results showed negative for
proanthocyanidins, flavonoids and gallic acid. So, extract the mucus Palythoa

caribaeorum proved able to assist tissue repair open wounds in Wistar rats.

Keywords: Zoanthid, Palythoa caribaeorum, tissue repair, phytochemistry.
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2.3 INTRODUCAO

O objetivo do processo de cicatrizacdo, apds uma leséo nos tecidos é o de restaurar a
continuidade entre as margens da lesdo e restabelecer a funcao dos tecidos lesados (RIBAS
et al., 2006). A principal barreira de protecao do organismo humano é a pele, desenvolvendo
além da funcdo de protecdo fisica, a defesa contra agentes externos e nocivos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Uma ferida é instalada quando ha interrupcdo da continuidade da pele, estando
associada a processo inflamatério. Normalmente esse processo € autolimitante, envolvendo
algumas etapas como: remocéao de células mortas, depuracao de células de resposta aguda
e regeneracdo da matriz extracelular, a qual culmina com a cicatrizacao tecidual (OLIVEIRA,
2009).

Uma das caracteristicas comuns aos organismos vivos é a capacidade de
autoregeneracdo. A cicatrizacdo de feridas € um dos fatos que tém despertado bastante
interesse e varias sao as pesquisas que visam compreender este evento e desta forma
otimizar este processo (VITORINO FILHO, 2011).

Apesar de uma vasta diversidade terapéutica de substancias sintéticas existentes e
disponiveis atualmente no mercado, nos Ultimos anos tem surgindo um maior interesse por
parte de profissionais de salde no que se refere a substancias oriundas de produtos
naturais, provenientes tanto de vegetais como animais (GARROS et al., 2006). Nas ultimas
décadas, novas pesquisas vém sendo desenvolvidas no intuito de elucidar a agdo de novos
agentes naturais no processo de reparo de tecidos.

Os zoantideos sao animais pertencentes aos cnidarios, exclusivamente marinhos e
gue habitam os recifes costeiros (SOARES et al., 2006). A espécie Palythoa caribaerum é o
zoantideo mais abudante no litoral pernambucano, se destacando pelo fato de que quando
expostos a baixa maré produzem através de seus polipos um muco popularmente conhecido
como “baba-de-boi”, que tem como finalidade proteger a col6nia da dessecacéo.

Ha alguns anos, amostras de P. caribaeorum vém sendo coletadas em diferentes
trechos do litoral sul pernambucano e submetidas a estudos farmacolégicos. Em 2006,
Soares e colaboradores observaram que as populagdes pernambucanas de P. caribaeorum
ndo apresentavam toxicidade em camundongos até a dose de 2000 mg/Kg. Foi observado
que as amostras nao induziam efeitos deletérios nos sistemas nervoso central e autbnomo.
Ainda neste estudo, os pesquisadores identificaram uma significativa atividade analgésica

em camundongos quando tratados com extratos hidroacodlicos deste zoantideo. Esta baixa
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toxicidade das amostras coletadas no litoral pernambucano corrobora com os relatos
populares.

Segundo Soares e colaboradores (2006), pescadores do litoral sul, utilizam o muco
liberado pelo P. caribaeorum para estancar sangramentos e como analgésico e
antiinflamatorio tépicos. Conforme relatos, quando o muco € aplicado diretamente sobre as
feridas abertas sao visualizados uma rapida aceleracdo da cicatrizacdo do tecido lesado.
Recentes estudos relatam o uso topico do muco bruto produzido pelo zoantideo Palythoa
caribaeorum, conhecido vulgarmente como “baba-de-boi”, sobre o processo de reparo
tecidual em ratos Wistar. Nestes ensaios foram observados um aumento relativo da
proliferacdo fibroblastica e vascular nas feridas cirargicas dos animais tratados, além de
uma evidente reepitelizacdo e colagenizagcdo, demonstrando assim ser capaz de auxiliar no
processo de regeneracao tecidual (SILVA et al., 2010).

Nobre e colaboradores (2008) também relatam potente atividade aglutinante sobre
hemacias humanas e relevante acgdo inibitéria de hemorragia quando foram utilizadas
amostras do muco produzido pelo Palythoa caribaeorum dializadas e néo dializadas.

Desta forma, a busca de componentes bioativos presentes neste muco é de grande
interesse para que haja a comprovacao de sua agao farmacolégica. Com isso, esse estudo
objetiva investigar a acao de extrato organico (etandlico) do muco produzido pelo P.

caribaeorum no reparo tecidual.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.4.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

As amostras do muco produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum foram coletadas
na praia de Suape, situada no litoral sul do estado de Pernambuco. A etapa de coleta foi
realizada com a colaboragdo do Prof® Dr. Carlos Daniel Perez (Laboratério de
Biodiversidade da UFPE-CAV). O muco foi coletado a partir das colbnias, através de
estimulacdo digital (com auxilio de luvas). O material coletado foi transportado em caixas
térmicas hermeticamente fechadas e lacradas a 4°C, até o local final do armazenamento
(Laboratoério de Imunopatologia Keizo-Asami -LIKA/UFPE). As amostras bioldgicas de muco
do zoantideo Palythoa caribaeorum coletadas foram submetidas a trés ciclos de
centrifugacdo a 5.000 rpm, -4°C, durante 10 minutos, com a finalidade de concentrar a
amostra coletada. O material sedimentado foi submetido a congelamento (-80°C), e em

seguida liofilizado.
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2.4.2 ESTUDOS DE REPARO TECIDUAL IN VIVO

2.4.2.1 PREPARAGCAO DE EXTRATOS ETANOLICO A PARTIR DO MUCO PRODUZIDO PELO
ZOANTIDEO PALYTHOA CARIBAEORUM

As amostras liofilizadas foram submetidas a extracdo a frio com etanol a 85%, no
intuito de remover tanto os pigmentos como os lipideos presentes. Desta forma, 1g da
amostra liofilizada foi transferido para um recipiente contendo etanol (85%), de forma que
toda massa fosse coberta pelo solvente orgénico. Em seguida, o material foi submetido a
agitacdo mecéanica do tipo obliqua, durante 24h a 25°C. Esta etapa foi repetida por duas
vezes em todas as amostras. Em seguida, o material resultante foi filtrado com o auxilio de
papel de filtro. A amostra em po resultante foi submetida a evaporacdo do solvente em
dissecador e armazenada para posterior andlise de proteina e carboidrato e
consequentemente utilizada para preparacdo das formula¢des semisolidas tipo gel para uso

tdpico nos ensaios in vivo de reparo tecidual em ratos Wistar.

2.4.2.2 PREPARACAO DAS FORMULAGCOES SEMI-SOLIDAS TIPO GEL

Uma base galénica geleificante foi preparada, com caracteristica hidrofilica
empregando-se como polimero o hidroxmietilcelulose (Natrozol®250) comumente
empregado na farmacotécnica de formas farmacéuticas semisolidas. A esta base foi
incorporado o extrato etandlico do muco produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum.
Na preparacdo do gel base foi pesado separadamente o Natrosol®, Propilenoglicol (PEG),
Propil Parabeno (Nipazol®), Metil Parabeno (Nipagin®) e agua destilada (Figura 2.1). O
Nipagin® e Niparsol® foram solubilizados com auxilio de alcool e adicionados juntamente
com o Propilenoglicol ao recipiente contendo agua destilada sob agitacdo e aquecidos a
60°C. Em seguida o Natrosol® foi adicionado aos poucos a mistura, o qual permaneceu em
agitacdo por 2 horas até tornar-se completamente geleificada. Na preparagdo dos géis
contendo o extrato etandlico de muco, este foi previamente solubilizado em &gua e
adicionado ao gel sob agitacdo, ainda durante o processo de geleificacdo. Obtida a

dissolucdo, a mistura permaneceu em repouso a temperatura ambiente por 2 horas.
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Tabela 2.1- Preparacao da formulagéo semi-sélida tipo gel de Natroso®I (50 g)

COMPONENTES PESO %
HEC (Natrosol®) 0,59 1,0
Nipagim® 0,099 0,18
Nipazol® 0,019 0,02
PEG 2,59 5,0
H:O 45,99 91,8
Extrato etandlico 1,09 2,0

2.4.2.3 ESTUDO DO REPARO TECIDUAL

Para os ensaios in vivo de reparo tecidual foram utilizados ratos machos Wistar
pesando 200 a 300 g, procedentes do Biotério do Departamento de Nutricdo, UFPE. Os
animais foram mantidos em ambiente ventilado sob a temperatura controlada com ragéo e
dgua ad libitum. Os animais foram acondicionados sob condicdes de controle de
temperatura (22 + 2°C) e mantidos em ciclo de 12h:12h claro:escuro. Os protocolos
experimentais foram conduzidos de acordo com o protocolo da Comissdo de Etica em
Experimentacéo Animal (CEEA) da UFPE, Processo ne 23076.022086/2009-90.

Os animais (n=18) foram marcados e separados aleatoriamente em dois grupos
experimentais (n=9): A= animais que receberam o tratamento com o gel base (placebo); B=
animais que receberam o tratamento com o gel contendo o extrato etandlico do muco. Os
grupos experimentais (n=9) foram subdivididos em trés subgrupos (n=3) (A, B e C) de
acordo com o periodo de tratamento, 3, 7 e 14 dias, respectivamente. Os subgrupos de
animais foram acondicionados em gaiolas plasticas apresentando dimensfes de 60x50x22
cm.

Para o procedimento cirtrgico, os animais foram previamente anestesiados com uma
associacdo de ketamina/xilazina por via intramuscular na dose de 15 mg/kg e 50 mg/kg,
respectivamente. Cada animal foi pesado, e disposto em decubito dorsal sobre a mesa
operatoria e submetidos a depilagéo por tracdo manual. Com auxilio de uma punch metalico
foi incisado o fragmento cutéaneo de 7 mm? de diametro, no centro da area depilada, até a
exposi¢cdo da fascia muscular dorsal (PRATA et al., 1988). A hemostasia foi realizada
através de leve compressdo com auxilio de gaze sobre o leito cirtrgico, por cinco minutos
(SEGUNDO et al., 2007). As aplicagcbes do gel base e do gel contendo o extrato etandlico

do muco (4% de extrato no gel) foram realizadas imediatamente apds a cirurgia,
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diariamente, uma vez ao dia e no mesmo horario durante os dias determinados (3, 7 e 14
dias).

Todos os animais foram examinados diariamente quanto as suas condi¢des fisicas
(mobilidade, disenteria e ritmia). Ademais, as feridas foram avaliadas observando-se a
presenca de crosta, secrecdo ou necrose. As feridas foram medidas diariamente com o
auxilio de um paquimetro digital. Para o célculo da &rea das feridas, foi realizada a medicao
de suas bordas no momento da bidpsia, observando-se o maior e menor didmetro. A partir
desses elementos, a area foi calculada, utilizando-se a equacdo matematica recomendada
por Coelho et al., (1999), A = 11. R. r, onde A corresponde a area da ferida; R o raio maior da
ferida e r o raio menor da ferida. Neste experimento R e r corresponderam ao raio de ferida
no sentido cranio-caudal e latero-lateral, respectivamente. O calculo do grau de contragéo
foi expresso em percentual, utilizando-se as equag¢des matematicas propostas por Coelho et
al. (1999), 100 x (Wo- Wi )/ Wo = M £ DP, onde : Wo = éarea inicial da ferida; Wi = area da
ferida no dia da bidpsia ( 3, 7 e 14 dias).

Em tempos pré-determinados os animais foram sacrificados por eutanasia com
overdose de anestésico (urethame 1,25 g/kg), em seguida as areas das lesdes foram
removidas e conservadas em solucdo de formaldeido tamponada a 10% e posteriormente
submetidas a desidratacdo e diafanizacdo. Os espécimes foram inclusos em blocos de
parafina para a realizagdo de cortes em microtomo. Consecutivamente foram submetidas a
coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H.E.) para avaliagdo histolégica do processo de
cicatrizacao, contabilizando-se as células inflamatérias, fibroblastos, presenca de vasos
sanguineos, e a coloracdo Picrosirius - Hematoxilina foi utilizada para subsequente
avaliacdo da porcentagem de fibras colagenas existentes nos locais de fibrose do intersticio.

A analise histopatoldgica foi realizada utilizando um sistema de captura de imagens
composto por uma camera fotografica Nikon acoplada a um computador. Através do
software ScopePhoto, foram definidos campos para contagem das células. Nas analises
morfométricas, as células inflamatérias, vasos sanguineos, fibroblastos e fibras colagenas
foram contabilizados em software estatistico GMC .

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo, e testes com andlise de
variancia (ANOVA). O teste T Student foi empregado para comparar as significancias

estatisticas entre os grupos controle e experimentais P > 0.05.

2.4.3 ABORDAGEM BIOQUIMICA E FITOQUIMCA

2.4.3.1 PREPARACAO DE EXTRATOS ORGANICOS
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As amostras brutas, ap0s processo de concentracdo por centrifugacdo e liofilizacdo
foram pesadas para o preparo dos extratos metandlico, aquoso, n-butandlico e acetato de
etila. A extracdo se iniciou com a adicdo de metanol sob infusdo, permanecendo sob
agitacdo por 20 minutos. Em seguida o material foi filtrado e mantido em metanol. Ao
material restante foi adicionada uma nova quantidade de metanol sendo repetido o processo
por mais uma vez. O filtrado metandlico foi rotaevaporado até secura. O extrato metandlico
foi ressuspenso com agua destilada até um volume final de 80 mL. O extrato aquoso foi
particionado em funil de decantacado, onde foi adicionado o mesmo volume de acetato de
etila (1:1). Apés separacao das fases, foi decantada a fracdo de acetato de etila e repetido,
para o extrato aquoso, o procedimento com o n-butanol. Por fim, o extrato aquoso foi
liofilizado, sendo este denominado de extrato aquoso final, e os extratos com acetato de
etila e n-butanol foram rotaevaporados, até um volume final aproximadamente de 30 mL, em
seguida estes extratos foram utilizados para a pesquisa fitoquimica, através de

cromatografia de camada delgada (CCD).

2.4.3.2 DETERMINAGCAO DE PROTEINAS

Para se determinar a presenca de proteinas totais nos extratos organicos obtidos do
muco produzido Palythoa caribaeorum foi utilizado o método quantitativo de Lowry (1951). O
principio deste método baseia-se numa mistura contendo molibdato, tungstato e &cido
fosférico, reagente Folin-Ciocalteau, que sofre uma redugdo quando reage com proteinas,
na presenca do cobre e produz um composto com absor¢do méaxima em 750 nm.

Para determinacdo da curva padrdo uma solucdo estoque de albumina (1 mg/mL) foi
preparada. A partir da solu¢do foram obtidas amostras nas concentracdes finais de 100,
200, 400, 600, 800 e 1000 pg/ml. A partir das diluices obtidas, foram retiradas aliquotas de
200 pl e distribuidas em 7 tubos de ensaio. Em seguida foram adicionado 2 mL da solugéo A
[Tartarato de Sédio e Potassio (KNaC4;H,054H,0) a 2% (p/v), Sulfato de Cobre
(CuS0,4.5H,0) a 1% (p/v) e Carbonato de Sédio Anidro a 2% em NaOH 0,1M (Na,COs3)],
permanecendo em repouso por 10 minutos. Em seguida, foram acrescentados 200 pul da
solucdo B (reagente de Folin com agua destilada), colocando as amostras em repouso por
30 minutos.

Para amostra branca foi adicionado em tudo de ensaio, 200 pl de agua destilada, 2
mL a solucdo A e 200 ul da solucédo B. Para quantificar a presenca de proteinas presente
nas amostras do muco, foi realizada uma pré-diluicdo da amostra em agua destilada

(obtendo uma concentracédo de 1mg/ml). Em um tubo de ensaio foram adicionados 200 pl da
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amostra e acrescentaram-se 2 ml da solugéo A e 200 pl da solucéo B, obedecendo o tempo
determinado para cada fase. Em seguida as aliquotas foram levadas ao espectrofotdbmetro
para leitura em absorbancia de 750 nm. Todas as leituras foram realizadas em triplicata.

2.4.3.3 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS

As amostras brutas liofilizadas e extratos orgénicos obtidos do muco produzido pelo
zoantideo Palythoa caribaeorum, foram submetidas a método qualitativo do Acido 3,5
Dinitrissalicilico (DNS), proposto por Miller (1959), no intuito de se detectar a presenca de
carboidratos. Este reagente é utilizado para detectar a reducdo de hidratos de carbono,
detectando-se a presenca de carboidratos em amostras biol6gicas. Este é um método
qualitativo de coloragéo, que afirma se ha ou ndo moléculas redutoras na amostra com base
na cor da mistura e em sua absorbancia. A cor inicial € modificada quando se mistura o
reagente DNS e a amostra, submetendo a aquecimento em banho-maria a 100°C durante
10 minutos.

Para identificar a presenca de carboidratos nas amostras do muco, foi realizada uma
pré-diluicdo da amostra em agua (10 mg amostra/10 ml H,0). Em tubo de ensaio adicionou-
se 1ml da amostra e em seguida 1 ml do reagente DNS. Consequentemente as amostras
foram submetidas a aquecimento em banho-Maria a 100°C durante 10 minutos. No intuito de
padronizar a analise, uma aliquota de 1 ml (1 mg/ml) de amido solubilizado em agua foi
adicionado a 1ml de reagente DNS. Este foi utilizado como controle (presenca de agucares
redutores). Sabe-se, portanto, que um resultado positivo apresenta uma coloragdo
escurecida (avermelhada), determinando assim a presenca de agucares redutores na
amostra. A absorbancia que caracteriza a presenca de carboidrato redutor na amostra deve
ser superior a 1,0 quando determinada a 540 nm por espectrofotometria. Quando ndo ha

reducdo, a cor se mantém amarela e a absorbancia varia entre 0,03 - 0,5.

2.4.3.4 SCREENING FITOQUIMICO

Para abordagem fitoquimica foram preparados extratos etandlico, acetato de etilico,
metandlico, n-butandlico e aquoso por esgotamento a frio.

A amostra bruta, apés liofilizada e pesada, foi submetida a processos de extragéo por
esgotamento a frio utilizando a seguinte série de solventes organicos: metanol, aquoso, N-
butanol, acetato de etila. A extragdo se iniciou adicionando o metanol sob infuséo,

permanecendo em agitacdo por 20 minutos. A mistura foi filtrada, obtendo-se um filtrado
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metandlico. Ao residuo resultante foi adicionado metanol novamente, repetido 0 processo
por duas vezes. O filtrado metandlico foi rotaevaporado até secura em banho Maria a 40 °C.
O extrato metandlico foi ressuspenso em agua destilada e permaneceu em agitacéo por 20
minutos. Parte do extrato aquoso obtido foi denominada extrato hidrometandlico (extrato
aquoso advindo do metanol). Uma outra parte foi particionado em funil de decantac&o, onde
foi adicionado o mesmo volume de acetato de etila (1:1). ApGs separacdo das fases, foi
decantada a fracdo de acetato de etila e repetido, com extrato aquoso, o procedimento com
o n-butanol. Por fim, o extrato aquoso foi liofilizado, sendo este denominado de extrato
aquoso final. Os extratos com acetato de etila e n-butanol foram rotaevaporados, em banho
Maria a 40 °C até um volume final aproximadamente de 30 mL.

Todos os extratos orgéanicos obtidos foram utilizados para a abordagem fitoquimica,
através de cromatografia de camada delgada (CCD). Nos ensaios cromatograficos foram
aplicados 15 pL de cada extrato organico em placas de silica Gel 60 F254 + 366 Merk (20 x
20 cm). Para o desenvolvimento dos cromatogramas foram aplicadas diversas fases méveis
e reagentes adequados evidenciando os principais tipos de metabdlitos investigados:
alcalbides, terpenoides, flavondides, proantocianidinas, acido galico e agucares redutores
(Tabela 2.2).

Para pesquisa de acucares foi realizada ainda uma hidrélise com a amostra, com a
finalidade de identificar sacarideos menores (mono e dissacarideos) nas amostras,nos
seguintes extratos: Aquoso e Etanodlico. Para tal atividade, o material foi pesado e
solubilizado em agua destilada, verificando o pH do volume final, sendo este igual a 5,0. O
material foi transportado para uma ampola, onde foi adicionado acido cloridrico e em
seguida fechou-se com auxilio de chama quente. A ampola foi levada a estufa por trés
horas, com temperatura variando entre 90 e 95°C. Apés as trés horas, a amostra foi dosada

com hidréxido de sodio até que o pH permanecesse neutro.



Tabela 2.2

tipo de extratos, sistemas de solventes, reveladores e padrdes.
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Identificacdo dos metabdlitos do muco produzido pelo Palythoa caribaeorum em CCD,

Metabdlitos Extrato Sistema Revelador Padrbes
N- butanol, AcOEt- .
3 » Dragendorff (Deteccéo de i i
Alcaldides Metandlico, Acetato HCOOH- ) Pilocarpina
) manchas alaranjadas)
de Etila e Aquoso AcOH-H,0O
N- butanol, AcOET- Vanilina cloridrica
Proantocianidinas Metandlico, Acetato HCOOH- (visualizagdo em espectro Epicatequina
de Etila e Aquoso. AcOH- H,0O luz visivel)
NEU
Flavonoides N-,l?utanol, ACOEt: Bandas fluorescentes para  quercetina e
. . Metandlico, Acetato HCOOh- T o aslfigs
umarinas i i}
de Etila e Aquoso. AcOH- H,O alaranjada, amarela ou
verde para cumarinas)
N- butanol,
- Tolueno- )
Terpenos Metanolico, Acetato at B-citosterol
acetato .
de Etila e Aquoso Liebermann Burchard
glicose,
i N- butanol, galactose,
Acucares - ACET-N- )
Metanalico, Acetato Timol sacarose,
Redutores ) Propanol-H20
de Etila e Aquoso manose e
ribose
N- butanol, AcOEt-
Acido Galico Metandlico, Acetato HCOOh- NEU Acido galico
de Etila e Aquoso AcOH-H20

2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 ESTUDO DO REPARO TECIDUAL EM LESOES INDUZIDAS EM RATOS WISTAR

As amostras brutas centrifugadas e liofilizadas do muco produzido pelo zoantideo

Palythoa caribaeorum foram submetidas a extragdo a frio com etanol a 85%. O extrato
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etandlico resultante foi incorporado em géis de natrosol® e subsequentemente utilizado nos
ensaios de reparo tecidual em ratos machos Wistar.

As formulacdes em géis de natrosol®. contendo o extrato etandlico do muco obtidas
apresentaram, consiténcia viscosa, cor levemente esverdeado, pH 6.9. Para controle da
qualidade do gel, este foi avaliado com periodo de 7, 15 e 30 dias, onde foi constatado que
ndo houve variacdo de consisténcia e do pH (6.9; 6.8; 6.8; respectivamente).

O procedimento operatorio realizado nos animais dos grupos experimentais controle e
tratado transcorreu sem complicacdes, ndo ocorrendo Obitos, sendo a recuperacdo bem
sucedida nos grupos experimentais estudados. Adotaram-se no presente estudo os dias 03,
07 e 14 para analise dos parametros. Estudos demonstraram que estes sdo o0s dias mais
significantes para o estudo do processo de reparacgdo tecidual da pele (GARROS et al.,
2006). A regiao dorsal do rato, escolhida para promover a lesédo, tem por finalidade evitar
que o préprio animal conseguisse atingi-la, além de ser modelo experimental de ferida
cirirgica aberta bastante conhecida (AUERSVALD, 2001).

As avaliagbes diarias demonstraram adequada recuperacdo, presenca de atividade
fisica e disposicdo para alimentarem-se no grupo controle, animais tratados com Gel
natrosol® base e grupo tratado com gel natrosol® contendo extrato etanélico do muco
produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum, respectivamente.

Analisando macroscopicamente a evolugdo das feridas nos grupos experimentais,
ndo foi observado exsudacdo até o 14°dia p6s operatério (P.O.) nos animais. Segundo
Vasconcelos e colaboradores (2007) a formacdo de exsudato prejudica o processo de
reparo tecidual, uma vez que o exsudato € capaz de promover a desagregacao do tecido de
granulacdo em formacao e o desenvolvimento de micro-organismos. A presenca de liquidos
em ferimentos interfere no processo de crescimento bacteriano, dificulta a formacdo de
tecido de granulacdo e repitelizacdo, desta forma os fluidos em feridas interferem
negativamente na contragdo cicatricial (BARBUDO et al., 2001).

No grupo tratado (Gel; extrato etandlico) foi visualizado, a partir do 3° dia P.O. a
presenca de uma crosta fibrino-leucocitaria espessa enquanto no grupo controle (Gel base),
uma delicada crosta (figura 2.1). Ao 7° dia de PO (pés-operatorio) no grupo tratado ainda foi
visualizada uma espessa crosta que se destacou espontaneamente, culminando com uma
reepitelizacdo e crescimento de pélos nol4° dia PO. Conforme a literatura uma ferida ao
sofrer agressoes € isolada do meio ambiente apds ser preenchida por coagulos, fibrinas e
exsudato, formando uma crosta que recobre a ferida (MARTINS et al., 2006). Achados
histolégicos e clinicos consideram a formacdo de uma crosta maior como sinal positivo no

reparo, comprovado histologicamente, apresentando uma maior formacdo de vasos
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sanguineos, infiltrado inflamatdrio e fibras coladgenas. E importante frisar que a formacéo de
crosta em uma ferida n&o exsudativa pode favorecer o processo de cicatrizacdo (OLIVEIRA,

1992).

Figura 2.1 Microfotografia da ferida cirargica apés o PO ao longo do tratamento: (1) = 3 dias PO; (2) =
7 dias PO; (3) = 14 dias PO. Grupos experimentais: A= Gel - base; B= Gel-extrato etandlico obtido a
partir do muco produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum.

Analisando os dados das areas da ferida nos grupos controle (Gel base) e tratado
(Gel: extrato etandlico) foi observado uma diminuicdo progressiva em ambos 0s grupos
(figura 2.2). Comparando entre grupos observou-se uma reducdo significativa da area no
grupo tratado no 3° e 7° dia PO, evoluindo para o fechamento final da ferida no 12° dia PO,
este resultado aponta que o tratamento com o gel extrato etandlico foi capaz de reduzir a
area da ferida nos animais tratados significativamente, quando comparado aos animais do
grupo controle. Estudos relatam que a partir do 10° dia PO, que as feridas abertas
encontram-se praticamente cicatrizadas (ANTONIO, 2005; BARBUDO et al., 2001). Ao 14°
dia PO, foi observado que as feridas cutaneas produzidas nos grupos experimentais
apresentaram completa reducéo e crescimento de pélos quando comparadas ao dia zero.
Sabe-se que a reducdo de areas em feridas ocorre devido a retracdo das bordas da lesédo
por acdo das linhas de forca, conhecidas como linhas de Langer, determinadas pelos
sistemas fibrilares da pele, principalmente das fibras elasticas (COELHO et al.,1999).
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Figura 2.2. Avaliagdo das areas calculadas das feridas cirdrgicas nos grupos
experimentais:lll Gel base; [ Gel:extrato etandlico obtido a partir do muco produzido pelo
Zoantideo Palythoa caribaeorum. Os dados representados em M + D.P (n=3)

Segundo a literatura a diminuicdo da area da lesdo ocorre devido ao mecanismo de
contracao dos miofibroblastos, através de seus filamentos de actina que sao capazes de
reduzir a area da lesao facilitando a re-epitelizacdo (COELHO et al.,1999). A contracdo do
tecido de granulacdo, também pode ser visualizada pelo percentual médio de contracédo
(Tabela 2.3).

Tabela 2.3 Percentual médio de contragdo da ferida nos grupos experimentais (n=2) (M+DP).

Tempo Gel — Base Gel - Extrato
(Dias) (%) Etandlico
(%)
3 38,42 +7,8 57,05+8,6
8 77,73 +£4,12 83,47 +£1,08
15 100,00 = 0,00 100,00 = 0,00

De acordo com os dados apresentados, pode-se constatar que a contracdo das feridas
cirirgicas foi mais evidente no grupo tratado, em relacdo ao grupo controle, evoluindo
proporcionalmente ao tempo, esses resultados sdo concernentes ao encontrado na literatura
que afirma que as feridas devem regredir com o tempo (MARTINS et al., 2006). Em relacdo

ao percentual de cicatrizacdo observa-se que quanto mais proximo do fechamento da ferida
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cutanea, menor a for¢a de contragédo, demonstrando que apesar do arranjo da molécula do

colageno exercer efeito na diminuicdo da area da ferida.

2.5.2 Andlises histopatoldgicas e histomorfométricas das feridas cirurgicas durante o

reparo tecidual

Nas analises histopatolégicas das feridas abertas nos animais do grupo controle e
tratadas ao do 3° dia PO foi evidenciada em toda extensdo, a presenca de uma crosta
fibrino-leucocitaria sobre o tecido de granulacdo. Esses resultados se demonstram
condizente com a literatura. Esses resultados corroboram com os obtidos por Godeiro e
colaboradores (2010) os quais estudaram a acgdo cicatrizante de extratos obtidos de
produtos naturais e revelou que 0s animais tratados apresentavam a presenca da crosta
fibrino-leucocitaria, acentuado infiltrado de células PMN e detritos celulares ao 3° dia PO. A
partir do 7° dia PO, o grupo controle que apresentou macroscopicamente uma delicada
crosta, demonstrou discreta presenca de tecido de granulacdo, moderada presenca de
células inflamatorias, proliferagdo vascular e fibroblastica e uma discreta reepitelizacao
(Figura 2.3). Segundo Sampaio (2009), a reepitelizacao torna-se mais precoce quando ha
maior concentracdo de colageno, maior nimero de vasos sanguineos e precocidade de
granulacéo.

No grupo tratado onde foram evidenciados macroscopicamete uma acentuada crosta
fibrino-leucocitaria, observou-se uma moderada presenca de tecido de granulagdo e
proliferagdo vascular, intensa presenca de células inflamatoérias linfoplasmocitaria e
proliferagéo de fibroblastos, como também uma reepitelizacdo acentuada.

Segundo a literatura, a formacédo de crosta em uma ferida ndo exsudativa favorece o
processo de cicatrizacdo (GARROS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 1992). E na fase
inflamatoria que se tem a vasodilatagdo, aumento da permeabilidade capilar, ativacdo dos
fibroblastos e inducdo da formagéo do tecido de granulagdo (SAMPAIO, 2009). Sabe-se,
portanto que o fibroblasto, célula fundamental no processo de reparagdo do conjuntivo, &
responsavel pela sintese do material intercelular do tecido de granulacdo (COTRAN et al.,
2000). Somente na presenca dos fibroblastos € que ha diferenciacdo epidermal e a
deposicdo de proteina laminina, colageno tipo IV e VII, elementos essenciais no processo
cicatricial (EL-GHALBZOURI et al., 2002).

Conforme a literatura o 7° dia PO corresponde ao periodo de maior nimero de
fibroblastos no tecido (VASCONCELOS et al., 2007; COTRAN et al., 2000). Este evento foi

evidenciado de forma intensa no grupo tratado. Observou-se que havia grande quantidade
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de fibroblastos proliferados constituindo agregados compactos de células arranjadas de
forma multidirecional. Conforme Godeiro e colaboradores (2010), no sétimo dia, constata-se
reducdo de numero de células PMN e aumento significativo de macrofagos, vasos
sanguineos e fibroblastos, além de um intensa hiperplasia epitelial.

Estes achados sugerem que o muco produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum
beneficia o reparo tecidual, fato este, relatado pelos pescadores da regido litoranea do
Recife (SOARES et al., 2006).

Figura 2.3. Andlise histolégica de feridas cirargicas ao 7° dia PO: (A) Controle (Gel —base), (B)
Tratado (Gel- extrato etandlico). Legenda: Crosta fibrino-leucocitaria (C), Tecido de Granulagdo (G),
Fibroblasto (FB), célula inflamatéria (Cl) e vaso sanguineo (VS), Fibras colagenas (FC). Coloragéo
H.E e Picrosirius (40X e 400X).

Ao 14° dia PO o grupo controle apresentou um epitélio quase completamente
formado e discreta presenca de tecido de granulacgéo, infiltrado inflamatério e uma elevada
fibroplasia. No grupo tratado foi evidenciado uma completa formacdo do epitélio, sem
infiltrado inflamatorio e intensa fibroplasia, sendo possivel observar a presenca de intensa
vascularizagdo e de tecido conjuntivo neoformado (Figura 2.4). Sabe-se, portanto que a
reepitelizacdo e a angiogénese também contribui para resisténcia inicial. Depois da fase
proliferativa inicial, a resisténcia da ferida cresce significativamente, este aumento na
resisténcia da ferida ocorre durante o periodo de rapida fibroplasia, e acompanha
paralelamente o aumento no contetdo de colageno na ferida (COTRAN et al., 2000). A
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medida que novas fibras de colageno vao sendo depositadas, outras sao digeridas e
removidas pelas colagenases teciduais. Este evento foi evidenciado em ambos grupos

experimentais estudados neste trabalho.

Figura 2.4. Analise histologica de feridas cirGrgicas ao 14° dia PO: (A) Controle (Gel base), (B)
Tratado (Gel: extrato etandlico). Legenda: Crosta fibrinoleucocitaria (C), Reepitelizacdo (R),
Fibroblasto (FB). Coloracéo H.E e Picrosirius (40X e 400X).

A cicatrizacdo de feridas € um complexo processo multifatorial que resulta em
contracao periférica da lesdo e posterior restauracdo da funcdo de barreira da pele. O
reparo do tecido lesado advém de uma sequéncia de eventos, que inclui inflamacéo,
proliferacéo celular, migracédo de diferentes tipos de células, producdo de matriz extracelular
e remodelamento do tecido (DEGIM et al, 2002). E na fase inflamatéria que se tem a
vasodilatacédo, o aumento da permeabilidade capilar, a ativagdo dos fibroblastos e a inducdo
da formacéo do tecido de granulacdo (AMORIM et al., 2006).

Para melhor comprovac6es destes dados foram realizadas estudos histomorfométrica
de espécimes de tecidos das feridas cirurgicas ap0s coloracdo em Hematoxilina-Eosina
(H.E) e Picrosirius-Hematoxilina (P.H).

Nos estudos histomorfometrico foi evidenciada uma intensa presenca de células
inflamatérias ao 3° PO no grupo controle (307,8 + 87,2), enquanto o grupo tratado
demonstrou uma reducgdo significativa (63,1+ 32,2) (figura 2.3). Todavia ao longo do
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tratamento foi evidenciada uma reducéo significativa da inflamacdo aguda em ambos 0s
grupos experimentais.

Quanto ao nimero de vasos sanguineos observou-se que o0 grupo tratado demonstrou
uma reducdo significativa aos 3° dia PO (65,3+17,4) quando comparado ao controle
(230,0+73,9). Por outro lado ndo foi evidenciado diferenga significativa entre os tempos
analisados (7°,14° dias PO), nos grupos tratados e controle respectivamente (Figuras 2.5)
(p>0,05). Sabe-se portanto que a angiogénese aumenta o aporte de nutrientes e o0 ingresso
celular na regido afetada promovendo menor tempo de cicatrizacdo (BALBINO et al ,2005).

Sabe-se, que na fase da fibroplasia se da apds 48 horas da leséo. Os fibroblastos se
multiplicam e produzem o coldgeno. Ha também nesta fase, intensa proliferacao endotelial,
tendo como consequéncia a formacgéo de tecido de granulacdo (SANCHEZ et al , 1993). O
fibroblasto € uma célula reguladora por apresentar a dupla funcéo de sintese e reabsorcéo
de colageno, procurando manter o equilibrio quantitativo e qualitativo desta proteina
(SIMOES et al, 1985).

Nestes estudos foi evidenciado que ao 3° dia PO a proliferagdo de fibroblastos no
grupo tratado apresentou-se maior (147+37) quando comparado ao grupo controle
(40,1£11), com diferenga significativa entre os grupos (p<0,01) (figura 2.5). Por outro lado
entre os 7° e 14° dias PO foram visualizados intensa proliferacdo de fibroblastos em ambos
0s grupos experimentais. Como afirma MASINI e colaboradores (1986) a densidade dos
fibroblastos alcancam o méaximo entre 7° e 14° dias ap0s a injdria, sob a influéncia de
potentes fatores de crescimento. Vale salientar que no grupo tratado com Gel: extrato
etandlico foi encontrado valores maximos significativos (p>0,05) de fibroblastos ao 7° dia PO
(168,1+31,2), ocorrendo um decréscimo no 14° PO (137,9+ 24,4). Estes dados estdo de
acordo com os encontrados na literatura (GARROS et al, 2006). Estes resultados sugerem
gue o uso topico do Gel com o extrato etandlico do muco produzido pelo zoantideo Palythoa
caribaeorum antecipa a proliferacdo e o maior nimero de fibroblastos encontrados no 7° PO
no grupo tratado, favorecendo a cicatrizagéo.

Conforme a literatura, o aumento da densidade de fibras colagenas e suas
retratacdes, por sinérese, promovem a reducao do diametro de certo nimero de capilares, o
endotélio desses vasos prolifera para a luz causando sua obstrucdo, ocorre a diminuigdo do
fluxo sanguineo, determinando uma reducdo dos constituintes do tecido de granulagéo
(COELHO et al, 1999). Concernente a presenca de fibras coldgenas ndo foram
evidenciadas diferengas significativas do percentual de fibras colagenas nos grupos tratados
e controle respectivamente (p<0,05). Ao 7° dia PO, o processo de colagenizagcdo

apresentou-se similar entre o0s grupos experimentais (44,5t 11%; 53 £14,3%,
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respectivamente para os grupos de animais tratados e controle) (figura 2.5 D). Todavia, ao
14° dia PO tornou-se mais intensa em ambos 0S grupos experimentais, atingindo um
percentual de 60+ 9,9% e 61,8+ 9,6% para 0s grupos controle e tratado respectivamente,
porém um pouco mais acentuada no grupo experimental. Segundo Sampaio (2009), a
formacdo precoce de tecido de granulacdo é favorecida pela maior concentracdo de

coldgeno e vasos sanguineos.
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Figura 2.5 Andlise histomorfométrica das feridas cirirgicas obtidas a partir dos grupos experimentais
controle e tratado. Os animais foram tratados com: A= Células inflamatérias, B= Vasos sanguineos,

C=Fibroblastos, D= Fibras colagenas

Através destes dados foi possivel sugerir que o uso tépico do gel contendo o extrato
etandlico do muco produzido pelo Palythoa caribaeorum apresentou uma acéo direta ou

facilitadora na cicatrizacéo.
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2.5.3 ABORDAGEM BIOQUIMICA E FITOQUIMICA DE EXTRATOS ORGANICOS OBTIDOS DO

MUCO PRODUZIDO PELO ZOANTIDEO PALYTHOA CARIBAEORUM

2.5.3.1 DETERMINACAO DE PROTEINAS

A curva padrao foi obtida com o uso de solu¢des de concentracbes conhecidas
submetidas as reacfes colorimétricas especificas, lendo-se a absorbancia em
espectrofotometro (750nm).

Os dados obtidos das trés curvas de calibracdo da albumina foram ajustados
por analise de regressdo linear. O método espectrofotométrico apresentou
linearidade a 750nm para as concentracbes estudadas (100-1000 pg/mL™Y). A
equacao da regressao linear média obtida a partir de trés curvas de calibracao foi y
= 0,163x - 0,052. O coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,987, significando que
98,7 % da variacado total em torno da meédia sédo explicadas pela regressao linear.

Com base nesta equacéo foi calculada a concentracdo de proteinas presente
no material bruto concentrado por centrifugacéao e liofilizacdo e diferentes extratos

organicos obtidos (tabela 2.4).

Tabela 2.4 Determinacdo de proteinas totais dos extratos organicos obtidos do muco

produzido pelo Zoantideo pelo método colorimétrico de Lowry (1951).

Amostras PPT PPT

(1000 pg/ml) (ug/ml) M+dp (%)
Amostra bruta 1,857+0,338 0,185
Extrato etandlico 0,493+0,025 0,049
Extrato hidrometanoélico 1,074+0,079 0,107
Extrato aquoso 0,982+0,167 0,098
Extrato metandlico 0,718+0,162 0,071

2.5.3.2 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS

Os extratos organicos obtidos a partir do muco produzido pelo Zoantideo
Palythoa caribaeorum foram avaliados quanto a presenca de acucar redutor
utilizando o método qualitativo de DNS. Conforme demonstra as figuras 2.6 e 2.7,

uma acentuada mudanca na coloracdo dos extratos etandlico, aquoso e
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hidrometandlico, respectivamente foram visualizados. Estas amostras quando
submetidos a leitura em espectrofotbmetro a 540 nm apresentaram absorbéancia

acima de 1,0, comprovando assim a presenca de carboidratos.

Figura 2.6 Fotografia dos extratos apOs Figura 2.7 Fotografia dos extratos
andlise qualitativa de carboidrato pelo apoés andlise qualitativa de carboidrato
método de DNS: (A) DNS, (B) DNS + pelo método de DNS: (A) DNS (B)
extrato etandlico (C) DNS + extrato DNS + extrato hidrometandlico.
aquoso

2.5.3.3 SCREENING FITOQUIMICO

Na investigacao fitoquimica, extratos aquoso, metandlico, n-butandlico e acetato etilico
obtido a partir do liéfilo do muco produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum foram
aplicados em placas de silica Gel 60 Fjs4.+ 366 Merk de 20 x 20 cm. Apds desenvolvimento e
revelacdo das cromatoplacas foi possivel constatar a presenca ou auséncia de diversos
metabdlitos analisados (alcal6ides, Proantocianidinas, terpenos, acido galico e
carboidratos).

Para analise dos extratos a procura dos metabdlitos, foram utilizados os critérios de
comparacdo a cor produzida na placa pelos reagentes aplicados, especificos a cada
metabdlito, com as bandas produzidas pelos extratos em questdo. Além disso, foram
calculados os indices de retencdo dos compostos nas placas (Rf), que é definido como a
razdo entre a distancia percorrida pelo composto e a distancia percorrida pelo eluente, que
guando semelhantes com os apresentados pelos padrdes, podem ser comparados a
presenca de um composto especifico as amostras estudadas.

Neste estudo se constatou que as analises realizadas nos extratos aquosos,
metandlico, n-butandlico e acetato de etila ndo apresentam proantocianidinas condensadas
(Figura 2.8) nem alcaloides (Figura 2.9), ocorrendo, portanto divergéncia entre a coloragéo
do padrao e bandas obtidas, e nos Rf’s calculados. No que se refere a presenga de acido
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galico (Figura 2.10) e flavandides (Figura 2.12) os resultados demonstraram-se negativo, as
bandas apresentaram semelhangas nos Rfs, e divergentes na fluorescéncia quando
comparada ao padrdo. Quanto a presenca de terpenos (Figura 2.11), observou-se apenas
no extrato de acetato de etila. Neste extrato foi verificado semelhanca dos Rfs e coloracdo
das bandas produzidas, quando em comparac¢ao com os padrdes.

i Figura 2.9 - Cromatograma de extratos para
Figura 2.8 - Cromatograma de extratos para
L . determinacdo de Alcaldide. Legenda: 1- Extrato
determinac@o de Proantocianidina. Legenda: 1-
. N-butanol; 2- Extrato Metandlico; 3- Extrato de
Extrato N-butanol; 2- Extrato Metandlico; 3-
i Acetato de Etila; 4- Extrato Aquoso; 5- Padréo:
Extrato de Acetato de Etila; 4- Extrato Aquoso; 5-
N i ) Pilocarpina.
Padrdo: Epicaterquina.



Figura 2.10 - Cromatograma de extratos
para determinacdo de Acido Galico.
Legenda: 1- Extrato N-butanol; 2- Extrato
Metandlico; 3- Extrato de Acetato de Etila; 4-

Extrato Aquoso; 5- Padréo: Acido Galico.
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Figura 2.11 - Cromatograma de extratos
para determinacdo de Terpeno. Legenda:
1- Extrato N-butanol; 2- Extrato Metandlico;
3- Extrato de Acetato de Etila; 4- Extrato

Aquoso; 5- Padrao: B-sitosterol.

Figura 2.12 - Cromatograma dos
extratos para determinacdo de
Flavanéides. Legenda: 1- Extrato N-
butanol; 2- Extrato Metandlico; 3-
Extrato de Acetato de Etila; 4- Extrato
Aquoso; 5- Padréo: Luteolina; 6
Padrao: Quercetina.
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Os acucares foram identificados, nos cromatogramas realizados antes da hidrdlise,
nos extratos aquosos metandlico, n-butandlico e acetato de etila (Figura 2.1). Apos a
hidrolise foi possivel identificar acUcar nos extratos etandlicos, hidrometandlico e finais
(Figura 2.14).

)

W,

O
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Figura 2.13 - Cromatograma dos extratos para determinacdo de Agucares. Legenda: 1- Extrato N-

butanol; 2- Extrato Acetato de Etila; 3- Extrato de Aquoso metandlico; 4- Extrato Aquoso Final;

Padrées: 5 - Glicose; 6 — Sacarose; 7 — Galactose; 8 - Manose; 9 - Ribose

HEEIREEE

Figura 2.14 - Cromatograma dos extratos para determinagdo de Ac¢ucares depois da Hidrolise.

Legenda: 1- Extrato Etandlico; 2- Extrato Aquoso final; 3- Extrato Aquoso metandlico. 4- Extrato
Etandlico antes da hidrélise. Padrdes: 5 - Galactose; 6 — Sacarose; 7 - Maltose; 8 - Glicose
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A Tabela 2.5 demonstra os resultados da investigacdo dos diferentes metabdlitos
estudados na abordagem fitoquimico dos extratos organicos do muco produzido pelo

zoantideo Palythoa caribaeorum.

Tabela 2.5 - Screning fitoquimico dos extratos organicos obtidos do muco produzido pelo zoantideo Palythoa
caribaeorum: Legenda: (X) N&o realizado, ( -) Auséncia do metabdlito,(+) Presenca do metabdlito.

Metabélitos Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato
Investigados hidrometanélico Aquoso Etanélico Metandlico N- Acetato
Butandlico etilico
X - X - - -
Alcaldides
X - X - - -
Proantocianidinas
X - X - - -
Flavonéides
Terpenos X - X - - +
Acido Galico X - X - - -
+ Tragos - X + +
AcUcares Redutores
(Antes da hidrélise)
+ + + X X X

AclUcares Redutores
(Depois da hidrélise)

De acordo com estudos de Nitz et al. (2006) a eficiéncia de alguns produtos naturais
no processo de reparo tecidual esta relacionada, principalmente, a presenca de flavondides,
taninos e saponinas. Conforme os resultados encontrados com 0s extratos obtidos a partir
do muco produzido pelo P. caribaeorum, a acdo cicatrizante desenvolvida parece ndo esta
relacionada a presenca destes metabolitos estudados.

Os acgucares sado componentes de quase todos 0s seres vivos que podem ser
facilmente encontrados na natureza em diversas fontes como: algas (alginato, fucana),
plantas (pectina, goma ardbica) e animais (quitosana e controitina) (SINHA & RACHNA,
2001). O estudo dessas macromoléculas é justificado devido suas diversas atividades
biol6gicas tais como anticoagulante, antitrombotica, antiinflamatéria e imunomoduladora
(FARIAS et al., 2009). Existem Também relatos do uso do polissacarideo como um filme

formado por complexo de fucana-quitosana para o tratamento de lesdes cutaneas (SEZER
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et al., 2008) demonstrou significativa contragdo na lesdo com maior aceleracdo do processo
reparo tecidual.

Desta forma sugere-se, portanto que os carboidratos presentes neste muco produzido
pelo zoantideo podem ter influenciado de forma relevante na aceleracéo do reparo tecidual

em feridas abertas em ratos wistar.

2.6 CONCLUSOES

Os estudos in vivo de reparo tecidual utilizando extrato organico do muco produzido
pelo zoantideo Palythoa caribaeorum demonstrou uma evidente presenca de tecido de
granulagéao, repitelizagéo e proliferagédo vascular precoce favorecendo a cicatrizagdo. Estes
achados confirmam as informacg8es populares e fortalecem a hipétese de que o uso tdpico
do muco auxilia no reparo tecidual. Através de estudos fitoquimicos preliminares foi
constatada a presenca de proteinas e carboidratos nos extratos organicos obtidos a partir do
muco produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum, possivelmente relacionados a

atividade cicatrizante.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

No presente estudo observou-se que no transcorrer dos estudos in vivo do reparo
tecidual, as feridas cirurgicas induzidas no ratos Wistar evoluiram sem a constatacdo de
exsudato quando analisadas em tempos pré-determinados ap6s periodo pds-operatério. Foi
possivel visualizar a presenga de crosta fibrino-leucocitaria, em ambos o0s grupos, porém
bem mais espessa no grupo tratado com o gel contendo a “baba-de-boi”.

Nas andlises histopatoldgicas, foi visualizado uma evidente presenca de tecido de
granulacéo, repitelizacdo e proliferacdo vascular precoces, além de uma intensa presenca
de células inflamatdrias linfoplasmocitaria e antecipagdo da proliferacdo e presenca de
fibroblastos no grupo tratado, quando comparado com o grupo controle.

Estes achados fortalecem a hipétese que o uso tépico do muco produzido pelo
zoantideo Palythoa caribaecorum favorece a cicatrizacdo e confirma as informagbes
populares.

Na abordagem bioquimica e fotoquimica de diferentes extratos organicos obtidos a
partir do muco produzido pelo zoantideo Palythoa caribaeorum, foi constatado a presenca
de proteinas e carboidratos.

E possivel, portanto que os carboidratos presentes neste muco produzido pelo
zoantideo podem ter influenciado de forma relevante na aceleracdo do reparo tecidual em
feridas abertas em ratos Wistar.

Novos estudos de isolamento e purificacdo de metabdlitos orgénicos deste muco

podera comprovar sua propriedade biolégica.
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ANEXOS

Normas para submisséo do artigo a Revista Brazilian Journal of Pharmacognosy:

Cabecalho: constituido por: Titulo do trabalho, que deve ser breve e indicativo da
exata finalidade do trabalho; Autor(es) por extenso, indicando a(s) instituicao(6es)
a(s) qual(is) pertence(m) mediante niumeros. O autor para correspondéncia deve ser
identificado com asterisco, fornecendo o endereco completo, incluindo o eletrénico.
Estas informacdes devem constar em notas de rodapé.

Resumo (em portugués): deve apresentar a condensacao do conteudo, expondo
metodologia, resultados e conclusbes, nao excedendo 200 palavras. Os membros da
Comissao poderao auxiliar autores que nao sao fluentes em portugués.

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

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

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

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

Conclusdes: Quando pertinentes, devem ser fundamentadas no texto.
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Resumo em inglés (ABSTRACT): deve ser antecedido do titulo do artigo em inglés
e acompanhar o contetdo do resumo em portugués.

Unitermos em inglés: devem acompanhar 0s unitermos em portugués
Agradecimentos: devem constar de paragrafo a parte, antecedendo as referéncias
bibliogréficas, e ser compativeis com as exigéncias de cortesia e divulgacao.
Referéncias bibliogréficas: devem ser organizadas de acordo com as normas da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT NBR-6023, ordenadas
alfabeticamente no fim do artigo incluindo os nomes de todos os autores. A exatidao
das referéncias bibliograficas € de responsabilidade dos autores. Para consulta e

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



