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RESUMO

SILVA, Rosimere. Avaliacdo da atividade cicatrizante em ratos utilizando
nanoparticula contendo lectina de Cratylia mollis. 2014. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, Recife, 2014.

Lectinas podem ser compreendidas como sendo proteinas (ou glicoproteinas) de origem néo
imunologica que se ligam reversivelmente a carboidratos, encontradas em forma livre ou
ligadas a superficies celulares por meio de sitios de ligacdo em sua estrutura tridimensional.
Cratylia mollis (feijdo camaratu) é uma planta forrageira da Regido Semi-Arida do estado de
Pernambuco e de suas sementes tém sido purificadas e caracterizadas, formas maultiplas de
lectinas: Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4. Estudos demonstraram que Cramoll
1,4 em solucdo salina promoveu em um menor tempo o efetivo fechamento e reparo de
feridas quando comparado com grupo controle (solucdo salina). Uma estratégia para aumentar
a poténcia de drogas e a0 mesmo tempo diminuir sua toxicidade sisttémica, € 0 seu
encapsulamento em hidrogéis, os quais tém se mostrado excelentes ferramentas para
veiculacdo e liberacdo controlada de drogas, justificando o estudo de cicatrizacdo utilizando
hidrogel de quitosana e POLICAJU com a incorporacdo de Cramoll 1,4. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento de lesGes cutaneas experimentais em
ratos utilizando hidrogel contendo a lectina de Cratylia mollis. Foram utilizados quarenta e
cinco ratos, divididos aleatoriamente em trés grupos (G1 = Control, G2 = tratamento com
hidrogel e G3 = hidrogel contendo 100pl/ml Cramoll 1,4). Estes animais foram divididos de
acordo com o tempo de biopsia das lesbes cirdrgicas experimentais e tratados topicamente
com a lectina de C. mollis até o dia da bidpsia, ou seja, 2, 7 e 12 dias apés a cirurgia. Os
animais foram anestesiados por via intramuscular. Para o calculo da area das feridas, foi
realizada a medicdo de suas bordas, a partir da mensuracdo diaria de sua area, com
paquimetro, observando-se o maior e menor didmetro. As amostras foram fixadas em
formaldeido 4%, desidratadas em concentracdes crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Ap6s microtomia, os cortes foram corados pela Hematoxilina-Eosina e
Tricrédmico de Masson. Os dados foram analisados usando testes ndo-paramétricos. Apdés 2, 7
e 12 dias, os animais foram sacrificados. No 2° dia, 0 G3 apresentou uma maior deposicao de
tecido de granulacdo e intenso infiltrado inflamatorio. No 12° verificou-se a caracterizacdo de
papilas dérmicas nos animais tratados com hidrogel e hidrogel Cramoll 1,4, sendo mais
expressiva a presenca de papilas e maior organizacdo da matriz extracelular no G2. Neste
mesmo periodo, verificou um intenso infiltrado inflamatorio e contracdo da area das lesdes
cutaneas no G3. Houve uma diminuicdo do namero de eritrécitos, aumento da hemoglobina
corpuscular média (HCM) e da concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), no
periodo de 12 dias no G3. Quanto a deposicdo de colageno, houve diferencas significativas
apenas no G3 em relacdo ao G1 no 7° dia, e uma redugdo significativa no G1, em relacéo ao
G2 e G3 no 12° dia. Nossos resultados demonstraram, que a Cramoll 1,4 intensificou o
processo inflamatdrio, contracdo mais efetiva das lesdes e maior deposicdo do tecido de
granulacdo, demonstrando que a Cramol 1,4 associada ao hidrogel de quitosana e policaju foi
eficaz no processo cicatricial, ampliando assim o conhecimento do potencial da Cramoll 1,4,
no reparo de lesdes cutaneas experimentais.

Palavras chave: Cicatrizagdo; Cramoll 1,4; Hidrogel; Cratylia mollis.



ABSTRACT

SILVA, Rosimere. Evaluation of the healing activity in rats using nanoparticle
containing lectin Cratylia mollis. 2014. Dissertation (MA in Biology) - Federal University
of Pernambuco - UFPE, Recife, 2014.

Lectins can be understood as proteins (or glycoproteins) non-immune origin which bind
reversibly to carbohydrates found in free or bound to cell surfaces formed by the binding sites
on its three dimensional structure. Cratylia mollis (camaratu beans) is a forage plant of Semi-
Arid Region of Pernambuco and its seeds have been purified and characterized, multiple
forms of lectins: Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 and Cramoll 4. Studies have shown that
Cramoll 1.4 in saline promoted in a shorter effective closure and wound repair compared with
control group (saline). A strategy to enhance the potency of drugs while decreasing its
systemic toxicity, is its encapsulation in hydrogels, which have proved to be excellent tools
for placement and controlled drug release, justifying the study of healing using chitosan
hydrogel and POLICAJU with the addition of 1.4 Cramoll. Therefore, this study aimed to
evaluate the effect of treatment of experimental cutaneous lesions in rats using hydrogel
containing the lectin Cratylia mollis. Forty-five rats were randomly divided into three groups
(G1 = Control , G2 = treatment with hydrogel and G3 = hydrogel containing 100ul/ml
Cramoll 1.4). These animals were divided according to experimental time of biopsy and
surgical wounds topically treated with lectin mollis C. until the day of biopsy, or 2, 7 and 12
days after surgery. The animals were anesthetized via intramuscular. To calculate the area of
the wounds, the measurement of its edges was performed from the daily measurements of the
area with a caliper, noting the larger and smaller diameter. The samples were fixed in 4%
formaldehyde, dehydrated in increasing concentrations of ethanol, cleared in xylene and
embedded in paraffin. After microtome, sections were stained with hematoxylin-eosin and
Masson's trichrome. Data were analyzed using nonparametric tests. After 2, 7 and 12 days, the
animals were sacrificed. On the 2nd day, the G3 had a greater deposition of granulation tissue
and intense inflammatory infiltrate. On the 12th there was the characterization of dermal
papillae in the animals treated with hydrogel and hydrogel Cramoll 1.4, being more
expressive presence of papillae and largest organization of extracellular matrix in G2. In the
same period, found an intense inflammatory infiltrate and contraction of the area of skin
lesions in G3. There was a decrease in the number of erythrocytes, increased mean
corpuscular hemoglobin (HCM) and mean corpuscular hemoglobin concentration (CHCM),
within 12 days in the G3. As for collagen deposition, there were significant differences in G3
compared to G1 on the 7th day, and a significant reduction in the G1, the G2 and G3 on the
12th day. Our results showed that the 1.4 Cramoll intensified the inflammatory process, more
effective contraction of injuries and greater deposition of granulation tissue, demonstrating
that Cramol 1.4 associated with the chitosan hydrogel and POLICAJU was effective in the
healing process, thus expanding knowledge of the potential of Cramoll 1.4, the repair of
experimental skin lesions.

Keywords: Healing; Cramoll 1.4; Hydrogel; Cratylia mollis.
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1. INTRODUCAO

Lectinas podem ser compreendidas como sendo proteinas (ou glicoproteinas) de
origem ndo imunologica que se ligam reversivelmente a carboidratos (GHOSH et al., 1999;
SUN, 2007), encontradas em forma livre ou ligadas a superficies celulares por meio de sitios
de ligagdo em sua estrutura tridimensional.

As lectinas participam de importantes eventos bioldgicos tais como: recrutamento de
mastocitos (BURANELLO et al.,, 2010), atividade antibacteriana (MUKHERJEE et al.,
2014), atividade antifungica (GOMES et al., 2012), imunomudulatéria (MELO et al., 2010),
aumento da expresséo de citocinas (MELO et al., 2011), reparacdo tecidual de lesGes cutaneas
(PEREIRA et al., 2012), entre outros. Estas proteinas podem ser encontradas em bactérias,
virus, fungos, animais e plantas, poréma as mais conhecidas sdo encontradas em sementes de
leguminosas (NASI, PICARIELLO; FERRANTI, 2009), chegando a constituir até 10 % da
proteina total (SHARON; LIS, 1990). Sao conhecidas por sua habilidade de aglutinar células,
especialmente eritrocitos de diferentes espécies animais (CORREIA; COELHO, 1995).

Cratylia mollis Mart. (feijdo camaratu) é uma planta forrageira da Regido Semiarida
do estado de Pernambuco e de suas sementes tém sido purificadas e caracterizadas, formas
maltiplas de lectinas: Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4. Uma preparacdo
contendo as formas 1 e 4 associadas denominada Cramoll 1,4, apresenta especificidade
glicose/manose (CORREIA; COELHO, 1995), a mesma observada para Cramoll 1, Cramoll 2
e Cramoll 4, enquanto Cramoll 3 € uma glicoproteina, especifica para galactose (PAIVA;
COELHO, 1992). Varios estudos tém demonstrado o perfil imunomodulatério de Cramoll 1,4
(MELO et al., 2010a; MELO et al., 2010b; MELO et al., 2011; OLIVEIRa et al., 2013), como
caracterizacdo de tecidos cancerigenos humanos (BELTRAO et al., 1998; LIMA et al., 2010),
atividade mitogénica em linfocitos humanos (MACIEL et al., 2004; MELO et al., 2011).
Cramoll 1,4 promoveu 41% de inibicdo tumoral (sarcoma 180) quando aplicada na forma
livre; encapsulada esta atividade aumentou para cerca de 80 %, além de eliminar efeitos
hepatotoxicos provocados pela lectina livre (ANDRADE et al,. 2004). Estudos demonstraram
gue Cramoll 1,4 em solucdo salina promoveu em um menor tempo para o efetivo fechamento
e reparo de feridas quando comparado com grupo controle (solucdo salina) (MELO et al.,
2011).

Lesdes sdo ferimentos onde ha destruicdo total ou parcial de tecidos do organismo
afetado em virtude da forca de acdo de um agente externo. Segundo Pope (1996), todas as
feridas ou incisdes da pele sejam elas ocluidas com sutura ou tratadas como feridas abertas,

passam pela mesma sequencia de eventos quimicos e celulares de reparagéo e cicatrizacéo
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observados na cura das feridas em outros tecidos. Clinicamente, divide-se 0 processo
cicatricial em trés fases: fase Exsudativa ou Inflamatéria; fase Proliferativa ou Fibroplasia e
fase de Maturacdo ou Contracdo (JORGE; DANTAS, 2003; ROBBINS, 2000). Compreender
0 processo cicatricial é de grande importancia para a avaliacdo evolutiva da ferida e
fundamental para um diagnostico correto a respeito da fase em que esse processo se encontra
e consequentes medidas terapéuticas que podem ser prescritas para o tratamento ideal da
lesdo. Estudos relatam que os hidrogéis tém sido utilizados, na entrega de drogas e
macromoléculas bioativas.

Os hidrogeéis podem ser sintetizados a partir de materiais naturais ou sintéticos.
Hidrogéis preparados a partir de polimeros naturais podem apresentar propriedades mecénicas
ndo satisfatérias e podem conter patdgenos ou evocar respostas inflamatdrias, apesar de
apresentar propriedades vantajosas como: biocompatibilidade; biodegradabilidade e
reconhecimentos de moléculas bioldgicas (LIN; METTERS, 2007). J& os hidrogéis sintéticos,
nédo apresentam propriedades bioativas, o que diminui o campo de aplicagdo desses materiais,
principalmente nas areas biomédicas.

A avaliacdo in vivo do hidrogel de alcool polivilinico e quitosana contendo
minociclina
na cicatrizacdo de feridas demonstrou que melhorou significantemente o processo de
cicatrizacdo, quando comparado com o grupo controle, grupo tratado apenas com o hidrogel e
com a droga convencional (SUNG et al., 2010).

O wuso de novas proteinas bioativas em tratamento médico depende do
desenvolvimento de sistemas de entrega de droga para superar desvantagens relacionadas a
estabilidade destas macromoléculas. Proteinas e peptideos sdo rapidamente retirados da
circulacdo quando administradas de modo intravenoso ou subcutaneo requerendo frequente
injecdo para manter niveis terapéuticos. Uma estratégia para aumentar a poténcia de drogas e
ao mesmo tempo diminuir sua toxicidade sistémica, é o seu encapsulamento em hidrogéis, 0s
quais tém se mostrado excelentes ferramentas para veiculagdo e liberacdo controlada de
drogas. Ja tem relatos na literatura da atividade cicatrizante da Cramoll 1, 4 livre, e também
da quitosana e do POLICAJU, entretanto, ndo h& relatos da associacdo dessa lectina com
esses compostos. O hidrogel além de ter sido utilizado como veiculo de entrega da proteina,
foi avaliado também o potencial cicatrizante dessa associacdo, justificando o estudo de

cicatrizacdo utilizando hidrogel de quitosana e POLICAJU, contendo a Cramoll 1,4.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do tratamento de lesGes cutdneas experimentais em camundongos

utilizando hidrogel de quitosana e POLICAJU, associado a lectina Cramoll 1,4.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Obter Cramoll 1,4 por protocolo previamente estabelecido.

e Obter o hidrogel de quitosana e POLICAJU contendo Cramoll 1,4.

e Realizar o tratamento topico diario de lesdes cutaneas experimentais em camundongos
utilizando o hidrogel de quitosana e POLICAJU contendo Cramoll 1,4.

e Acompanhar a evolucdo do processo de reparo tecidual do ponto de vista clinico
(avaliacdo clinica das feridas e mensuracao de sua area) durante 12 dias.

e Acompanhar a cicatrizacdo do ponto de vista histopatoldgico e histoquimico através
de bidpsias no 2° 7° e 12° dias de pos-operatério, e coleta do sangue para o

hemograma.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Pele
2.1.1 Aspectos gerais

Histologicamente a pele é constituida por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme (Figura 1). A epiderme é de origem ectodérmica, enquanto a por¢do conjuntiva
de origem mesodérmica é a derme. Abaixo e em continuidade com a derme encontra-se a
hipoderme ou tecido celular subcutaneo, que nao faz parte da pele, apenas lhe serve de unido
com os 6rgdos subjacentes. E constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado.
As células mais abundantes nesse epitélio sdo os queratindcitos. Na epiderme ainda sdo
encontradas trés tipos de células: os melandcitos, as células de Langerhans e as células de
Merkel (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004, p. 359). A epiderme origina apéndices, incluindo
glandulas sudoriparas, foliculos pilosos, unhas, e as suas glandulas sebaceas associadas
(BLANPAIN; FUCHS, 2009).
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Figura 1: Principais estruturas e camadas da pele. Fonte:

http://cienciasete.blogspot.com.br/2010_09 01 archive.html.

A pele espessa vista da derme para superficie, apresenta cinco camadas: camada basal,
camada espinhosa, camada granulosa, camada lUcida (mais evidente na pele espessa) e
camada cornea. Na pele fina, a epiderme é mais simples, faltando frequentemente as camadas

granulosa e llcida, e apresentando uma camada cornea reduzida (Figura 2).

U A

‘ ot
BRSP4,

Camada espinhosa

Camada basal

Derme

1) (2)
Figura 2: Camadas da epiderme. (1) Microscopia Optica e (2) Microscopia eletrénica. Fonte:
HUNTER; SAVIN; DAHL, 2002.


http://cienciasete.blogspot.com.br/2010_09_01_archive.html
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Os melandcitos séo células da camada basal, que estendem seus prolongamentos até as
outras células epidérmicas e sintetizam pigmentos de melanina com agdo protetora contra a
radiacdo ultravioleta. As células de Langerhans sdo suprabasais, as quais reconhecem e
processam sinais antigénicos e os comunicam as células linfoides. Enquanto, as células de
Merkel, basais, sdo neuroendocrinas, as quais atuam na proliferacdo de queratindcitos e
parecem ter papel na regulacdo de doencgas cutaneas (BOULAIS et al., 2009).

Por ndo possuir vascularizacdo a epiderme recebe seus nutrientes por contiguidade
com a derme. A derme, por sua vez, é definida como uma rigida matriz de tecido conjuntivo
de suporte, contendo estruturas especializadas dispostas imediatamente abaixo e intimamente
conectadas a epiderme (GAWKRODGER, 2002).

A derme apresenta espessura variavel de acordo com a regido observada. Sua
superficie é irregular, observando-se saliéncias, as papilas dérmicas, que acompanham as
reentrancias correspondentes da epiderme. A derme é constituida por duas camadas, de
limites pouco distintos: a papilar, superficial, e a reticular mais profunda. A camada papilar é
delgada, constituida por tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas dérmicas. A camada
reticular € mais espessa, constituida por tecido conjuntivo denso ndo modelado. A hipoderme
é a camada responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas nas quais se apoia.
Dependendo da regido e do grau de nutricdo do organismo, a hipoderme podera ter uma
camada variavel de tecido adiposo que, quando desenvolvida, constitui o paniculo adiposo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004, p. 365). As fibras colagenas correspondem cerca de 70%
da derme e sdo responsaveis pela rigidez e forca desta camada. Além disto, a fisiologia e a
reparacdo da pele dependem da sintese e da degradacdo do coldgeno (AZULAY, R.;
AZULAY, D., 1999).

2.1.2 Cicatrizagao

Entende-se por cicatrizagdo, como processo pelo qual um tecido lesado é substituido
por tecido conjuntivo vascularizado, quer a lesdo tenha sido traumatica ou necrdtica
(PANOBIANCO et al., 2012). Esse processo consiste em uma perfeita e coordenada cascata
de eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a reconstituicdo do tecido
(GILLTZER; GOEBELER, 2001; MARTIN; LEIBOVICH, 2005; ORTONNE; CLEVY,
1994). E dividido em fases, de limites ndo muito distintos, mas sobrepostas no tempo:
hemostasia, fase inflamatoria, formagdo do tecido de granulagdo, com deposicdo de matriz
extracelular (colageno, elastina e fibras reticulares), e remodelacdo (BRANSKI et al., 2005;
MENDONCA et al., 2006; ROCHA JUNIOR et al., 2006; SHIMIZU, 2005). Depende de
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fatores como: tipo de pele, localizacdo anatdmica, idade (JULIA et al. 1992), estado de sadde
e nutricional do paciente, alteracGes cardiocirculatérias e de coagulacdo, uso de drogas
sisttmicas e ressecamento do leito da ferida durante a cicatrizacdo (DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003; LAZAROV; STRATIEV, 1993; MANDELBAUN).

2.1.3 Fases do processo de cicatrizacao
» Hemostasia e Fase Inflamatoria

O processo de cicatrizacdo tem como finalidade restabelecer a homeostasia tecidual
(CAVALCANTE et al., 2012). Logo no inicio do processo, ha diminuicdo do afluxo
sanguineo pela vasoconstricdo. Plaquetas sdo ativadas pelas substancias da matriz extracelular
que envolve o endotélio, fazendo com que tenha inicio 0s processos de adesdo e agregacao
celular (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Simultaneamente, o fibrinogénio sérico é clivado pela
trombina resultante das vias de coagulacdo, formando mondémeros de fibrina que se
polimerizam pela acdo do fator XIII, para que, junto com plaquetas, forme-se um tampao
hemostatico e ndo haja mais perda de sangue (KIERSZENBAUM, 2004). Em resposta a
producdo endotelial de eicosanoides e leucotrienos, ha um aumento progressivo da
permeabilidade vascular as células migrantes e substancias biologicamente ativas
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Deste processo surgiram elementos essenciais
para a continuacdo fisioldgica da cicatrizagdo: um arcabouco de fibrina, necessario para a
migracao das células que chegarao, e os primeiros fatores de crescimento com atividade. Estes
ultimos séo polipeptideos secretados na ferida que podem ter como fungdo estimular ou inibir
a sintese de determinadas proteinas, além de atuarem na ativacdo e migracdo de células
(GUYURON et al., 2009).

Concomitantemente, a vasodilatacdo, extravasa das vénulas um liquido contendo
substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e enzimas. Isso é a chave
para todos os eventos inflamatorios subsequentes. O aumento dessa permeabilidade vascular é
causado pela histamina, embora a serotonina e quininas também estejam envolvidas. A acao
dessas aminas resulta em tumefacdo de curta duracdo das células do endotélio vascular,
criando intervalo entre as células, para que posteriormente possa passar células de defesa
(JOHNSTON, 1981; SWAIM, 1980).

Sé&o caracteristicos da fase inflamatoria: presenca de eritema, calor, edema e dor. As
plaquetas afluem para a ferida, com a funcéo de formar a placa de fibrina, produzir substancia
guimiotaxica e fatores de crescimento (MARTIN; LEIBOVICH, 2005; PELED et al., 2000).

A fase inflamatdria € dividida em fase humoral e celular, ocorre logo ap6s o trauma,
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caracterizando-se por alteragdes microcirculatorias tais como: vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e acimulo de plasma no local da ferida, caracterizando exsudato
inflamatério. Ao mesmo tempo, inicia-se a resposta celular representada pela acdo dos
macrofagos e neutréfilos (MARTIN; LEIBOVICH, 2005; MODOLIN; BEVILACQUA,
1985).

As principais células de uma ferida s&o os leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e os
macrofagos, os quais aparecem proporcionalmente a sua quantidade presente na circulacao.
Na fase inicial o tipo de célula predominante € o PMN, tem vida breve e atua principalmente
com funcéo fagocitica (NETO, 2003), surge durante a injuria tissular e permanece por periodo
que varia de trés a cinco dias, sendo responsaveis pela fagocitose de bactérias. Os macr6fagos
apresentam capacidade fagocitica, além de atuarem como células apresentadoras de antigenos
e fonte de fatores de crescimento e mediadores bioquimicos que ditam e sustentam o processo
de cicatrizagdo (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Entre os fatores de crescimento que séo secretados pelas plaquetas, destacam-se PDGF
(fator de crescimento derivado de plaquetas) e TGF-B (fator transformador do crescimento
beta), que neste primeiro momento terdo como funcdo atrair neutrofilos e mondcitos, e
estimular o EGF (fator de crescimento epidérmico), que serd mais ativo na fase proliferativa
(BARRIENTOS et al., 2008). Uma vez ativadas, as plaquetas aumentam a acdo da
protrombinase, que promove maior produgdo da trombina, a partir da protrombina, criando
assim, condicdes para a amplificacdo da adesdo plaquetaria. O ADP liberado das hemacias e
granulos densos das préprias plaquetas é outro elemento amplificador da agregacdo das
plaquetas. Este induz nelas a exposi¢do do receptor GP Ilb/Illa ao fibrinogénio e fator de von
Willebrand (COELHO et al., 1998; LEFKOVITS; PLOW; TOPOL, 1995; WILLERSON,
1995).

As células fagocitarias, neutrofilos e macréfagos, degradam elementos da matriz
extracelular e tecido necrdtico para facilitar a migracdo celular no leito cruento, utilizando
para isso além da fagocitose, metaloproteinases (proteinases de elementos da matriz).
Macrofagos também sdo importantes por produzirem uma diversidade de fatores de
crescimento, dentre os quais se incluem: EGF, FGF (fator de crescimento dos fibroblastos),
PDGF, TGF-B e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) (KIERSZENBAUM, 2004).

» Fase Proliferativa
Nessa fase ocorrem a fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo. Na fibroplasia

ocorrerdo migracdo e proliferacdo de fibroblastos, concomitante & sintese de novos
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componentes da matriz extracelular (SINGER; CLARK, 1999). Os fibroblastos s&o células
fusiformes com nucleo eliptico (KIERSZENBAUM, 2004).

Inicialmente apds a lesdo, as células mesenquimatosas indiferenciadas comecam a
transformar-se em fibroblastos migratorios (JOHNSTON, 1981; SILVER, 1982). Os
fibroblastos estdo sujeitos a mudancas devido as forcas mecénicas submetidos durante
situagBes patoldgicas ou fisiologicas e, assim, organizam as fibras colagenas (HILDEBRAND
et al., 2005; KESSLER et al., 2001).

A medida que ocorre o aumento do nimero de fibroblastos ativados, a matriz
extracelular comeca a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais elastico. Este
processo é denominado de fibroplasia e para a sua eficiéncia é necessaria a ocorréncia em
paralelo da formacao de novos vasos sanguineos, ou seja, é necessaria a neovascularizacdo da
regido. Além da acdo direta de fatores de crescimento sobre as células da vasculatura, a
inducdo da angiogénese €, em parte, creditada a baixa tensdo de oxigénio caracteristica que
ocorre no centro de uma ferida (KNIGHTON; SILVER; HUNT, 1981).

A angiogénese € essencial porque permite a troca de gases e a nutricdo das células
metabolicamente ativas (ECKERSLEY; DUDLEY, 1988). Quando estimuladas por fatores de
crescimento e outros mediadores, as células endoteliais do interior de capilares intactos nas
margens da ferida passam a secretar colagenase e ativador do plasminogénio. Essas
substancias promovem aberturas na membrana basal e permite a migracdo das células
endoteliais que, atravessando a parede do vaso e utilizando como substrato a matriz
extracelular provisoriamente produzida, seguem em direcdo a regido da lesdo. Uma vez na
regido externa do vaso, elas passam pelo processo de diferenciacdo para aquisicdo da
capacidade de formacdo de novos tubos capilares. As células endoteliais migratdrias formam
no exterior do vaso um broto capilar que em seguida une-se ao capilar de onde eram
origindrias para o restabelecimento do fluxo sanguineo (RUDOLPH; BALLANTYNE, 1990).

Os fibroblastos iniciam a sintese e secrecdo de componentes da matriz extracelular,
como glicosaminoglicanos e fibras colagenas tipo | e Ill, associadas a proliferacdo e ao
crescimento dos capilares (angiogénese) (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Como
consequéncia da angiogénese, o tecido conjuntivo é formado, recebendo a denominacéo de
tecido de granulacdo, devido a sua aparéncia granular, pela presenca de inimeros capilares
(WERNER; GROSE, 2003).

A maioria dos mediadores envolvidos na fibroplasia como proteina quimiotatica de
mondcitos 1 (MCP-1, do inglés monocyte chemotactic protein-1), Isoleucina 8 (IL-8), fator de

crescimento do tecido conjuntivo (CTGF, do inglés connective tissue growth factor), indutor
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angiogénico rico em cisteina-61 (CYRG61, do inglés cysteine-rich, angiogenic inducer, 61),
fator estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos (GM-CFS, do inglés granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), fatores de crescimento de fibroblasto (FGFs, do
inglés fibroblast growth factors), e fator de crescimento neural (NGF, do inglés nerve growth
factor) também possuem atividade angiogénica. O papel do MCP-1 na angiogénese, dentre
outros efeitos, foi demonstrado em estudos com camundongos knockout para esta proteina por
Low et al. (2001).

In vitro, CTGF promove a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia de células
endoteliais e, in vivo induz angiogénese (BABIC; CHEN; LAU, 1999; HUTSON et al., 1979),
juntamente com a CYR61 (BABIC et al., 1998). O papel do GM-CFS sobre a migracéo e
proliferacdo de células endoteliais foi estudado por BUSSOLINO et al. (1989) e a
demonstracdo de que FGF1 e FGF2 estimulam a angiogénese em varios modelos de ensaios
foi descrita por Risau (1990). Além das proteinas citadas acima, outros sinalizadores
contribuem para a formacdo de novos vasos. O primeiro deles é o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor). A familia do
VEGF inclui 6 membros conhecidos como VEGF ligantes: VEGF-A,VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E e o fator de crescimento placentério (PIGF) (HOEBEN et al.,2004).

A fase de epitelizacdo caracteriza-se pelo encontro das bordas da lesdo. Nesta fase, ha
migracdo de queratindcitos ndo danificados das bordas das feridas e dos anexos epiteliais para
0 tecido de granulacdo. Fatores de crescimento sdo provaveis responsaveis pelos aumentos
das mitoses e hiperplasia do epitélio (CHRISTOPHER, 1972; GRINNELL, 1992; WERNER
& GROSE, 2003). A epitelizacdo s6 acontece em meio Umido onde o movimento dos
queratindcitos migrantes é determinado pelo contetdo de agua no leito da ferida. Feridas
abertas e ressecadas reepitelizam mais lentamente do que as ocluidas (BRUIN et al., 1990;
WINTER, 1962).

Entre os fatores que facilitam a reepitelizacdo estdo a presenca de fator de crescimento
dos hepatdcitos (HGF, do inglés hepatocyte growth factor), FGFs, fator de crescimento
epidermal (EGF, do inglés epidermal growth factor), fator de crescimento de queratindcitos
(KGF do inglés keratinocyte growth factor), estimulos a receptores peroxissomo-proliferador-
ativados (PPARs, do inglés peroxisome proliferator-activated receptor) e de um campo
elétrico na ferida. O HGF, secretado por células mesenquimais juntamente com FGFs, EGF e
KGF, favorece a proliferacdo dos queratindcitos e atua como quimioatraente (GURTNER et
al., 2008; SINGER; CLARK, 1999) enquanto que a estimulacdo de PPARs por citocinas pro-

inflamatdrias diminui a apoptose e favorece a migracdo dessas células. Ja a formacdo de um
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campo elétrico endégeno no plano lateral, entre as margens da ferida, se desenvolve de
maneira a direcionar a migracao de queratindcitos através de moléculas de sinalizagdo celular
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

» Fase de Remodelacéo

Na fase de remodelagem ocorre do nimero de vasos sanguineos, além de perda do
nicleo dos fibroblastos, levando & maturagdo da cicatriz (VIEIRA; MAGALHAES; BAJAI,
2002).

Nessa etapa ocorre a mudanga do tipo de colageno que a compde e de sua disposicao.
O colégeno tipo I, inicialmente mais abundante que o tipo I, vai sendo degradado mais
ativamente com o decorrer do tempo, enquanto que o colageno tipo | vai tendo sua producéo
aumentada pelos fibroblastos. Juntamente com a substituicdo do tipo de colageno, ocorre uma
alteracdo em sua organizacao, a qual muda de fibras paralelas dispostas aleatoriamente para
entrelacadas e organizadas ao longo das linhas de stress (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; SINGER; CLARK, 1999).

Quanto maior o numero de ligacBes covalentes transversais, maior a resisténcia da
cicatriz. Quando secretado na forma de tropocolageno, as ligacOes transversais das fibras se
ddo por pontes de hidrogénio. No processo de amadurecimento da fibra, as lisinas,
hidroxilisinas e lisinas glicosiladas constituintes da molécula de tropocoladgeno sdo oxidadas
até aldeidos pela enzima lisiloxidase. Estes, apds a oxidacdo, se ligam covalentemente com
outros grupos aldeidos ou com lisinas ndo oxidadas, 0 que aumenta a resisténcia da fibra.
Com a evolucdo do processo, acentua-se a deposicdo de colageno e a maioria das células
desaparece, observando-se a apoptose de fibroblastos e células endoteliais, formando
finalmente o tecido cicatricial (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Os eosinofilos aparecem nas ultimas fases da reparacdo e presume-se que podem estar
relacionados a producéo de fatores de crescimento (TODD et al., 1991).

Com relacdo a modelagem da matriz extracelular, quimiocinas como IL-8, regulado
por ativacao, expresso e secretado por células T normal (RANTES, do inglés regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted), proteina inflamatoria de macréfagos-1a
(MIP-1a, do inglés macrophage inflammatory protein-/a), MIP-1 ¢ MCP-1, além de suas
acOes quimioatraentes sobre neutrofilos e macrofagos, induzem a expressdo de
metaloproteinases em varios tipos de leucdcitos (DIPIETRO et al., 1995, 2001; D’SOUZA et
al., 2001). Exemplos de mediadores relacionados a angiogénese e com influéncia direta sobre

as células de revestimento sdo o0 VEGF-A e o PLGF. A expressao desses apresentam-se
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também aumentada durante a migracao de queratindcitos (FAILLA et al., 2000). Outros dois
mediadores que participam da reconstrucdo epitelial além de suas agdes angiogénicas sdo o
HGF e o oncogene relacionado ao crescimento o (GRO-a, growth-related oncogene a). O
HGF foi inicialmente descoberto como um poderoso mitdgeno de hepatdcitos. Na regido da
ferida, este fator auxilia na recomposicdo celular e estimula a dissociacdo das células
epiteliais (COMOGLIO; BOCCACCIO, 2001). Alguns mediadores sdo criticos para um
determinado evento e sua auséncia termina por comprometer seriamente o reparo de tecidos.
Assim, para melhor entendimento do processo como um todo, torna-se necessaria a
explanagdo das conhecidas influéncias de cada um deles em situagBGes experimentais
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

2.2 Hidrogéis

2.2.1 Aspectos gerais

Os hidrogéis caracterizam-se por apresentar forte afinidade pela agua devido a
presenca de grupos hidrofilicos, tais como: -OH, -COOH, -CONH,, -SO3H, entre outros
(MOURA; RUBIRA; MUNIZ, 2008). Podem ser formados por polimeros naturais
(BOUCARD et al., 2007; TADA et al., 2007; ZHANG et al., 2005) , tais como &cido
hialurénico, alginato, quitosana; por polimeros naturais modificados (COVIELLO et al.,
2007), por exemplo dextrana reticulada, galactomanana metacrilatada; e por polimeros
sintéticos como por exemplo o hidrogéis quimicamente modificados de poli (alcool vilinico)
PVA-GMA/metacrilato de  glicidilo (GMA) e PVA-GMAJ/CS/  condroitina
sulfato (CS) (CRISPIM, et al., 2012).

A caracteristica comum dos polimeros sensiveis a temperatura é a presenca de grupos
hidrofobos, tais como metil, etil e propil. Todos os polimeros sensiveis ao pH contém
componentes &cidos (por exemplo, acidos carboxilicos e sulfonicos) ou basicos (por exemplo,
sais de aménio) ou grupos que aceitam ou liberam prétons em resposta a mudancas no pH. Os
polimeros com um grande nimero de grupos ionizaveis sdo conhecidos como polieletrélitos
(QIU; PARK, 2001).

Os hidrogéis hidrofilicos se assemelham ao tecido vivo natural mais do que qualquer
outra classe de biomateriais sintéticos, devido ao seu elevado teor de agua, por outro lado, 0s
elevados teores de agua dos materiais contribuem para a sua biocompatibilidade. A este
respeito, os polimeros de mudanca de fase, os quais podem desencadear liberacdo do farmaco
em resposta a estimulos externos, sdo 0s mais investigados. Hidrogeis cm tais propriedades

pode sofrer transicdes de fase de volume reversiveis ou transicdes de fase sol-gel sobre as
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mudangas na condi¢do ambiental. Estes polimeros “inteligentes” ou "smart" desempenham
um papel importante na entrega da droga, uma vez que podem ditar ndo s6 onde a droga €
entregue, mas também quando e com que intervalo é liberada (SOPPIMATH et al., 2002).

Recentemente, estudos demonstraram a sintese e caracterizacdo de hidrogéis
compositos a partir de copolimeros acrilamida-acrilato e caulim. A caracterizagdo pode ser
feita através da analise quimica (método de fusdo e fluorizagdo), umidade e perda ao fogo,
espectroscopia na regido do infravermelho, difracdo de raios-X. Os estudos das propriedades
podem ser feitos através de experimentos de intumescimento, efeito de forca i6nica e pH
(BRITO et al., 2013).

2.2.2 AplicacGes bioldgicas

A cultura de condrocitos em hidrogel de alginato demonstrou alta celularidade e um
aumento na producgdo de matriz pericelular e territorial quando comparada a interterritorial.
Além disso, o hidrogel de alginato constituiu um eficiente arcabouco de sustentacdo e cultura
de condrdcitos, mantendo seu fendtipo arredondado, assemelhando-se a cartilagem nativa,
sendo um importante arcabouco para uso em implante articular (BITTENCOURT et al.,
2009).

O hidrogel de polissacarideo de melaco de cana de aglcar associado com 0SSO
liofilizado é um transportador eficaz para as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP) na
estimulacdo da reparacdo do 0sso, bem como proporciona uma consisténcia adequada para o
enchimento de defeitos Osseos e propriedades que facilitam a libertacdo controlada de
proteinas (JUNIOR et. al., 2013).

Os hidrogeéis sdo também utilizados para encapsulacdo e liberacdo de proteinas.
Alguns sdo termossensiveis, ou seja, a libera¢do ocorrre com mudanca de temperatura. Outros
sdo dependentes do pH, liberando a molécula ou farmaco em pH especifico. Esses tipos de
hidrogéis apresentam vantagens, pois é possivel determinar o perfil de liberacdo através da
mudanca de temperatura ou do pH. Foram sintetizados hidrogéis e microgéis dependente do
pH, a partir de acetal de reticulacdo. Este agente de ligacdo transversal sofre uma degradacéo
catalisada por &cido, com uma meia-vida de 5,5 min, em pH 5,0 e de 24 horas em pH 7,4.
Hidrogéis carregados de proteina foram sintetizados com este agente de ligacdo cruzada, e 0s
seus perfis de liberagcdo foram medidos como uma fungdo do pH. Foram sintetizados também
microgéis com tamanhos entre 1 e 10 um, sendo apropriado para a fagocitose. A
sensibilidade &cida, Unica do agente de ligacdo cruzada acetal deve torna-lo um intermediério

sintético util como sistema de distribui¢do de drogas &cido-sensivel (MURTY et al, 2002).
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Em um estudo avaliando a entrega de proteina IL-2 recombinante (rhIL-2) , in vivo e
in vitro, a partir da formacédo de hidrogéis in situ, demonstrou-se que o efeito terapéutico de
rhiL-2, foi retardado por cerca de 1-2 semanas, em comparacdo com a forma livre de rhiL-2,
provavelmente devido a uma liberacdo lenta e constante de rhlL-2 a partir dos hidrogeis
(HIEMSTRA et al, 2007).

Hidrogel contendo meio DMEM/F12 (meio-Az-CH-LA) foi aplicados em uso topico
no tratamento de queimaduras. Os resultados indicaram que as atividades de degradacdo do
meio-Az-CH-LA, podem ser benéficas para a formacdo do tecido de granulacdo em feridas
profundas de queimaduras (KI'YOZUMI et. al., 2007).

2.3 Quitosana: estrutura e aplicagdes

Quitosana é um copolimero de B [# 4]-2-acetoamido-2-desoxi-D-glucopiranose e 2-
amino-2-desoxi-D-glucapiranose. A quitosana é obtida principalmente da desacetilacdo
alcalina da quitina de exoesqueleto de crustaceos, tais como camardo e caranguejos
(MUZARELLI, 1973). Se a estrutura é mais de 80% acetilada, o polissacarideo € denominado
de quitina. Para cadeias com porcentagem de acetilagdo menor que 80%, a amostra é
denominada quitosana (ABRAN; HIGUEITA, 2004). A alta desacetilacdo tem sido explorada
para investigar métodos de caracterizacdo da quitosana (DOMARD; RINALDO, 1993).

A quitosana possui uma estrutura molecular quimicamente similar a fibra vegetal
chamada celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais (GOOSEN, 1996).

Dentre as inUmeras caracteristicas que distinguem quitina e quitosana dos demais
polissacarideos destaca-se a atividade antimicrobiana (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

A quitina e a quitosana reduzem o tempo de coagulacdo sanguinea de forma dose-
dependente, sendo a quitosana (tempo de coagulacdo sanguinea de 3,7 min) mais eficaz que a
quitina (tempo de coagulacdo sanguinea de 4,7 min) na mesma concentracdo de 0,1 mg/mL,
enquanto o tempo de coagulacdo sanguinea controle é de 12 min, embora a quitina tenha
maior capacidade em agregar plaquetas (61,2%) que a quitosana (27,9%). O fato de a
quitosana ser mais eficaz na coagulacdo sanguinea, mesmo quando a quitina tem maior poder
de agregacdo plaquetaria, é atribuido & sua capacidade em agregar, também, os eritrocitos
(OKAMOTO et al., 2003; RAO; SHARMA, 1997) devido a interacdo das cargas positivas
dos grupos aminicos livres da quitosana com as cargas negativas de receptores dos eritrocitos
contendo residuos de acido neuraminico (SINGLA; CHAWLA, 2001) e muramico (RAO;
SHARMA, 1997).
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Estudos realizados por Okamot, (2002), sugerem que efeito analgésico da quitosana é
principalmente decorrente da captura de hidrogénios acidos liberados no local da inflamac&o
pela ionizagdo do grupo aminico a NHs". A bradicinina, mediador quimico liberado pelo
cininogénio plasmatico e outras citocinas, como Fator de Necrose Tumoral a (TNFa, do
inglés tumor necrosis factor «) e as IL-1 e IL-8, parece ser particularmente importante para a
producdo da dor no local inflamado (HARDMAN et al., 1996).

A propriedade imunomoduladora da quitosana € devida a sua capacidade de ativar
quase que exclusivamente o macrofago (OLSEN et al, 1989) e explica ndo somente seu papel
na aceleracdo da cicratizacdo de lesdes, mas também a biodegradabilidade desse polimero no
organismo. Os macrdfagos, ativados pelos oligdmeros de quitina e quitosana de baixa massa
molecular, liberam IL-1, que estimula a proliferacdo de fibroblastos e influencia a estrutura do
colageno. Liberam, também, N-acetilglicosaminidase, que hidrolisa a quitosana a monémeros
de Nacetilglicosamina e glicosamina, unidades de agUcares necessérias a biossintese do acido
hialurdénico e outros componentes da matriz extracelular pelos fibroblastos (BRINE et al.,
1992; MUZZARELLI, 1997). Promovem a migracdo de neutréfilos, facilitando a resolucéo
da resposta inflamatéria. As atividades bactericidas e bacteriostaticas sugerem que estes
polimeros podem prevenir infec¢des, se aplicados diretamente no local da lesdo (KOIDE,
1998).

2.4 Goma do cajueiro: aspectos gerais e aplicac6es bioldgicas

O polissacarideo ou goma extraida do exsudato do cajueiro (POLICAJU) é matéria
prima abundante no nordeste do Brasil, lugar provavel em que o cultivo da planta tenha se
originado com a tradicéo de exploracdo pelas tribos indigenas da regido (BARROS, 1995).

A reticulacdo da goma de cajueiro com epicloridrina foi realizada para viabilizar sua
utilizacdo como matriz cromatogréafica na separacdo de lectinas. O gel reticulado € capaz de
ligar-se a proteinas galactose especifica como frutalina, jacalina, lectinas de sementes de
Artocarpus (LIMA et al., 2002). Hidrogeis foram obtidos por meio de insolubilizacdo da
goma do cajueiro por reacdo de reticulacdo (SILVA et al., 2006).

Algumas aplicacGes para goma do cajueiro tem sido proposta, como hidrogel
superabsorvente para condicionador do solo (GUILERME et. al., 20005) ou complexo
polieletrolitico com quitosana para liberacdo de farmaco (MACIEL et. al., 2006).

A imobilizag&o da tripsina na pelicula de polissacarideo de Anacardium occidentale L.
e sua aplicagdo como curativo cutdneo em ratos, demonstrou que a goma de A. occidentale
pode ser considerada uma matriz biodegradavel e biocompativel para imobilizacdo de

biomoléculas como a tripsina aprisionando em polissacarideo e celulose mostrou ser um
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curativo promissor para ser na cicatrizacdo, podendo ser utilizado em terapia clinica
(MONTEIRO et al., 2007).

Estudos demonstram que o extrato de A. occidentale, possui atividade antimicrobiana
in vitro, sobre espécies de Streptococcus. A maior eficacia do extrato foi observada foi efetivo
na inibicdo da aderéncia das trés cepas testadas, representada pela auséncia de aderéncia ao
vidro na presenca de sacarose; particularmente, a maior eficacia do extrato foi sobre o S.
sanguis, agente mais importante na fase inicial de deposicdo do biofilme bacteriano (MELO
et al., 2006).

2.5 Lectinas
2.5.1 Aspectos gerais

O primeiro relato sobre lectinas ocorreu em 1888, quando Stillmark, ao estudar a
toxicidade de extratos de Ricinus communis L. (mamona), observou sua capacidade para
aglutinar eritrdcitos, devido a presenca de uma proteina extraida, a ricina, descoberta que
marcou o inicio das pesquisas envolvendo lectinas (KENNEDY et al., 1995). Pouco tempo
depois, outra hemaglutinina, chamada abrina, foi encontrada em sementes de Abrus
precatorius L. (Jequiriti). Entretanto, o estudo sobre estas proteinas s6 comecou a ganhar
impeto em 1960, abrindo uma vasta area de aplicacdo para as lectinas (GABOR et al., 2004).

O termo lectina (originado no latim lectus, que significa escolhido, selecionado) foi
primeiro empregado por Boyd & Shapleigh em 1954, para designar um grupo de proteinas
que apresentava a caracteristica comum de seletividade na interacdo com carboidratos. As
lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune, que possuem pelo menos um
sitio ndo catalitico, o qual se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos especifico
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995, 1998; PEUMANS et al., 2001).

As lectinas estdo presentes em todas as classes e familias de organismos, sendo
encontradas em vegetais superiores, algas, fungos, animais (vertebrados e invertebrados),
bactérias e virus. Em vegetais, elas sdo detectadas em centenas de espécies de plantas. A
maioria das lectinas vegetais € obtida de sementes, principalmente leguminosas, onde sdo
acumuladas no periodo de maturagdo e desaparecem ap0s germinacdo (ALENCAR et al.,
2005a, LORIS, 2002; SHARON; LIS, 2004).

Estruturalmente as lectinas possuem ampla variedade, sendo comum entre elas a
presenca de, a0 menos, um sitio de ligacdo a carboidrato (Dominio de Reconhecimento de
Carboidrato- CDR) (WEIS; DRICKAMER, 1996).
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Para detectar a presenca de lectina é realizado um teste pelo ensaio de hemaglutinago
em eritrocitos humanos ou de outras espécies animais. O ensaio consiste em uma diluicdo
serial e em seguida, incubacdo com eritrdcitos, onde a atividade hemaglutinante é detectada
pela formacdo de uma malha decorrente da interacdo entre a lectina e os carboidratos
localizados na superficie dos eritrécitos, A capacidade de aglutinagdo por lectinas pode ser
intensificada quando os eritrocitos sdo submetidos a tratamentos com enzimas ou solucdes
quimicas (COELHO; SILVA, 2000).

2.5.2 Propriedades biologicas

A rapida expansdo da biotecnologia na pesquisa farmacéutica tem resultado no
desenvolvimento de um enorme ndmero de novas terapéuticas macromoleculares (ABU-
DAHAB; SCHAFER; LEHR, 2001). O uso e interesse do potencial biotecnologico das
lectinas se ddo pelo fato de sua capacidade de ligacdo a carboidratos com especificidade
consideravel, sendo excelentes modelos de estudo de interacdo proteina-carboidrato em nivel
atdbmico (RINI, 1995). A associacdo lectina-carboidrato € o evento primario em muitos
processos bioldgicos como a infecgdo, diferenciacdo celular, simbiose de bactérias, formacéo
de 6rgdos e metéstase (SHARON, 1993).

As lectinas de plantas podem assumir diferentes papeis biolégicos. Todavia, ndo existe
em fungdo universal para todas elas. De maneira abrangente as lectinas podem ser
organizadas em dois grupos segundo seu ligante: podem assumir papéis ex0genos ao se
associarem a ligantes externos, por exemplo, atividade antifungica contra fitopatégenos, ou
podem assumir papéis enddgenos se interagirem com ligantes do proprio organismo, por
exemplo, auxiliar a deposicdo de proteinas de reserva nos corpos protéicos (SHARON; LIS,
2004).

A especificidade das lectinas com relacdo a diferentes carboidratos possibilita a sua
utilizacdo em pesquisas na area bioldgica e médica tais como: investigacdo da superficie de
células, caracterizacdo de eritrocitos, como agentes mitogénicos, caracterizacéo de estadios de
desenvolvimento de microorganismos diversos, purificacdo de glicoproteinas, morfologia de
neurénios e identificacdo de conexdes neurais no sistema nervoso central (KENNEDY et al.,
1995).

2.5.3 Lectina de Cratylia mollis: origem e aplicac¢6es biotecnologicas

A C. mollis, é popularmente conhecida como feijdo camaratu ou camaratuba, é uma

planta forrageira da regido semiarida do estado de Pernambuco (Figura 3). E perene, de

grande resisténcia a seca e serve de alimentacdo para o gado tanto no periodo chuvoso quanto
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na estiagem. Pertence a familia Fabaceae, tribo Phaseoleae, subtribo Dioclinae, a qual
contém os géneros Canavalia e Dioclea. A C. mollis floresce no periodo de abril a maio e
amadurece de julho a agosto produzindo grandes quantidades de sementes com reproducéo
vigorosa (SILVA; SOUZA, 1986; SILVA, 1992).

A partir das sementes de C. mollis, foram purficadas formas multiplas de lectinas,
denominadas Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4. Através de cromatografia de
afinidade em Gel Sephadex 75, foi purificada uma preparacdo contendo as formas 1 e 4
associadas, sendo denominada Cramoll 1,4 (PAIVA & COELHO, 1992; CORREIA &
COELHO, 1995).

A Cramoll 1,4 apresenta estabilidade até 80 °C, ponto isoelétrico em torno de 8,6 e
carater basico. Possui ainda uma banda principal de 31 kDa e dois fragmentos da banda
principal de 16 ¢ 14 kDa. E fortemente inibida por metil a-D-manosideo, o que entra em
acordo com a classe de lectinas glicose/manose sendo similar as lectinas isoladas das
leguminosas Canavalia ensiformis e Lens culinaris (HONG et al., 2001; LIMA et al., 1997).

Figura 3: Cratylia mollis. A - arbusto; B - sementes. Fonte:
http://www.google.com.br/imgres?hl=ptBR&biw=1212&bih=696&tbm.

A Cramoll 1,4 imobilizada a Sepharose, como matriz de afinidade, foi utilizada para
purificar uma proteina de soja, ApcSP, proteina que pode ser de grande importancia para
terapia anticoagulante e antitrombdtica, prolongando o tempo de coagulacdo e blogueando a
agregacdo de plaquetas (SILVA et al., 2011). Ainda, a lectina Cramoll 1,4 foi capaz de isolar
a enzima aciltransferase, importante no metabolismo do colesterol (LIMA et al., 1997).

A avaliagdo imunomodulatéria de Cramoll 1,4 em linfocitos experimentais, em
concentragdes ndo citotoxica, induz uma resposta Thl atraves de uma maior producgédo de
IFN-y e baixa produgdo de IL-10 e mostra uma resposta antiinflamatéria por supressao de
oxido nitrico (MELO et al., 2010a). A Cramoll 1,4 aumenta a producdo de espécies de

oxigénio reativos intracelulares (ROS), os niveis citosélico de célcio, e a expressao de
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citocinas em células de baco de ratos tratados, sem dano aparente a morfologia celular
(MELO et al., 2010b).

2.5.4 Tratamentos topico de lesdes cutaneas utilizando lectinas

A aplicacéo topica de hidrogel contendo Cramoll 1,4 no tratamento de queimaduras de
segundo grau acelera a granulacdo, retragdo e o processo reepitelizacdo da ferida (PEREIRA
et al., 2012). Ainda, Cramoll 1,4 se mostrou eficaz para a reparacdo de lesdes experimentais
em camundongos imunodeprimidos (MELO et al., 2011).

Estudos analisando o perfil de proteases em lesdes cutaneas experimentais, tratados
com a lectina isolada das sementes de C. brasiliensis (ConBr), observou-se diferencas
estatisticamente significativas entre as areas medias das feridas dos grupos ConBr e 0s demais
grupos analisados na fase de fibroplasia, sugerindo que a ConBr, quando aplicada
topicamente, promove a ativacdo de células envolvidas no processo cicatricial, favorecendo a
evolugdo do mesmo (SILVA et al., 2009).

Foi avaliado o potencial da lectina de sementes de Pisum arvense (PAL), em uma
avaliacdo in vivo e in vitro, da atividade pré-inflamatoria. Para analise in vivo foi avaliada a
capacidade dessa lectina para induzir a migracdo de neutréfilos para cavidade peritonial de
ratos e quimiotaxia de neutréfilos in vitro. Os resultados demonstraram que a lectina

apresentou atividade pro-inflamatoria in vivo e in vitro (ALENCAR et al., 2005b).
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EVALUATION OF HEALING ACTIVITY IN MICE USING CONTAINING
HIDROGEL LECTIN CRATYLIA MOLLIS
ABSTRACT

Were used 45 female mice, divided into three groups: control, hydrogel and hydrogel Cramoll
1.4. After, 2, 7 and 12 days, the animals were sacrificed. On the 2nd day, the G3 showed
greater deposition of granulation tissue and intense inflammatory infiltration. The wound
contraction was significant in G3, there was also a decrease in the number of erythrocytes,
increased HCM and CHCM, within 12 days. Collagen deposition was significant in G3
compared to G1 on the 7th day. Our results extended the knowledge of the potential of
Cramoll 1.4 in the repair of experimental skin lesions.

Keywords: Healing, Hydrogel, Cramoll 1,4.
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1. Introducéo

A cicatrizacdo é o processo pelo qual um tecido lesado é substituido por tecido conjuntivo
vascularizado, quer a lesdo tenha sido traumética ou necrética’. Tem como finalidade
restabelecer a homeostasia tecidual’. Consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a reconstituico do tecido®>.
Clinicamente, divide-se o0 processo cicatricial em trés fases: fase Exsudativa ou Inflamatoria;
fase Proliferativa ou Fibroplasia e fase de Maturacdo ou Contracdo®’. Compreender o
processo cicatricial € de grande importdncia para a avaliacdo evolutiva da ferida e
fundamental para um diagnostico correto a respeito da fase em que esse processo se encontra
e consequentes medidas terapéuticas que podem ser prescritas para o tratamento ideal da
lesdo. Dentre as macromoléculas que sdo testadas com finalidades terapéuticas, destacamos as
lectinas, que sdo bastante utilizadas, devido a capacidade de participar de importantes eventos
bioldgicos. A literatura relata que essas proteinas possuem atividade cicatrizante em lesdes
cutaneas experimentais.

Lectinas podem ser compreendidas como sendo proteinas (ou glicoproteinas) de origem néo
imunologica que se ligam reversivelmente a carboidratos, encontradas em forma livre ou
ligadas a superficies celulares por meio de sitios de ligacdo em sua estrutura tridimensional®®.
As lectinas participam de importantes eventos biol6gicos tais como: recrutamento de
mastdcitos'®, atividade antibacteriana'!, imunomudulatéria'®, aumento da expressdo de
citocinas™, reparacdo tecidual de lesGes cutaneas', entre outros.

A Cratylia mollis Mart. (feijdo camaratu) é uma planta forrageira da Regido Semi-Arida do
estado de Pernambuco e de suas sementes tém sido purificadas e caracterizadas, formas
maultiplas de lectinas: cramoll 1, cramoll 2, cramoll 3 e cramoll 4. Uma preparacdo contendo
as formas 1 e 4 associadas denominada Cramoll 1,4, que apresenta especificidade
glicose/manose™. Estudos demonstraram que Cramoll 1,4 em soluc&o salina promoveu em
um menor tempo o efetivo fechamento e reparo de feridas quando comparado com grupo
controle (solugéo salina)™.

A cramoll 1,4 apresenta certa estabilidade até 80 °C, ponto isoelétrico em torno de 8,6 e
carater basico. Possui ainda uma banda principal de 31 kDa e dois fragmentos da banda
principal de 16 ¢ 14 kDa. E fortemente inibida por metil a-D-manosideo, 0 que entra em
acordo com a classe de lectinas glicose/manose sendo similar as lectinas isoladas das

leguminosas Canavalia ensiformis L. e Lens culinaris Medik "2,
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Estudos relatam que os hidrogéis tém sido utilizados, na entrega de drogas e macromoléculas
bioativas. A avaliacdo in vivo do hidrogel de &lcool polivilinico e quitosana contendo
minociclina na cicatrizacao de feridas demonstrou que melhorou significamente o processo de
cicatrizacao, quando comparado com o grupo controle, grupo tratado apenas com o hidrogel e
com a droga convencional®,

Os hidrogeis sdo também utilizados para encapsulagcdo e liberagdo de proteinas.
Alguns sdo termossensiveis, ou seja, a libera¢do ocorrre com mudanca de temperatura. Outros
sdo dependentes do pH, liberando a molécula ou farmaco em pH especifico. Esses tipos de
hidrogéis apresentam vantagens, pois € possivel determinar o perfil de liberacdo através da
mudanca de temperatura ou do pH. Em um estudo avaliando a entrega de proteina, a IL-2
recombinante (rhIL-2) , in vivo e in vitro, a partir da formacdo de hidrogéis in situ,
demonstrou que o efeito terapéutico de rhlL-2, foi retardado por cerca de 1-2 semanas, em
comparagdo com a forma livre de rhiL-2, provavelmente devido a uma libertagdo lenta e
constante de rhlL-2 a partir dos hidrogéis [20].

O uso de novas proteinas bioativas em tratamento medico depende do desenvolvimento de
sistemas de entrega de droga para superar desvantagens relacionadas a estabilidade destas
macromoléculas. Proteinas e peptideos sdo rapidamente retirados da circulacdo quando
administradas de modo intravenoso ou subcutaneo requerendo frequente injecdo para manter
niveis terapéuticos. Uma estratégia para aumentar a poténcia de drogas e a0 mesmo tempo
diminuir sua toxicidade sisttémica, € o seu encapsulamento em hidrogéis, os quais tém se
mostrado excelentes ferramentas para veiculacdo e liberacdo controlada de drogas. A
literatura relata a atividade cicatrizante da Cramoll 1, 4 livre, e também da quitosana e do
POLICAJU, entretanto, ndo ha relatos da associacdo dessa lectina com esses compostos. O
hidrogel foi utilizado como veiculo de entrega da proteina, justificando o estudo de
cicatrizacao utilizando hidrogel de quitosana e POLICAJU, contendo a Cramoll 1,4.

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento de lesdes cutaneas
experimentais em camundongos utilizando hidrogel de POLICAJU e quitosana, contendo a
Cramoll 1,4.

2. Material e métodos
2.1 Material vegetal

Para a preparacdo do extrato, as sementes de C. mollis foram lavadas com agua destilada e

mantidas em temperatura ambiente para secagem. As sementes secas foram trituradas e, com
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a farinha das sementes foi realizada uma suspensao a 10% (p/v), em Nacl 0,15 M. A extragédo
foi efetuada por 16 h, a 4 °C, sob agitacdo constante e, apds a extracdo, o material foi filtrado
em gaze, em temperatura ambiente. O filtrado foi centrifugado em 12.000 x g, por 15 min, a 4
°C, obtendo-se o extrato bruto. O extrato de sementes de C. mollis (10% p/v em NaCl 0,15 M)
foi fracionado por saturagdo com sulfato de amdnio (40-60% p/v) e, a fragdo obtida foi
submetida a cromatografia de afinidade em Sephadex G-75. A Cramoll 1,4 biosseletivamente
foi eluida com solucdo de D-glicose 0,3 M em NaCl 0,15 M, dialisada contra NaCl 0,15 M
durante 24 h e liofilizada. A atividade hemaglutinante das fracdes foi determinada utilizando-
se a suspenséo de eritrécitos de coelho™.

2.2 Hidrogel

A preparacdo do hidrogel constituido de POLICAJU e quitosana, na razdo de 1:4, foi
realizada segundo a metodologia descrita por Soares, et al.”* As solucdes estoques de 10%
(p/v) de Policaju e 1% (p/v) de quitosana dissolvidos em &cido lactico a 1% (v/v), foram
preparadas previamente. Em um béquer foi adicionado um volume conhecido da solucéo de
quitosana + 200 pL de CaCl2, e mantido sob agitacdo em Ultra-TURRAX (IKA) a 7000 rpm
durante 20 min para a formacao de um pré-gel de quitosana e logo em seguida, com o auxilio
de uma seringa de calibre 27 G e um fluxo de 1 mL/min, foi sendo adicionado um volume
conhecido da solugcdo de Policaju. A mistura foi deixada sob agitacdo (7000 rpm) em Ultra-
TURRAX durante 20 min. Em seguida o pH da solucéo foi ajustado para 5,0 com solucdo de
NaOH 1 M e denominada de pré-gel. O pré-gel (5mL) foi distribuido em placas de petri, onde
foi adicionado 100pl/mL de Cramoll 1,4, e mantido em estufa a 40 °C durante 16 h para
polimerizac&o e secagem, o qual em seguida foi hidratado com &gua destilada, denominado a

partir de entdo hidrogel, e armazenado sob-refrigeracdo a 4 °C.

2.3 Animais

Os camundongos Swiss albino foram criados e mantidos no biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais em macroambiente controlado com fornecimento de
ad libitum de agua e racdo. Os experimentos foram realizados obedecendo-se as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O estudo foi

aprovado pelo Comité de Animais Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil
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(23076.033699/2012-58). Um total de 45 camundongos Swiss albino fémeas, com 2 meses de
idade, pesando entre 28 a 32g, foram utilizados neste estudo.

2.4 Bioensaio

Apb6s o procedimento anestésico, cada animal foi submetido & tricotomia do dorso e
antissepsia com iodopovidona 1%. Na regido dorsal do animal, foi realizada tricotomia
manual e posteriormente anti-sepsia do campo operatorio com iodopovidona 1 %. e etanol
70%. Com o auxilio de um molde de 0,5 cm de didmetro, a pele foi demarcada para a
producéo da ferida cutanea. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais (n =
15), anestesiados por via intramuscular com cloridrato de xilazina 2% (10mg//kg) e cloridrato
de cetamina 10% (115mg/kg). Os grupos foram assim constiuidos: grupo controle (sem
tratamento), grupo hidrogel (hidrogel sem lectina) e grupo hidrogel Cramoll 1,4 (hidrogel
contendo Cramoll 1,4). As lesdes foram observadas durante 12 dias, com aplicacdo de 100uL
de hidrogel no grupo hidrogel e no grupo hidrogel/Cramoll 1,4, 100uL de hidrogel contendo
100puL de Cramoll 1,4. Os animais foram divididos de acordo com o tempo de avaliacdo: TO,
T2, T7 e T12 dias [FIGURA 1].

2.5 Histopatologia

2.5.1 Parametros clinicos

As caracteristicas clinicas das feridas experimentais foram observados todos os dia,
considerando 0s seguintes aspectos: edema, hiperemia, secrecdo, sarna, granulacdo, crosta,

reepitelizaco e cicatrizacéo dos tecidos®.

2.5.2 Contracao da ferida

Para o calculo da contracdo da area das feridas, foi realizada a medicdo de suas bordas com
paquimetro, no dia de bidpsia, apenas no periodo de 12 dias, observando-se 0 maior e menor
diametro. A partir desses elementos, a area foi calculada®®, A = m. R. r, onde "A" representa a
area, "R" o raio maior e "r" o raio menor da lesdo. O calculo do grau de contracdo foi
expresso em percentual utilizando-se as equacBes matematicas propostas por Ramsey et al.?,
100 x (WO - Wi)/WO0 = M + DP, onde Wo = érea inicial da ferida; Wi = area da ferida no dia

da bidpsia (12 dias).
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2.5.3 AvaliacOes hematologicas

O sangue dos animais de cada grupo foi coletado e os parametros hematoldgicos
(hematdcrito%, eritrocitos mil/mm?, leucécitos% e plaguetas mil/mm?®) foram determinados
pela coleta imediata do sangue. As avaliag0es foram feitas em triplicata. Foi utilizado o
método automatizado, para analise dos pardmetros hematol6gicos.

2.5.4 Histopatologia

As biodpsias cutaneas foram realizadas objetivando a retirada do fragmento de pele total e area
da ferida, abrangendo um centimetro além de cada margem dorsal e ventral no sentido caudal,
aprofundando-se até o plano muscular. Imediatamente apods a retirada da pele, as amostras
foram dispostas sobre papel de filtro e fixadas em formaldeido 10% (v/v) preparado em PBS
0,01 M pH 7,2 por um periodo méaximo de 48 horas, substituido por uma solucdo de etanol
70% (v/v). Cada fragmento de pele foi desidratado em concentracfes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Apds microtomia (5 um de espessura), 0S
cortes foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE). Para analise histoquimica foi utilizado

o Tricrdmico de Masson, para fibras colagenas.

2.5.5 Morfometria das fibras de colageno

Para quantificacdo das fibras colagenas através das alteracdes em pixels, através da fotografia
das laminas coradas pelo tricromico de masson, foi utilizado o Gimp 2.6 software (GNU
Image Manipulation Program,UNIX platforms) e os resultados contabilizados foram

submetidos ao teste estatistico.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando testes ndo-paramétricos. Todos os resultados foram
expressos em valores médios dos grupos + e analisados considerando o valor de p <0,05 como
estatisticamente significativo. Para a comparacgéo do teor de fibras colagenas e contracdo das
lesBes cutaneas, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e quando necessario

as medias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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2. Resultados e Discussao
3.1 Parametros clinicos

A presenca de edema e hiperemia foram observadas em todos os grupos experimentais. No
entanto, observou-se que no grupo hidrogel e hidrogel Cramoll 1,4, houve menor evidéncia de
edema, com a formacéo de uma crosta priméria, 24h apds a cirurgia. Em um estudo utilizando
a Cramoll 1,4 no reparo de lesbes cutaneas, em camundongos saudaveis e
imunocomprometidos, houve maior evidéncia de edema nos animais sadios, tratado com essa
lectina’®. Nossos resultados mostraram que essa menor evidéncia de edema nos grupos
tratados, foi devido ao aparecimento precoce de uma crosta primaria, induzida pelo hidrogel.
No grupo hidrogel Cramoll 1,4 foi possivel perceber maior hiperemia e a presenca de exudato
foi mais intensa nesse grupo. A figura 2 mostra as diferencas dos parametros clinicos.

O processo de cicatrizagdo foi mais eficaz no grupo tratado com o hidrogel Cramoll 1,4,
através da andlise clinica, pelos seguintes aspectos: desprendimento mais rapido da crosta,
sendo o processo de reepitelizacdo mais eficiente, isso se nota pelas diferencas macroscopica
da presenca do tecido cicatricial e contracdo da ferida, como mostra a figura 2 [FIGURA 2].
A formagdo de uma crosta mais espessa foi de suma importancia nos grupos hidrogel e
hidrogel Cramoll 1,4, pois permitiu um isolamento externo, prevenindo assim infeccdo das

lesGes por microrganismo e consequentemente o retardo do processo de cicatrizacao.

3.2 AvaliacGes hematologicas

Os valores obtidos ndo mostraram diferengas significativas para seguintes parametros
analisados: hematocrito, leucocitos, linfocitos, eosinéfilos, basofilos e mondécitos, no processo
de cicatrizacdo, nos periodos analisados. Houve uma diminuicdo do numero de eritrdcitos,
aumento da hemoglobina corpuscular média (HCM) e da concentracdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM), no periodo de 12 dias no G3. Os valores dos parametros
hematoldgicos, obtidos a partir do experimento, encontram-se na tabela 1 [TABELA 1]. A
analise do efeito edematogénico da lecina Dioclea violacea (DvL), demonstrou que houve
aumento de infiltragdo de neutréfilos®. Nossos resultados demonstraram aumento do
infiltrado de células inflamatorias, ndo especificamente de neutrofilos. No inicio do processo
de cicatrizacdo, ha diminuicdo do afluxo sanguineo pela vasoconstricdo. Plaquetas sdo
ativadas pelas substancias da matriz extracelular que envolve o endotélio, fazendo com que

tenha inicio os processos de ades&o e agregacdo celular 2”. J& na Gltima fase do processo de
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cicatrizacdo, que é a fase de remodelacédo, ocorre diminuicdo da atividade celular e do nimero
de vasos sanguineos®®. De acordo com Carvalho et al. (2009)*°, embora ratos e camundongos,
entre outros mamiferos, possuam mecanismos préoprios de controle dos valores dos
parametros fisiologicos é sabido que esses animais podem apresentar variacdes nesses
parametros, relacionadas com sexo, linhagem, genétipo e podem ser influenciados pela idade,
pela dieta, pelo manuseio, pelo ambiente, entre outros fatores.

3.3 Contracao da ferida

A contracdo foi observada em todos os grupos experimentais. Entretanto, no grupo hidrogel
Cramoll 1,4 houve maior taxa percentual de contracdo, como mostra a figura 3, sendo isso
mais uma evidéncia de eficacia do processo de cicatrizacdo nesse grupo experimental
[FIGURA 3]. Estudos analisando o perfil de proteases em lesfes cutaneas experimentais,
tratados com a lectina isolada das sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr), observou-se
diferencas estatisticamente significativas entre as areas medias das feridas dos grupos ConBr
e os demais grupos analisados na fase de fibroplasia, sugerindo que a ConBr, quando aplicada
topicamente, promove a ativacdo de células envolvidas no processo cicatricial, favorecendo a

evolugdo do mesmo?.

3.4 Histopatologia

No grupo controle, com dois dias, foi possivel observar presenca de crosta constituida de
plasma e restos celulares ocupando toda a area da lesdo. Intenso infiltrado inflamatério e
formacdo inicial de tecido de granulacdo. Em funcdo da perda tecidual, denota-se uma
proximidade com a regido hipodérmica com efetiva presenca de células adiposas. No periodo
de dois dias, tanto os animais tratados com hidrogel e com hidrogel contendo Cramoll 1,4,
apresentaram extensa crosta recobrindo a &rea da lesdo, intenso infiltrado inflamatorio, e vasta
vascularizacdo. Foi expressiva a formacéo de tecido de granulacdo nos animais tratados com
hidrogel contendo a Cramoll 1,4, quando comparados aqueles tratados com hidrogel e aos do
grupo controle no referido tempo de observagdo. A figura 4 mostra o intenso infiltrado
inflamatdrio e deposicdo do tecido de granulacdo. No periodo de sete dias ap0s cirurgia,
observa-se ainda presenca de crosta, porém de forma discreta, amadurecimento do tecido de
granulacdo com nitida vasculariza¢do e deposicdo de colédgeno. E aos doze dias, denota-se

uma reorganizacdo da matriz extracelular com consideravel deposicdo de colageno e
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desaparecimento de alguns vasos sanguineos. Neste periodo, também, percebe-se a
reepitelizacdo do tecido [FIGURA 4].

Aos sete dias do pds-operatorio foram observados, em ambos os grupos de animais tratados,
crostas, vascularizacdo ativada, discreta proliferacdo de fibroblastos e estabelecimento de
forma incompleta do processo de reepitelizacao.

No periodo de 12 dias, verificou-se a reepitelizacdo completa em todos os grupos pos-
cirurgia, chamando atencdo a caracterizacdo de papilas dérmicas nos animais tratados com
hidrogel e hidrogel Cramoll 1,4, sendo mais expressiva a presenca de papilas no grupo tratado
apenas com hidrogel. A figura 5 mostra o processo de reepitelizacdo [FIGURA 5]. Os
achados revelam ainda uma maior organizagdo da matriz extracelular com moderada presenca
de fibroblastos, células inflamatdrias e vasos sanguineos. A presenca de papilas dérmicas é de
suma importancia, pois na auséncia de papilas, ha formacdo de um tecido fragil entre o
epitélio e tecido cicatricial, podendo ocorrer lesbes com perda tecidual, se houver pequenas
agressoes.

A literatura relata que a quitosana e o policaju aceleram o processo de cicatrizacdo. O fato da
quitosana ser alvo de ataque da lisozima e da NAGase gerando, ao final do processo de
despolimerizacdo, N-acetilglicosamina e glicosamina, dois acgucares envolvidos na
reepitelizacdo, explica a propriedade biodegradavel desse polimero. Essa caracteristica,
associada & baixa toxicidade, faz da quitosana polimero biocompativel®’. A utilizacdo do
polissacarideo do Anacardium occidentale L.(Policaju) na fase inflamatéria de lesdes
cutaneas, demonstrou que o policaju favorece a resolucdo do periodo inflamatorio,
considerando as caracteristicas de sinais flogisticos menos intensos e a presenca de tecido de
granulagdo fibrovascular e fibras colagenas®.

O infiltrado inflamatorio foi percebido em todos os grupos de animais (controle e tratados),
sendo mais intenso nos animais tratados com hidrogel com Cramoll 1,4, no periodo de 2 e 12
dias, quando comparados aos demais, como mostra a figura 5. Em um estudo avaliando o
efeito edematogénico da lecina Dioclea violacea (DvL), ligadora de glicose-manose,
demonstrou-se que a mesma induz edema, aumento da permeabilidade vascular e infiltracdo
de neutrofilos. A atividade edematogénica envolve os sitios de ligacdo da lectina de manose é
associada com a histamina, citocinas e oxido nitrico, uma vez que poderiam ser tratadas com
meclizina , dexametasona e N- nitro - L - arginina cloridrato do éster metilico (L -NAME)®.

3.5 Morfometria das fibras de colageno
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N&o houve diferencas entre os grupos no 2° dia, como mostra a figura 6. Verificaram-se
diferencas significativas no G3 em relacdo ao G1 no 7° dia, como mostra a figura 7 e, uma
reducdo significativa no G1, em relacdo ao G2 e G3 no 12° dia, como mostra a figura 8
[FIGURAS 6, 7 e 8]. A utilizacdo de policaju na fase inflamatoria de lesdes cutaneas
demonstrou que a deposicéo de colageno foi menos intensa em relagdo ao grupo controle®. A
avaliacdo da Cramoll 1,4 no reparo de lesdes cutaneas, em camundongos saudaveis e
imunocomprometidos, constatou-se que no grupo tratado apenas com a Cramoll 1,4, houve
um excelente reparo em relacdo a deposicdo de colageno, tanto para os animais sadios como
também para os imunodeprimidos™®. De acordo com 0s nossos resultados, os grupos G2 e G3,
apresentaram um percentual maior de fibras colagenas, no periodo de 12 dias, demonstrando
que o hidrogel de POLICAJU e quitosana foi mais efetivo no processo de deposicdo das

fibras de colageno.

3. Conclusao

Nossos resultados demonstraram que a Cramoll 1,4 intensificou o processo inflamatorio,
promovendo a contragcdo mais efetiva das lesdes e maior deposicdo do tecido de granulacéo,
demonstrando que a Cramol 1,4 associada ao hidrogel de quitosana e ao policaju foi eficaz no
processo cicatricial, ampliando assim o conhecimento do potencial da Cramoll 1,4 no reparo

de lesdes cutaneas experimentais.
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Figura 1: A - D: Producdo de feridas cutaneas experimentais. TO - feridas cirurgicas
experimentais. A ferida foi feita através de um molde de 0,5 cm de diametro; T2 - Presenca
da crosta; T7 - formag&o de tecido cicatricial e T12 - cicatriz. As imagens S&o representativas
dos animais de G3. E - G: Avaliagdo macroscopica do tecido da cicatriz e contracao das
lesbes cutdneas em grupos experimentais apos doze dias de tratamento. E - G1, Fe G - G2,

G3, respectivamente. A area de contragdo foi medida usando um paquimetro

Figura 2: Observacdo de parametros clinicos. A - C: Analise clinica 24 horas apds o
procedimento cirurgico. Notar edema e hiperemia no A - G1, B e C - G2 e G3,
respectivamente. Nota maior hiperemia, e menor evidéncia de edema no G3. D — F: Analise
da formacéao de crosta no 7°dia. D - G1, E — G2 e F — G3. Notar crosta mais espessa no G2
eG
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Tabela 1: Efeito da administracdo tépica de hidrogel contendo 100ug de Cramoll 1,4/mL
sobre os parametros hematologicos (eritrograma e contagem de plaquetas) de camundongos.
G1 = controle. G2 = hidrogel. G3 = hidrogel/Cramoll 1,4. Média + DP (n = 5). Diferencas
estatisticamente significativa: p< 0,05

2 dias 7 dias 12 dias
Parimetros Gl () @ P Gl (2 @ P Gl @ @3 D
Eritrograma
Eritrdcitos 632254 5648333 T23:L1% 0953 679:23% 8422025 883038 0341 916£02% 733285 384403 0.020
mil mor

Hemoglobina 10753202 98854502 11721972 0826 109+435% 1412072 13322422 0685  150:06la 117485 100643 0117
adl

VCM o’ £05601 4740070 B4L8la 0527 466l 47200k d66£190 0894 488:08 490100 498:08% 0232
HCMpg 184608 28542072 169+038 0702 1572040 168:070a 1640750 0.662 163040 1571102 1872806  0.010
CHCM gdl 40521030 60455720 3460400 0338 336=408a 35703l 332+04% 0354 333083 3218249 3765620 0023
RDW* 179£2650  165+087a 159035 0139 16720892 1740900 164<L17a 0184 1600620 1542053 151058 0.087

Hematoerito® ~ 273¢1050 2681692 3426660 0654  3L8<IL0a  396:18la 41241472 0330 £2255 358137 289198 0118

Plaquetas 69480490620 20300136470 31472:31440a 0293 50200423192 70300394000 10483£81720a 0.759  72680=4339.7Ta 48800287720 17042264972 0.130
mil mm3

MPVAL 120:25% 8362140 800:l44 0332 T706£109  640:18% 354033 00% 5660470 6041220 538038 0853

Tabela 2: Efeito da administracdo tépica de hidrogel contendo 100ug de Cramoll 1,4/mL
sobre os parametros hematoldgicos (Leucograma) de camundongos. G1 = controle. G2 =
hidrogel. G3 = hidrogel/Cramoll 1,4. Média + DP (n = 5). Diferencas estatisticamente
significativa: p< 0,05

Ldins T diag 12 s
Parimefros 1 2 0 P 0l U 0 P ol 2 0 p

Lewdcitos 848056510 540038300 34160 0610 S0:IR6 Tl SSO0MT 008 U2 SI0eHMT) SR 01
o

Neofroflos®s 474075 6001858 748330 024 6036%  JlkL6T 1A 07T 3Ll 4SBSR 44D 032

—

Busifios®s 0940460 L1606 L6eL0Sa 038 092080  0l600% 006005 0068 030460 06405k Ll 0479

Linfoctos®s 91183700 887440 8923200 0967 §93:M9la 93%elfhn 93803 0760 954el0h B%Loh  I18Sda 03N

Monicitos®s 30290 3603400 L4606l 0967 2008 0%603%0 L7120 03

6 0703 OH0I  1%0h 069
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Figure 3: Percentual de contracdo das feridas apds doze dias de tratamento. Médias seguidas
por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(P=0,0077)

Figura 4: Presenca de infiltrado inflamatorio nas lesdes cutanas apos dois dias de tratamento. A

- controle, B — Hidrogel e C - Hidrogel/Cramoll 1.4. Observe a presenca de infiltrado
inflamatorio mais intenso no grupo hidrogel/cramoll 1, 4. A - controle, B — Hidrogel e C -
Hidrogel/Cramoll 1.4. Notar maior intensidade de tecido de granulacdo no grupo
hidrogel/Cramoll 1.4. Coloracdo H.E. Barra de escala: 20um. Seta longa - infiltrado
inflamatorio; Cr — Crosta; TG - tecido de granulacdo; setas longas - infiltrado inflamatério;
ponta de de seta — adipdcitos
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Figura 5: Processo de reepitelizacéo e infiltrado das feridas experimentais apds doze dias de

tratamento. A - Controle, B - Hidrogel e C - Hidrogel/Cramoll 1.4. Notar a presenca de papilas
dérmicas nos grupos hidrogel e hidrogel/Cramoll 1,4. A - Controle, B — Hidrogel e C -
Hidrogel/Cramoll 1.4. Observar a presenca de infiltrado inflamatério mais intensa no
hidrogel/cramolll, 4 grupo. Coloracdo H.E. Barra de escala: 20um. EP. — Epitélio; PD -

papilas dérmicas; Asterisco — Queratina; Seta longa - infiltrado inflamatério
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Figure 6: Quantificacdo das fibras de colageno, apds dois dias de tratamento. Médias
seqguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney (P = 0.1639)
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Figure 7: Quantificacdo das fibras de colageno, apos sete dias de tratamento. Medias
seqguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney (P = 0.0137)
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Figure 8: Quantificacao das fibras de coldgeno apds 12 dias de tratamento. Médias seguidas
de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P =
0.0057)
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REVISTA QUIMICA NOVA

Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos em Portugués,
Inglés e Espanhol, que cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre
Ensino de Quimica, Histéria da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de &reas
afins, desde que tenham acentuado conteddo quimico (clique aqui para acessar as normas de
restricdo). Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das modalidades abaixo:

Artigos Originais: refere-se a trabalhos inéditos de pesquisa. Devem seguir a forma
usual de apresentacdo, contendo as sec¢des Introducdo, Parte Experimental, Resultados e
Discussdo, Conclusdo e Referéncias, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.

Artigos sobre Educacdo: trabalhos de pesquisas relacionadas ao ensino de Quimica e
divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de graduacao e pds-graduacdo. Deverdo ter
no maximo 25 péaginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, e outros elementos.

Notas Técnicas: trabalhos de comunicacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessorios
desenvolvidos no laboratério de origem do autor do manuscrito, desde que apresentem
acentuado contetdo quimico. Devem seguir a forma usual de apresentacdo, contendo as
secdes Introducdo, Parte Experimental, Resultados e Discussdo, Conclusdo e Referéncias, de
acordo com as peculiaridades de cada trabalho. Deverdo ter no méximo 25 paginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverao ser numeradas.

Assuntos Gerais: abordagem de assuntos de interesse geral dos quimicos, tais como politica
cientifica, programas de graduacao e pds-graduacdo, histéria da quimica, etc. Deverdo ter no
maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.

Artigos de Revisdo: destinados a apresentacdo do progresso em uma area especifica de
Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica do estado da arte do ponto de vista do
especialista altamente qualificado e experiente. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.

Para submeter um artigo de Revisdo, é imprescindivel que o autor tenha publicacdes que
comprovem a sua experiéncia e qualificacdo na referida area. Antes do envio do manuscrito,
0 autor devera submeter a editoria, por e-mail, um resumo da revisdo pretendida e lista de
publicacdes, acompanhados de uma carta explicativa da pertinéncia do trabalho. O material
sera analisado pelos Editores e, uma vez aprovado, sera solicitado ao autor o envio do
manuscrito completo, dentro das normas de QN, e s entdo serd dado inicio ao processo de
avaliacdo pelos assessores. O aceite da submissdo ndo garante a publicacdo do manuscrito,
que passara pelo processo formal de avaliacdo equivalente ao das outras modalidades.

ANTES DA SUBMISSAO
Direitos autorais

Ao submeter um manuscrito a revista Quimica Nova, assume-se que ele ndo foi publicado
previamente, que ndo estd sob processo de avaliacdo por outra entidade e que nao serd


http://quimicanova.sbq.org.br/spec/qn/pt_BR/normas_restricao.php

64

publicado simultaneamente em outro veiculo de divulgacdo, no mesmo formato, sem a
permissdo por escrito dos Editores. Além disso, subentende-se que o autor responsavel pela
submissdo tem o consentimento de todos os outros autores. Os autores também concordam
que os direitos autorais do manuscrito serdo transferidos para a Sociedade Brasileira de
Quimica (SBQ), caso o manuscrito seja aceito para publicacdo. Manuscritos aceitos e
ilustracGes se tornardo propriedades da SBQ.

Organizacao do manuscrito

Os manuscritos deverdo apresentar clareza e concisdo. A se¢do Introducao devera identificar
de forma clara e breve, utilizando-se de referéncias relevantes, a natureza do problema sob
investigacdo e o conhecimento prévio a respeito dele.

A secdo Parte Experimental pode preceder ou vir apds a secdo Resultados e Discussdo, mas
devem ser necessariamente separadas. A secdo Conclusfes, que resumira brevemente as
principais conclusdes do trabalho, devera ser disposta logo apds a secdo Resultados e
Discusséo.

A parte experimental do manuscrito deve descrever o0s experimentos de maneira
suficientemente detalhada para que outros pesquisadores possam reproduzi-los. O grau de
pureza dos materiais utilizados deve ser fornecido, bem como todas as quantidades utilizadas.
A descrigdo de procedimentos ja estabelecidos ndo é necessaria. A instrumentacéo utilizada s6
deve ser descrita caso ndo seja padrdo. Deve-se referir a instrumentos disponiveis
comercialmente a partir de suas marcas e modelos.

Todos os compostos novos devem ser completamente caracterizados, incluindo dados
espectroscopicos e analises elementares. Espectros de massas de alta resolucdo poderdo
substituir analises elementares caso sejam acompanhados de provas inquestionaveis da pureza
da amostra (pontos de fusdo, cdpias dos espectros RMN, etc.). Para compostos sintetizados
em formas enantiomericamente puras ou enantiomericamente enriquecidas, sua rotacao
especifica devera ser fornecida. Nos casos em que 0 excesso enantiomérico for determinado
por técnicas cromatograficas e/ou espectroscopicas, as cOpias dos cromatogramas e/ou
espectros devem ser inclusas no Material Suplementar (ver secdo Material Suplementar).

Muitas publicacBes de Quimica Teorica e/ou Computacional utilizam rotinas baseadas em
métodos bem documentados, sejam semi-empiricos ou ab initio. Neste caso é suficiente citar a
variante utilizada, referindo-se a publicagdes importantes nas quais os métodos foram
desenvolvidos, e o programa de computador utilizado, indicando brevemente as modificacGes
realizadas pelo autor.

E de responsabilidade dos autores a obtencio de permissdes para reproducdo de graficos e
imagens retiradas de outros periodicos. Essas permissdes para reproducdo devem ser enviadas
por e-mail a Editoria da Quimica Nova. A reproducdo deve também ser informada nas
respectivas legendas.

Os manuscritos em lingua inglesa que forem considerados para avaliacdo deverdo, no envio
da versdo revisada, portar certificado de correcdo de idioma emitido por empresa
especializada. O certificado deve ser enviado por e-mail para sbqgedit@sbqg.org.br.
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Os Editores poderao solicitar o certificado a qualquer momento do processo de avaliacdo caso
julguem necessario. Dessa forma, os autores interessados em submeter manuscritos em lingua
inglesa devem estar cientes dessa possibilidade.

Preparo dos manuscritos
Geral

Um modelo de artigo (.doc) ja formatado de acordo com as normas da Quimica Nova pode ser
obtido aqui.

Deve-se utilizar a fonte Times New Roman, tamanho de 12 pt e cor preta. O espacamento
entre linhas deve ser de 1,5x. As paginas devem ser numeradas consecutivamente, no canto
inferior direito. As linhas e os titulos e subtitulos das se¢Ges ndo devem ser enumerados. Os
titulos das secBes devem ser escritos em negrito e caixa alta, os subtitulos apenas em negrito e
0s subsubtitulos apenas em italico.

Os elementos graficos, tabelas e suas respectivas legendas devem vir ao final do artigo. Deve-
se indicar, no texto, onde o elemento deve aparecer ap6s a diagramacdo, utilizando as tags

entre colchetes. Esses elementos devem aparecer o mais proximo possivel de onde foram
citados pela primeira vez.

Alguns exemplos:

(...) A Figura 1 mostra o sistema utilizado na primeira etapa do processo.
[FIGURA 1]
Os valores obtidos a partir do experimento encontram-se na Tabela 1.

[TABELA 1]

O Material Suplementar deve ser o Gltimo elemento do manuscrito, e deve conter informacdes
relevantes e complementares aquelas ja apresentadas no manuscrito (ver secdo Material
Suplementar).

Detalhes

A primeira pagina devera conter o graphical abstract (ver secdo Graphical Abstract), titulo do
trabalho, em negrito e caixa alta, nome dos autores em negrito e endereco. Havendo autores
com diferentes enderecos, estes deverdo ser listados em sequéncia e indicados utilizando-se
letras sequénciais.
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Um exemplo:

José A. Benicio?, Maria C. Cavalcante® e Joo D. de Almeida™?

% Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, 87020-900 Maringa — PR,
Brasil

® Departamento de Quimica Fundamental, Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
05508-000 S&o Paulo — SP, Brasil

*e-mail: jalmeida@dq.uem.br

Como mostra o exemplo, o autor para correspondéncia devera ser indicado com asterisco (*) e
seu e-mail colocado logo abaixo dos enderecos. A menor unidade do endereco deve ser o
departamento. Em seguida a faculdade/instituto e, por fim, a universidade. Laboratorios,
programas de pos-graduacdo e cursos ndo devem ser inclusos no endereco. A segunda pagina
deveréa conter o titulo e o resumo do trabalho, ambos em inglés, com no maximo 150 (cento e
cinquenta) palavras, e a indicacdo de 5 palavras-chave (keywords), também em inglés. O
texto deve se iniciar a partir da terceira pagina do manuscrito.

Ao longo do texto, o autor deve se atentar as seguintes regras:
o Palavras em lingua estrangeira (inglés, francés, latim, etc.) deverdo ser escritas em

itdlico. Nomes cientificos de espécies devem ser escritos em italico, com a primeira
letra do nome em caixa alta.

Alguns exemplos:

... 0s experimentos foram realizados in situ;

A bactéria Escherichia coli ...;

O tratamento dos dados foi realizado a partir do software Origin;
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o Todas as unidades devem ser separadas dos valores por um espaco simples (inclusive
o grau Celsius). A mesma regra é valida para o caso de unidades em sequéncia.

Alguns exemplos:

10 °C;
15 mg L™ (evitar mg/L);

10 m s (evitar m/s);

o As citacdes de referéncias devem ser feitas de forma consecutiva, na forma numérica
sobrescrita (sem parénteses ou colchetes), sempre apds a pontuacdo, quando houver.
CitacOes de duas ou mais referéncias devem ser separadas por virgulas. Citacbes de
trés ou mais referéncias consecutivas devem ser agrupadas, utilizando-se o hifen (-).

Alguns exemplos:

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura.®>"®

Existe extensa literatura a respeito do sistema utilizado,”"? bem como das propriedades dos
materiais empregados.™

Atencdo: Toda a nomenclatura utilizada devera ser consistente, clara e de acordo com as
regras estabelecidas por entidades apropriadas, como IUPAC, International Union of
Biochemistry, Abstracts Service, Nomenclature Commitee of the American Chemical Society,
entre outras. Simbolos e unidades deverdo seguir as recomendacfes da IUPAC. Os autores
devem evitar o uso de unidades que ndo fazem parte do SI.

Normas para elementos graficos e tabelas

Graficos e Figuras: textos, nomes dos eixos e quaisquer outros elementos textuais que
acompanham os elementos graficos devem ser consistentes ao longo de todo o trabalho em
relacdo a fonte, ao tamanho da fonte, ao espacamento e a cor. Para elementos gerados por
computador, deve-se evitar planos de fundo ou sombreamento.

Formulas estruturais e equacfes quimicas: todas as estruturas quimicas ou equagdes devem
ser escritas utilizando a mesma fonte ao longo do manuscrito.



68

Equacdes: as equacbes devem ser escritas utilizando-se um editor de equacdes (MathType,
Equation, entre outros) e devem ser numeradas sequencialmente ao longo do manuscrito.

Fotografias: as fotografias devem apresentar contraste e ndo devem ser montagens. Caso haja
necessidade de uma escala, ela deve ser desenhada sobre a figura e ndo abaixo. N&o serdo
aceitas fotografias de equipamentos comerciais.

Tabelas: as tabelas devem ser formatadas de modo a fornecer informacGes diretas ao leitor.
Sombreamentos e negritos devem ser evitados. Qualquer informacéo extra deve vir abaixo da
tabela, na forma de nota de rodapé, utilizando-se as letras a, b, ¢ e assim por diante.

Graphical abstract (em inglés): O graphical abstract deve resumir o contetdo do trabalho de
forma concisa e dedicada a capturar a atengdo de um publico amplo. O autor deve apresentar
uma figura nova, usando como parametro uma estrutura chave, uma reagdo, uma equacgéo, um
conceito, um gréafico, um teorema, entre outras possibilidades. Recomenda-se que seja de
carater artistico e possua cores diversas. Ndo serdo aceitas fotos de equipamentos comerciais.

Atencdo: a imagem deve possuir alta resolucdo (em formato .tiff, .jpg ou qualquer outro de
ampla utilizacdo que possa ser editado) e tamanho de 4 cm de altura por 8 cm de largura [os
elementos textuais devem ser legiveis nessas dimens@es]. Junto com o graphical abstract, o
autor devera enviar um texto explicativo em inglés (em arquivo .txt, .rtf ou .doc) de, no
maximo, 3 linhas.

Normas para citagdes e lista de referéncias

Os elementos graficos e as tabelas devem ser numeradas e citadas no texto, utilizando-se a
primeira letra em caixa alta. N&o se deve abreviar as citacdes.

Alguns exemplos:

... como pode ser verificado na Tabela 1.
A Figura 3 mostra o sistema utilizado...

(Tab. 1, Fig. 1 e quaisquer outras abreviacdes dos titulos dos elementos ndo devem ser
utilizadas)

As referéncias devem ser citadas na forma de ndmeros sobrescritos apds a pontuacao, quando
houver. Parénteses e colchetes ndo devem ser utilizados. N&o utilizar espacos entre as citacdes
ou entre a citagdo e o caractere sobre o qual esta posicionada.

Alguns exemplos:
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salicilato de sodio,*®

Nishide et al.,*

... pela reducéo do acido crémico,* %

(Trés ou mais referéncias consecutivas devem ser citadas utilizando-se o hifen)

Na secdo Referéncias, as abreviagdes dos titulos de periodicos devem estar de acordo com as
definidas no Chemical Abstracts Service Source Index (ver http://cassi.cas.org).

As normas para 0 ano, o0 volume e as paginas seguem abaixo para diversos tipos de literaturas.
A pontuacdo, 0s espagcamentos, 0s negritos e os italicos devem ser verificados com atencéo.
Manuscritos com referéncias fora das normas da revista serdo reenviados ao autor até que 0s
erros sejam verificados e corrigidos.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, é recomendado citar o seu
namero de Chemical Abstract, como segue:

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; Izv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:780515s).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L.
H.;Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma lista
de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas € o seguinte:

4. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade,
C. H.AS.; Guimarées, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7,
123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24,
473.

Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parénteses).
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5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo
Koho 79 73,771 1979.(CA 91:P193174v)

6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br Pl 9.604.468-3,1999.

Livros:

com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz,
M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):

9. Cotton, F.A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New York,
1988.

Programas de computacao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade
de Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
1997.

Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:

http://www.sbqg.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.
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Material ndo publicado:

Para material aceito para publicagdo: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo. Para
material submetido mas ainda ndo aceito: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., submetido.
Para trabalho ndo publicado ou comunicacdo pessoal: Magalhdes, U. H.; trabalho néo
publicado ou Magalhdes, U. H., comunicacdo pessoal. Os resultados ndo publicados so6
poderdo ser citados com a permissao explicita das pessoas envolvidas na sua obtencéo.

Manuscritos contendo RMN, 1V, espectros de massas, etc.

Sempre que um composto € sintetizado ou identificado (novo ou conhecido previamente), é
obrigatorio o envio de todos os dados espectrais (dados e espectros) como Material
Suplementar (ver secdo Material Suplementar) no momento da submissdo do manuscrito, ao
final do arquivo .pdf.

Material Suplementar

Esta modalidade foi criada para que na versdo impressa da revista apareca 0 numero
estritamente necessario de Figuras e Tabelas. Ressalta-se que, como este material ficard
disponivel apenas na versdo on line, figuras, tabelas e ilustracGes coloridas apresentadas na
forma de material suplementar ndo terdo custo repassado aos autores, nem limite de péginas.
Porém, devem ter boa qualidade gréafica.

O Material Suplementar (MS) devera ser colocado no final do trabalho, com indicacao clara.
Deveréa ser submetido um unico documento .pdf, incluindo o material suplementar. Quando
houver MS, deve ser criada uma secdo MATERIAL SUPLEMENTAR, logo ap6s a secéo
CONCLUSAO, com a descricdo de seu conteido. O texto deve também indicar o acesso livre
ao MS a partir do website da revista Quimica Nova (http://quimicanova.sbq.org.br/).

Elementos graficos e Tabelas do Material Suplementar devem ser numeradas
sequencialmente, com a letra S apos a numeracdo. Ex: Figura 1S, Tabela 4S, etc.

Apesar de complementar a informagcdo do manuscrito, o MS deve ser um documento
completo. Caso sejam usadas referéncias, elas devem ser listadas ao final do proprio MS.
Assim como as Figuras e Tabelas, devem ser numeradas na forma 1S, 25, ...


http://quimicanova.sbq.org.br/
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Os Editores poderéo solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitagcdo, a separacgdo de
Material Suplementar.

DURANTE A SUBMISSAO

A QN oferece aos autores a submissdo on line, que pode ser acessada através do registro de
Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa home page (http://quimicanova.sbg.org.br)
usando a opgdo Novo Usuario. Apds estar cadastrado no sistema, o autor pode facilmente
seguir as instrucdes fornecidas na tela. Sera solicitada a submissdo de um dnico arquivo do
manuscrito completo, em formato .pdf. Esta disponivel uma ferramenta para gerar o arquivo
.pdf, a partir de arquivo .doc ou .rtf, com envio automatico para o e-mail do autor. Tao logo
seja completada a submissdo, o sistema informara automaticamente, por e-mail, o cédigo
temporario de referéncia do manuscrito, até que este seja verificado pela editoria. Entdo sera
enviado e-mail com o numero de referéncia do trabalho.

Se ndo for recebido o e-mail com codigo de submissdo temporéria, por algum motivo, a
submissdo nao foi completada e o autor tera prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-la.
Depois desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo ser feita nova submisséo.

O autor podera acompanhar, diretamente a partir do sistema, a situacdo de seu manuscrito.

Ao fazer a submisséo, solicita-se uma carta de apresentacdo, que devera ser digitada no local
indicado, sendo obrigatoria a apresentacdo dos e-mails de todos os autores. Além disso,
devem ser enviados também os nomes, instituicdes a que pertencem e e-mails de trés ou
quatro possiveis assessores, que ndo podem pertencer a(s) mesma(s) instituicao(6es) dos
autores.

Para as versoes de avaliacdo

Deve ser gerado um arquivo Unico, em formato PDF, preparado de acordo com as normas
descritas anteriormente. O sistema online de submissdo da Quimica Nova ndo aceitara outro
formato de arquivo para as versdes de avaliagéo.

Manuscritos Revisados: Manuscritos enviados aos autores para revisdo deverdo retornar a
Editoria dentro de prazo maximo de trinta dias ou serdo considerados retirados, sendo que o
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sistema encerra 0 processo, nao permitindo que seja reaberto. Vencido o prazo, devera ser
feita nova submissdo, dando inicio a um novo processo.

A submissdo do manuscrito revisado devera ser feita pelo mesmo autor, usando o Login e a
Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instru¢des fornecidas na tela, para
envio do documento .pdf completo da versdo revisada. Deve ser redigida uma carta de
encaminhamento, em pdf, aos assessores, detalhando as alteragdes feitas na nova versao e
justificando as alteracdes sugeridas nos pareceres e que ndo foram aceitas pelos autores. Esses
dois arquivos devem ser enviados por meio da secdo Envio de Nova Versdo, na Pagina do
Autor, no sistema de submiss&o online da revista.

Tao logo seja completada a submissdo o sistema informara automaticamente, por e-mail, 0
codigo temporério de referéncia do manuscrito, até que ele seja verificado pela editoria. Entéo
sera enviado e-mail contendo o nimero de referéncia do trabalho.

Para a versao final

Quando for solicitado o envio da versdo final, os autores deverdo enviar a versédo redigida em
arquivo .doc/.docx, de acordo com as normas descritas anteriormente. Os elementos graficos e
as tabelas devem ser enviados separadamente, em seus formatos originais:

Estruturas quimicas: *.cdx (ChemDraw, ISIS-Draw e correlatos)
Gréficos: *.opj/org (Origin) ou *xlIs/xlsx (Excel)

Tabelas: *.doc (Word) ou *xlIs/xIsx (Excel)

Outros elementos (Figuras, esquemas, etc.): *.cdr (CorelDraw)

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas alteracdes nos
manuscritos, de modo a adequa-los as normas da revista ou tornar seu estilo mais claro,
respeitando, naturalmente, o conteido do trabalho. Qualquer que seja a natureza do
manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacao,
interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho podera ser atestada por consultor(es) ad
hoc, indicados pela Editoria.

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, peguenas
alteracfes nos manuscritos, de modo a adequé-los as normas da revista ou tornar seu estilo
mais claro, respeitando, naturalmente, o contetdo do trabalho. Qualquer que seja a natureza
do manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacéo,
interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho serd atestada por dois consultores,
indicados pela Editoria.

Copyright ©2012 Sociedade Brasileira de Quimica



Para publicagéo, requer-se que 0s manuscritos submetidos a esta revista néo
tenham sido publicados anteriormente e ndo sejam submetidos ou publicados
simultaneamente em outro periédico. Ao submeter 0 manuscrito, os autores
concordam que o copyright de seu artigo seja transferido a Sociedade
Brasileira de Quimica (SBQ), se e quando o artigo for aceito para
publicacdo. O copyright abrange direitos exclusivos de reproducdo e
distribuicdo dos artigos, inclusive separatas, reproducfes fotograficas,
microfilmes ou quaisquer outras reprodugdes de natureza similar, inclusive
traducbes. Nenhuma parte desta publicagdo pode ser reproduzida,
armazenada em bancos de dados ou transmitida sob qualquer forma ou meio,
seja eletronico, eletrostatico, mecanico, por fotocoOpia, gravacdo, midia
magnética ou algum outro modo, sem permissao por escrito da detentora do
copyright. Embora todo esforco seja feito pela SBQ, Editores e Conselho
Editorial para garantir que nenhum dado, opinido ou afirmativa errada ou
enganosa aparecam nesta revista, deixa-se claro que o contetdo dos artigos e
propagandas aqui publicados s&o de responsabilidade, Unica e exclusiva, dos
respectivos autores e anunciantes envolvidos. Conseqlentemente, a SBQ, o
Conselho Editorial, os Editores e respectivos funcionarios, diretores e
agentes isentam-se, totalmente, de qualquer responsabilidade pelas
conseqiiéncias de quaisquer tais dados, opinides ou afirmativas erradas ou

€nganosas.
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