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RESUMO

Retalhos cutaneos sdo amplamente utilizados em cirurgias plasticas e reconstrutivas.
Contudo, a perfusdo sanguinea inadequada durante a mobilizacdo do retalho pode
desencadear em um processo de isquemia que pode levar & necrose tecidual na
auséncia de manejo eficaz do processo inflamatorio. Nesse contexto, a busca por
novas estratégias biocompativeis para assegurar a viabilidade de retalhos cutaneos
isquémicos (RCIls) permanece necessaria. Portanto, este estudo avaliou novos
formulagdes de hidrogel de alginato (ALGgel) e ZIF-8 (do inglés: Zeolite Imidazolate
Framework-8) (ALG-ZIF-8) com extrato de Rhizophora mangle (R. mangle) e acido
tanico (AT) para verificar seu potencial na prevencédo da necrose em RCIs. Vinte e
dois ratos Wistar machos foram submetidos a confeccao cirtrgica de RCI e divididos
em quatro grupos: salina 0,9% (controle negativo - CNeg), placebo ALGgel (pALGgel),
ALG-ZIF-8 com AT 5% (ALGzAT) e, por fim, ALG-ZIF-8 com R. mangle 5% (ALGzRm).
Os desfechos dos retalhos foram avaliados através de analise morfométrica das areas
viavel e necrotica, e andlise histomorfométrica de fibroblastos, vasos sanguineos e
leucécitos, utilizando os softwares ImageJ e PrimeCam 5.1. A andlise estatistica foi
realizada com o software IBM SPSS (versdao 27). Os resultados sugerem que as
formulacdes produziram desfechos divergentes ao modular diferencialmente as
respostas inflamatéria e angiogénica. A formulacdo ALGzRm tendeu a apresentar um
perfil protetor, associado a uma reducéo significativa na infiltracdo leucocitaria (p <
0,001), enquanto a formulacdo ALGzAT esteve ligada a uma resposta deletéria,
incluindo inflamacédo exacerbada e uma contagem patologicamente alta de vasos
sanguineos (p = 0,015). Em conclusdo, os achados sugerem que a formulacéo
ALGzRm tem potencial para o reparo tecidual, mediado pela modulacéo das respostas

inflamatoria e angiogénica.

Palavras-chave: Biomateriais; Retalhos Cirargicos; Rhizophora mangle; Taninos;

Estruturas Metalorganicas; Alginato; Hidrogeéis.



ABSTRACT

Skin flaps are widely used in plastic and reconstructive surgery. However, inadequate
blood perfusion during flap mobilization can trigger an ischemic process that may lead
to tissue necrosis in the absence of effective management of the inflammatory process.
In this context, the search for new biocompatible strategies to ensure the viability of
ischemic skin flaps (ISFs) remains necessary. Therefore, this study evaluated novel
alginate-ZIF-8 (ALG-ZIF-8) hydrogel formulations with Rhizophora mangle (R. mangle)
extract and tannic acid (TA) to assess their potential in preventing necrosis in ISFs.
Twenty-two male Wistar rats underwent the surgical creation of an ISF and were
divided into four groups: 0.9% saline (negative control - NegC), placebo alginate
hydrogel (pALGgel), ALG-ZIF-8 with 5% TA (ALGzTA), and finally, ALG-ZIF-8 with 5%
R. mangle (ALGzRm). Flap outcomes were evaluated through morphometric analysis
of viable and necrotic areas, and histomorphometric analysis of fibroblasts, blood
vessels, and leukocytes, using ImageJ and PrimeCam 5.1 software. Statistical analysis
was performed using IBM SPSS software (version 27). The results suggest that the
formulations produced divergent outcomes by differentially modulating inflammatory
and angiogenic responses. The ALGzRm formulation tended to show a protective
profile, associated with a significant reduction in leukocyte infiltration (p < 0.001), while
the ALGZzTA formulation was linked to a detrimental response, including exacerbated
inflammation and a pathologically high blood vessel count (p = 0.015). In conclusion,
the findings suggest that the ALGzRm formulation has potential for tissue repair,

mediated by the modulation of inflammatory and angiogenic responses.

Keywords: Biocompatible Materials; Pedicled Flaps; Rhizophora mangle; Tannins;
Metal-Organic Frameworks; Alginates; Hydrogels.
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1 INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgéo do corpo humano, em peso e area de superficie (Casey,
2002; Alves, 2015), composta principalmente pela epiderme e a derme (Moore; Dalley;
Agur, 2019). Abaixo da derme encontra-se a hipoderme, um tecido subcutaneo que
consiste em sua maioria por almofadas de tecido adiposo (Arda; Goksugur; Tuzln,
2014). Nesse contexto, os retalhos cutaneos sdo segmentos de pele transferidos de
uma regido doadora para uma regido receptora, mantendo seu suprimento sanguineo
necessario por meio de um pediculo, garantindo a sobrevivéncia do retalho (Silva,
2020; Oliveira et al., 2023b). Esse procedimento € constantemente utilizado em
cirurgias plasticas e de reconstrucao (Duarte; Gomes; Ferreira, 1998; Oliveira, 2018).
Contudo, ocorréncias podem ser observadas durante a transferéncia desses retalhos,
destacando-se a falta de perfusdo sanguinea e a subsequente isquemia,
caracterizando o chamado Retalho Cutaneo Isquémico (RCI). A falta de um manejo
efetivo desse processo inflamatério pode resultar em necrose tecidual (Pu et al., 2017;
Oliveira, 2018). Assim, a manutencdo da irrigacdo sanguinea é um fator essencial
para assegurar a viabilidade e sobrevivéncia dos RCIs (Silva, 2020). Apesar das
amplas pesquisas existentes, ainda se fazem necessarias novas abordagens
biocompativeis (Gozu et al., 2010; Silva, 2020).

Como resposta a essa demanda, o uso de biomateriais surge como uma
alternativa promissora. De acordo com Williams (2009), o biomaterial é “uma
substancia projetada para assumir uma forma que, sozinha ou como parte de um
sistema complexo, é usada para direcionar, por meio do controle de interacbes com
componentes de sistemas vivos, 0 curso de qualguer procedimento terapéutico ou
diagndstico, na medicina humana ou veterinaria”. Entre suas diversas aplicagdes,
destacam-se os sistemas de carreamento de farmacos e proteinas, bem como o
auxilio na cicatrizacdo de feridas, implantes de raiz dentaria, substituicdo de
articulagdes, entre outras. (Hasirci; Hasirci, 2018; Bharadwaj, 2021). Nesse contexto,
um exemplo de produto natural que pode atuar como principio ativo de biomateriais é
0 extrato de Rhizophora mangle (R. mangle, ou mangue-vermelho), uma planta
subtropical e tropical cuja vegetacdo € a mais abundante do manguezal brasileiro
(Araujo, 2015; Sa et al., 2023). R. mangle tem sido amplamente utilizada na medicina
popular, por suas propriedades farmacolégicas atribuidas aos compostos nela

existentes, dentre eles: taninos e flavonoides, dois polifendis (Lima et al., 2021).
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Juntos, estes compostos podem conferir para R. mangle as ac¢des anti-inflamatéria,
antioxidante, antimicrobiana e antibacteriana (Ferreira et al., 2011; Jing et al., 2022),
além de regular a regeneracdo tecidual através da angiogénese e aumento da
proliferacdo de fibroblastos (Oliveira, 2018; Marinho, 2018). Dentre os compostos
polifendlicos presentes na planta, o acido tanico (AT) é o tanino hidrolisavel de
estrutura mais simples (Brandao et al., 2008; Jing et al., 2022). O AT é conhecido por
possuir propriedades quimicas e capacidades funcionais benéficas, incluindo
biocompatibilidade (Chen et al., 2022), propriedades curativas, entre outras. (Marinho,
2018; Chen et al., 2019).

Paralelamente, os hidrogéis tém ganhado destaque em aplica¢des biomédicas,
consistindo em redes tridimensionais poliméricas (naturais ou sintéticas), sendo
materiais flexiveis, reticulados e hidrofilicos ou anfifilicos, capazes de reter grandes
guantidades de agua ou fluidos biolégicos (Ullah et al., 2015; Hasirci; Hasirci, 2018).
Segundo Laftah; Hashim e Ibrahim (2011), hidrogéis sdo notavelmente versateis,
sendo frequentemente estudados e utilizados especialmente como sistemas de
liberacdo controlada (Li; Mooney, 2016). O alginato de sédio (ALG) é um exemplo de
biopolimero anidnico linear utilizado comumente na forma de hidrogel (ALGgel)
(Oliveira et al.,, 2023b), sendo bastante analisado na literatura por possuir
propriedades relevantes como biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa
toxicidade e moldabilidade (Neves, 2019). Outros sistemas de liberacdo controlada
em destague sao redes metalorganicas (MOFs — do inglés: Metal-Organic
Frameworks), materiais porosos com uma estrutura cristalina tridimensional hibrida
formada por ions metalicos como conectores e moléculas organicas como ligantes
(Cunha, 2009; Tanaka et al., 2024). ZIFs (Zeolite Imidazolate Frameworks) sdo uma
subcategoria de MOFs compostas por ions de zinco e imidazolatos (Tian; Yao; Zhu,
2017; Silva; 2019). Uma dessas MOFs € ZIF-8 (do inglés: Zeolite Imidazolate
Framework-8), amplamente considerado em aplicacdes biomédicas como um sistema
carreador de farmacos (DDSs — drug delivery systems), conforme Vasconcelos et al.
(2012) e Kaur et al. (2017).

Os biomateriais e produtos naturais R. mangle, AT, ALGgel e ZIF-8 apresentam
propriedades que podem contribuir para a prevencao da necrose em RCIs, por meio
de efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e de liberacdo controlada de farmacos.
Portanto, espera-se que formulacdes de ALGgel e ZIF-8 com extrato de R. mangle ou

AT possam prevenir necrose tecidual de retalhos cutaneos isquémicos em ratos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PELE

O maior 6rgéo do corpo humano é a pele, em peso e area de superficie (Casey,
2002; Alves, 2015), cobrindo uma éarea de 1,7 m2 e representando cerca de 15-16%
de seu peso total (Zaidi; Lanigan, 2010). Segundo Moore, Dalley e Agur (2019) a pele
€ composta pela epiderme e pela derme; uma camada epitelial avascular externa,
seguida de uma camada profunda composta principalmente por tecido conjuntivo. Por
fim, abaixo da derme encontra-se ainda um tecido subcutaneo chamado de hipoderme
(Figura 1) (Casey, 2002; Arda; Goksugur; Tuzin, 2014). A pele pode ser distinguida
entre fina e espessa, a depender da sua espessura e complexidade, as quais variam
de acordo com a regido do corpo onde se encontra, como nas regides palmar e plantar
(Silva, 2020). Além de sua atuacdo primaria como barreira de protecdo contra o
ambiente externo, a pele desempenha diversas fungdes vitais: protege o organismo
contra radiacao ultravioleta, desidratacdo e atrito, regula a temperatura corporal,
possui células de defesa imunoldgica, contém termina¢des nervosas sensoriais para
estimulos tateis, atua na sustentacao de 6rgaos subjacentes, e outras (Casey, 2002;

Junqueira; Carneiro, 2013).

Vasos

Foliculo sanguineos

piloso Reia

Epiderme
Derme
. / Nervo Glandula Glandula
Hipoderme sebacea  sudoripara

(tecido subcutaneo)

Figura 1 — Camadas da pele. Fonte: Traduzido de Johns Hopkins Medicine (2024).
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A epiderme é a camada mais externa da pele, sendo composta por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, em que as células sdo achatadas e
organizadas justapostas formando camadas. Existem 5 camadas principais da
epiderme, da mais profunda & mais superficial: basal, espinhosa, granulosa, licida e
cornea (Alves, 2015; Silva, 2020). As células mais abundantes da epiderme sdo 0s
gueratinécitos, além de comportar melandécitos, células de Merkel e de Langerhans.
Por outro lado, a epiderme é avascular, ou seja, ndo possui vasos sanguineos em sua
composicao tecidual (Zaidi; Lanigan, 2010). No que se refere a espessura, a epiderme
pode ser fina ou espessa. A pele fina possui menos camadas, podendo até ter as
camadas granulosa e licida ausentes e a camada cérnea muito reduzida, enquanto a
camada lucida é mais evidente na pele espessa (Junqueira; Carneiro, 2013).

A derme é a camada mais extensa da pele, constituida por um tecido conjuntivo
vascularizado e enervado, sendo dividido em duas regides sem um limite definido
entre elas: a camada papilar, que é a mais superficial, sendo assim mais préxima da
epiderme; e a camada reticular, mais profunda e préxima da hipoderme (Casey, 2002;
Zaidi; Lanigan, 2010). A camada papilar € formada por um tecido conjuntivo frouxo
gue se projeta em direcao a derme formando papilas dérmicas, contribuindo para troca
de nutrientes e oxigénio entre os tecidos. Ja a camada reticular € um tecido conjuntivo
denso composto por fibras de colageno e elastina, além de anexos da epiderme (como
foliculos pilosos e glandulas sebaceas). As principais células da derme sao os
fibroblastos, responsaveis por produzir as fibras colagenas e elasticas, além da
substancia fundamental amorfa. Ademais, a derme é composta por fibrdcitos,
macrofagos e mastocitos (Junqueira; Carneiro, 2013; Arda; Goksugur; Tazun, 2014;
Alves, 2015; Silva, 2020).

A hipoderme, ou tecido subcutéaneo, é camada mais profunda da pele, que
corresponde a um tecido conjuntivo frouxo composto predominantemente por
almofadas de tecido adiposo, anexadas ao periosteo ou a fascia profunda (ou fascia
muscular adjacente (Arda; Goksugur; Tuzun, 2014; Silva, 2020). A quantidade de
tecido adiposo na hipoderme também varia de acordo com a localizagdo do corpo.
Além disso, € por ela onde passam todos 0s nervos e vasos sanguineos que irrigam
toda a pele (Casey, 2002; Junqueira; Carneiro, 2013).

A circulacdo cutanea tem funcao nutricional e de regulagéo térmica. O fluxo
sanguineo depende da presséo arteriolar, e as arteriolas funcionam como esfincteres

gue regulam o fluxo em cada rede vascular (Goding; Hom, 2016). A pele possui dois
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plexos vasculares: o profundo, ou subdérmico, situado na juncdo da derme com o
tecido adiposo da hipoderme; e o superficial, encontrado na porcéo reticular da derme
(Gaboriau; Murakami, 2001).

2.1.1 Retalhos cutaneos

Retalhos cutaneos sao segmentos de pele transferidos de uma regido doadora
para uma regido receptora, mantendo seu suprimento sanguineo necessario por meio
de uma porcdo tecidual conectada temporaria ou definitivamente ao tecido de origem
(o pediculo), garantindo a sobrevivéncia do retalho (Silva, 2020; Oliveira et al., 2023b).
O retalho cutaneo € um procedimento constantemente utilizado em cirurgias plasticas
e de reconstrucéo (Duarte; Gomes; Ferreira, 1998; Oliveira, 2018).

Existem quatro tipos de retalhos cutaneos classificados de acordo com o
suprimento vascular: randémicos ou aleatorios, axiais, fasciocutaneos e

musculocutaneos (Figura 2).

Epiderme/
derme

Tecido subcutéaneo/
hipoderme

Fascia

Musculo A

Figura 2 — Tipos de retalho cutaneo: a. Randémico ou aleatério. b. Axial. ¢c. Fasciocutaneo.

d. Musculocutaneo. Fonte: Adaptado de Goding; Hom (2016).
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2.2 NECROSE TECIDUAL DE RETALHOS CUTANEOS ISQUEMICOS

Durante a transferéncia de um retalho, € comum que ocorra o
comprometimento do fluxo sanguineo, levando a isquemia, condi¢do na qual o retalho
passa a ser denominado de RCI. A necrose tecidual da porcao distal de RCIs é a
complicagéo cirtrgica mais frequente na cirurgia reconstrutiva, observada quando o
processo isquémico nao é tratado (Pu et al., 2017; Oliveira, 2018; Silva, 2020). A
pressdo da perfusdo sanguinea originaria do pediculo diminui a medida que a
distancia entre a base e a extremidade oposta do retalho aumenta (Gaboriau;
Murakami, 2001; Honrado; Murakami, 2005; Lucas, 2017).

A confeccdo de um retalho cutdneo desencadeia varios fenémenos
bioquimicos e microvasculares durante a cirurgia; incluindo efeitos neurovasculares,
resposta inflamatéria e acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés:
reactive oxygen species); 0s quais sao promovidos durante a isquemia, a qual pode
evoluir para a necrose dos RCIs (Duarte; Gomes; Ferreira, 1998; Oliveira et al., 2023b;
Silva et al., 2022). Este conjunto de fendmenos € descrito por Afrooghe et al. (2023)
como lesdo por isquemia/reperfusao (Figura 3), além de varios outros provaveis
fatores, como desativacdo das bombas de sddio/potassio, congestdo venosa por
trombose dos vasos, etc. (Atalay et al., 2003). Portanto, o design do retalho, o cuidado
na confecgdo correta do retalho durante a cirurgia, e o bom entendimento dos
fendmenos desencadeados com o procedimento sdo fundamentais para o
desenvolvimento de estratégias e intervengdes capazes de evitar a necrose tecidual
de RCls (Silva, 2020; Oliveira, 2018; Oliveira et al., 2023b).
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Figura 3 — Mecanismo da les&o por isquemia/reperfusdo. Fonte: Adaptado de Afrooghe et al.
(2023).

Ainda de acordo com Oliveira et al. (2023b) e Silva (2020), a manutencéao da
irrigacdo sanguinea € um fator essencial na sobrevivéncia dos RCls. A perfusédo do
retalho depende de multiplos fatores, como tenséo aplicada, edema e a integridade
do fluxo vindo do pediculo (Ibrahim et al., 2014). Em condi¢Bes favoraveis, o fluxo
sanguineo é restabelecido, levando a reoxigenacao e viabilidade do retalho (Oliveira
et al., 2023b). Além de tratamentos angiogénicos, podem-se observar diferentes
intervencdes pesquisadas na literatura com o objetivo de preservar a viabilidade dos
retalhos cutaneos (Figura 4). Entretanto, apesar das amplas pesquisas, novas
abordagens biocompativeis e biodegradaveis (entre outras propriedades descritas

neste trabalho) permanecem sendo necesséarias (G6zi et al., 2010; Silva, 2020).
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Figura 4 — Fisiologia dos retalhos cutédneos em paralelo a fisiopatologia dos retalhos cutaneos
isquémicos e intervengdes pesquisadas na tentativa de prevenir necrose (representadas em laranja).
Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2023b).

2.2.1 Substancias estudadas na prevencdo de necrose em retalhos cutaneos

isqguémicos

Afrooghe et al. (2023) apresentou um apanhado de abordagens cirlrgicas e
farmacoldgicas, mostrando mecanismos reconhecidos na literatura relacionados com
a sobrevivéncia de RCls, bem como exemplos de farmacos que atuam por meio
desses mecanismos, sendo estes pré ou pds-condicionamento (Figura 5).

Dentre os mecanismos apresentados no estudo de Afrooghe et al. (2023), é
vélido destacar o Oxido nitrico (ON) e terapias celulares que promovem angiogénese.
Foi concluido que L-arginina, aminoacido precursor de ON, pode auxiliar na protecéo
do retalho da leséo por isquemia/reperfusdo mediada por neutrofilos, realizando a
sinalizacdo de ON que também pode estimular vasodilatacéo (Cordeiro et al., 1997).
Estatinas também demonstraram potencial estimulador de ON, capazes de promover
angiogénese, bem como atividade vasodilatadora, anti-inflamatéria e antioxidante
(Barati; Zandi; Asadi, 2021; Lin et al., 2019a). Outros estudos exploram a influéncia
da autofagia — um método celular de reciclagem de componentes do citosol e de

organelas — na angiogénese (Afrooghe et al., 2023). Por exemplo, foi mostrado que



26

resveratrol atua na conservagdo de retalhos por autofagia, angiogénese, além de
inibicdo do estresse oxidativo e da apoptose (Lin et al., 2019b). Conforme Oliveira et
al. (2023b), estudos anteriores investigaram o0 uso de vasodilatadores, como a
nitroglicerina, para auxiliar na viabilidade de RCls (Atalay et al., 2003; Gdalevitch et
al., 2015). Da mesma forma, foi estudado a acéo de anticoagulantes (Torkvist et al.,
2004) e sequestradores de ROS (Schein; Westreich; Shalom, 2012) na protecao de
retalhos cutaneos.

Entretanto, nenhum desses estudos foram aceitos globalmente para seu uso
rotineiro em cirurgias de retalhos cutaneos (Oliveira et al., 2023b), e em sua maioria
realizados em ensaios pré-clinicos, com animais (Afrooghe et al., 2023), ocasionando

na falta de padronizacdo nos mecanismos e abordagens utilizados para este fim.
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Figura 5 — Varios mecanismos envolvidos em pré e pds-condicionamento farmacolégico.
Fonte: Adaptado de Afrooghe et al. (2023).
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2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

Para que o efeito desejado de um tratamento farmacolégico aconteca, o
principio ativo do medicamento precisa chegar ao alvo terapéutico em uma
concentragdo consideravel, de forma que permaneca no alvo pelo tempo necessario.
Para compensar os obstaculos que a substancia atuante passa antes de chegar no
alvo, muitas vezes é necessaria a exposicado de altas doses durante o tratamento
(Lorenzo; Concheiro, 2014; Silva, 2019). Ainda conforme Lorenzo e Concheiro (2014),
a eficiéncia da intervencdo medicamentosa depende do quanto o agente terapéutico
consegue ter biodisponibilidade. Devido ao grande impacto na seguranca e eficacia
dos tratamentos farmacoldgicos, diversas pesquisas em busca de uma melhor
modulacdo na administracdo de agentes terapéuticos vém sendo desenvolvidas
(Aglyamov; Larin, 2025).

Os sistemas de liberacéo controlada sdo divididos em trés geracdes. A primeira
geracdo de sistemas de liberacdo controlada utiliza uma taxa programada de liberacao
de farmaco, que ndo depende das condicbes do organismo para libera-lo
(Dokoumetzidis; Macheras, 2006; Hoffman, 2008; Lorenzo; Concheiro, 2014). A
segunda geracédo de sistemas de liberacdo controlada funciona por ativagées fisicas,
guimicas ou bioquimicas. Ja a terceira geracdo utiliza DDSs que se regulam por
feedback e podem entregar o agente terapéutico ao alvo de forma melhorada e
regulada (Chien; Lin, 2002; Lorenzo; Concheiro, 2014).

Existem duas grandes categorias de DDS (da terceira geragéo) levando em
consideracdo a maneira como ele reage aos diferentes feedbacks: os que trabalham
em circuito fechado, reconhecendo mudancas bioldégicas como temperatura, pH e
concentragdo de marcadores; e os chamados de DDS em circuito aberto, que
modulam a liberagdo do farmaco por estimulos externos como eletricidade, campo

magnético e luz (Sershen; West, 2002; Lorenzo; Concheiro, 2014).

2.4 BIOMATERIAIS E PRODUTOS NATURAIS

Na literatura, diversas definicdes de “biomaterial” tém sido propostas ao longo
do tempo, objetivando abranger todos os aspectos apresentados com o avango da
ciéncia (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015; Hasirci; Hasirci, 2018). Em seu estudo,

Williams (2009) definiu biomaterial como “uma substancia projetada para assumir uma
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forma que, sozinha ou como parte de um sistema complexo, é usada para direcionar,
por meio do controle de interagcbes com componentes de sistemas vivos, o curso de
qualquer procedimento terapéutico ou diagndstico, na medicina humana ou
veterinaria”. De acordo com Pires, Bierhalz e Moraes (2015), biomateriais podem
conter componentes de origem sintética ou natural (ou até mesmo conter compostos
naturais quimicamente modificados), com a possibilidade de serem fabricados ou nao.

Para ser considerado um biomaterial, caracteristicas especificas sao
necessarias (dependendo da aplicacdo desejada), tais como: propriedades biolégicas,
(destacando-se a biocompatibilidade); propriedades fisicas, mecéanicas e quimicas de
gualidade, como resisténcia suficiente a desgaste, resisténcia a esterilizacéo,
permeabilidade, entre outras. Os biomateriais podem ser constituidos por metais,
ceramicas, polimeros (naturais e sintéticos) e compadsitos (polimeros combinados com
metais e/ou ceramicas). Dentre as diversas aplicagcbes para as quais usam-se
biomateriais, € possivel destacar: implantes dentais e ortopédicos, valvulas cardiacas,
lentes de contato, sistemas de carreamento de farmacos e proteinas, cicatrizacdo de
feridas, prevencao de infeccbes em lesdes de pele, etc. (Pires; Bierhalz; Moraes,
2015; Hasirci; Hasirci, 2018; Bharadwaj, 2021).

Em contrapartida, de acordo com Araudjo (2015), o termo produtos naturais
refere-se frequentemente a compostos isolados ou misturas complexas obtidas de
fontes vivas, como as plantas medicinais. Historicamente fundamentais para a
medicina tradicional, produtos de origem natural continuam sendo uma fonte essencial
para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos na medicina moderna, pois
fornecem principios ativos responsaveis por atividades farmacoldgicas especificas, a
exemplo de acdes anticancerigenas, analgésicas ou antimicrobianas (Araugjo, 2015;
Boy et al., 2018), podendo ser utilizados diretamente como medicamentos, servirem
de protétipos para sintese de novos farmacos ou serem incorporados a biomateriais
para potencializar efeitos terapéuticos, como a cicatrizacdo e prevencdo de necroses
(Turolla; Nascimento, 2006; Silva, 2020).

2.4.1 Polimeros naturais
Polimeros sdo macromoléculas compostas de unidades moleculares repetidas

(mondmeros), normalmente unidas por ligamentos quimicos covalentes (Vishakha;

Kishor; Sudha, 2012; Olatunji, 2016). Polimeros naturais sdo basicamente aqueles
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gue podem ser encontrados na natureza, como no proprio corpo humano, em animais
e plantas (Olatunji, 2016), podendo ser classificados de acordo com sua origem:
aqueles de origem vegetal (agar, celulose, pectina, gel de aloe vera) e aqueles de
origem animal (ALG, goma xantana, quitina) (Vishakha; Kishor; Sudha, 2012). Os
polimeros naturais também podem ser classificados como proteinas (seda,
fibrinogénio, queratina, colageno, miosina), polissacarideos (celulose, amilose,
glicosaminoglicanos) ou polinucleotideos (DNA, RNA) (Dhandayuthapani et al., 2011).

E possivel extrair, purificar e modificar quimica e fisicamente esses polimeros
com o objetivo de melhorar suas funcionalidades em variados usos (Olatunji, 2016;
Oliveira et al., 2023a). A preferéncia de polimeros naturais biocompativeis sobre os
sintéticos se da por esses polimeros serem biodegradaveis, econbmicos em sua
producdo, mais seguros (ndo causando efeitos colaterais) e de facil disponibilidade.
Da mesma forma, existem certas desvantagens no uso de polimeros naturais:
contaminacdes microbianas, variacdes de lote para lote, taxas de hidratacéo
descontroladas, processos de producéo lentos e contaminacfes por metais pesados
(Vishakha; Kishor; Sudha, 2012; Kaushik; Sharma; Agarwal, 2016).

Atualmente, a industria farmacéutica vem se inclinando ao uso de polimeros
naturais como excipientes de formulacdes medicamentosas, por conta de problemas
relacionados com a liberagdo de farmacos e com efeitos colaterais promovidos por
sintéticos (Vishakha; Kishor; Sudha, 2012). Por conta da sua versatilidade, a aplicacao
biomédica de polimeros naturais é vasta, incluindo a engenharia de tecidos; liberacéo
controlada de farmacos; e reparo cutaneo, 0sseo e dentario. Ja no escopo dos
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, polimeros naturais sdo comumente
utilizados em administracdo tépica de medicamentos, bem como nasal, vaginal e
ocular, entre outras vias (Olatunji, 2016; Oliveira et al., 2023a). No mais, hidrogéis em
particular exercem funcdes importantes para a administracdo de medicamentos
(Vlierberghe; Dubruel; Schacht, 2011).

2.5 HIDROGEIS

Hidrogéis sao redes tridimensionais poliméricas (naturais ou sintéticas), sendo
materiais flexiveis, reticulados e hidrofilicos ou anfifilicos, capazes de reter grandes
guantidades de agua ou fluidos biolégicos (Ullah et al., 2015; Hasirci; Hasirci, 2018).

Segundo Laftah; Hashim e Ibrahim (2011), os hidrogéis sdo notavelmente versateis,
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logo, sé@o aplicaveis em diversos campos, sendo frequentemente estudados e
utilizados em aplicacdes biomédicas, especialmente como sistemas de liberacao
controlada (Li; Mooney, 2016). O alto teor de agua e sua consisténcia macia fazem
com que os hidrogéis sejam os materiais mais semelhantes a tecidos bioldgicos vivos.
Da mesma maneira, a multifuncionalidade dos hidrogéis (principalmente os hidrogéis
de polimeros naturais) € influenciada pela sua capacidade de resposta a estimulos
externos e pela sua biocompatibilidade. (Peppas et al., 2000; Ullah et al., 2015).
Segundo Olatuniji (2016), embora os hidrogéis a base de polimeros sintéticos tenham
a possibilidade de melhor evitarem a variagcédo de lote para lote por serem criados de
maneira mais precisa, hidrogéis a base de polimeros naturais possuem as importantes
vantagens de serem biocompativeis, biodegradaveis e por poderem processar
interacdes celulares intrinsecas. A classificacdo de hidrogéis é baseada nas suas
propriedades variadas (Laftah; Hashim; Ibrahim, 2011; Ullah et al., 2015; Neves, 2019)
e podem ser observadas na Figura 6 abaixo:

* Responsividade bioquimica:

* Antigenos
* Enzimas * Responsividade fisica:
* Responsividade quimica: + Ligantes * Temperatura
* pH * Pressdo
* Glicose * Luz
* Oxidante * Campo elétrico
Resposta + Campo magnético
* Fisica |} isacio cruzada il
* Quimica fisicas
* Hidrogéis inteligentes
+ Hidrogéis convencionais
Hidrogéis
* Biodegraddvel Degradabilidade Preparagao
* N&o-biodegradavel * Hidrogéis homopoliméricos
* Hidrogéis copoliméricos
» Hidrogéis heterogénios
+ Natural Fonte Carga idnica | + Hidrogel cati6nico
* Sintética * Hidrogel aniénico
* Hibrida * Hidrogel ndo i6nico

Figura 6 — Classificacao de hidrogéis dependendo de diferentes propriedades. Fonte: Adaptado de
Ullah et al. (2015).

2.5.1 Alginato de sédio

O alginato de sodio, ou somente alginato (ALG), € um exemplo de copolimero
(cadeia unica com dois ou mais mondémeros diferentes) natural (biopolimero) aniénico

linear utilizado comumente na forma de hidrogel, sendo um polissacarideo
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hidrossolavel formado por ligagdes (1- 4) entre mondmeros de 3-D- &cido manurénico
(grupo M) e a-L- acido gulurénico (grupo G), obtidos em algas marrons (Lacroix; Tien,
2005; Neves, 2019; Oliveira et al., 2023a). A estrutura quimica do ALG (Figura 7a)
pode originar trés tipos de composic¢oes diferentes, dependendo de sua origem: blocos
consecutivos de grupos G, blocos consecutivos de grupos M, e blocos de grupos G e
M alternados (Figura 7b) (Lee; Mooney, 2012; Neves, 2019).

ALG tem sido bastante analisado na literatura, por possuir propriedades
relevantes, como biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade e
moldabilidade (Neves, 2019; Mobaraki et al., 2021). Além disso, tem custo
relativamente baixo no mercado, e pode ser gelificado quando adicionados cétions
divalentes, como o calcio (Lee; Mooney, 2012). Por causa de suas caracteristicas,
ALG é utilizado com frequéncia na forma de hidrogéis, filmes, fibras ou microesferas
(Neves; 2019); tendo aplicabilidade na cicatrizacéo de feridas (Oliveira et al., 2023a),
administracdo controlada de farmacos (Mobaraki et al., 2021) e na engenharia de

tecidos, entre outras (Rezende et al., 2009).

CO0O

Figura 7 — a. Estrutura molecular basica do ALG (Férmula: (CeH7NaOQs)n). b. Estruturas quimicas de
grupos G, grupos M e grupos alternados em alginato. Fontes: Lee e Mooney (2012) e Foroughi,
Mirabedini e Warren (2018).
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2.6 Rhizophora mangle

Segundo o Manual Técnico de Vegetacdo Brasileira (2012), R. mangle,
popularmente conhecida como mangue-vermelho, é a vegetacdo mais abundante do
manguezal brasileiro. Da familia das Rhizophoraceae, R. mangle € uma planta
subtropical e tropical encontrada nas areas costeiras da Ameérica do Sul e Central, da
Flérida, Africa Ocidental e das ilhas de Fidji, Tonga e Nova Caledonia (Aratjo, 2015;
Saetal., 2023). Conforme Silva (2020), Coelho-Ferreira (2009) e Almeida et al. (2002),
R. mangle tem caréter arbéreo, possuindo folhas simples e adaptacdes fisioldgicas
especiais (os rizéforos) diante do ambiente extremamente adverso tipico de
manguezais (com alta salinidade e pouca oxigenac¢do, além de variacdo de pH,
temperatura e umidade dos solos lamacentos). Trata-se de um sistema radicular em
gue ramos partem do tronco e formam arcos que auxiliam na sustentacdo da arvore.
Outra adaptacdo fisioldgica observada em R. mangle é sua semente, cuja germinacéo
comeca ainda presa a planta materna. Essa semente é chamada de propagulo, tem
forma alongada e quando cai, é enterrada na lama ou flutua na dgua até que encontre
condi¢cOes adequadas para fixagdo e desenvolvimento da mesma.

Para lidar com as condicBes hostis desse ecossistema, as vegetacdes dos
manguezais também necessitaram produzir novos compostos quimicos, metabdlitos
secundarios com propriedades especificas fundamentais para sobrevivéncia dessas
espécies (Silva, 2020; Sa et al., 2023). Estes compostos conferem a essas plantas
(incluindo o mangue-vermelho) protecédo contra possiveis patdgenos, apresentando,
por exemplo, efeitos antimicrobiano, antifingico e antiviral (Oliveira, 2018). Dessa
forma, as propriedades farmacoldgicas atribuidas aos compostos secundarios de R.
mangle sugerem beneficios em potencial no seu uso como planta medicinal
(Regalado; Sanchez; Mancebo, 2016).

Em estudo, encontrou-se a presenca de polifendis (em sua maioria taninos
poliméricos e taninos hidrolisaveis); além de carboidratos, acidos graxos,
fitoesteroides e compostos volateis ou semivolateis; ao caracterizar quantitativamente
a composicao quimica do mangue-vermelho de Cuba (Sanchez et al., 1998; Lima et
al., 2021). O perfil fitoquimico de extrato aquoso de R. mangle também foi descrito
detalhadamente por Sa et al. (2023); corroborando com os dados apresentados nos
estudos de Silva (2020), Oliveira (2018) e Araujo (2015). Conforme observado na

Figura 8, o trabalho de Sa et al. (2023) destacou a presenca de taninos nos extratos
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de folha, caule e raiz. Além disso, identificou-se a presenca de flavonoides nas folhas
e caules, enquanto triterpenos e saponinas foram detectados majoritariamente no

caule e naraiz.

Compostos secundarios Folha Caule Raiz
Flavonoides + + -
Taninos + + +
Alcaloides - - -
Triterpenos - + +
Saponinas = + )
Cumarina - - -

+: presente -: ausente.

Figura 8 — Perfil fitoquimico qualitativo dos extratos aquosos das folhas, caule e raiz da R. mangle L.
Fonte: S4 et al. (2023).

Além da caracterizacdo fitoquimica de extratos dessa planta, avaliacdes
citotéxicas também foram realizadas: Aradjo (2015) revelou efeito mitogénico do
extrato aquoso das folhas de R. mangle em células HelLa; assim como Sé et al. (2023)
pode observar em todas as diluicdes dos extratos aquosos das trés porcdes utilizadas
no estudo (folha, caule e raiz), sendo o extrato da folha o que apresentou maior
crescimento celular em comparacao aos extratos do caule e da raiz; Santana et al.
(2023) avaliou diferentes formulacdes de hidrogéis de goma xantana com o extrato
aquoso de R. mangle associado ao acido ascérbico, qgue nao promoveram necrose ou
apoptose significativa, mas sim a proliferacdo de células do sistema imunoldgico;
enquanto Almeida (2017) mostrou que ndo houve atividade citotoxica de extrato
metandlico das folhas de R. mangle contra células do sistema imunol6gico, mas houve
inducédo de proliferacdo de esplendcitos.

Na medicina popular, a folha, caule, raizes e frutos de R. mangle tém sido
amplamente utilizados (Lima et al., 2021; Coelho-Ferreira, 2009), por exemplo, para
tratamento contra Ulceras gastricas (Berenguer et al., 2006), acdo antibacteriana
(Melchor et al., 2001), antioxidante e anti-inflamatéria (Marrero et al., 2006). O extrato
aquoso de R. mangle também possui efeito cicatrizante, provocado por estimulo a
angiogénese e migracdo de fibroblastos (Fernandez et al.,, 2002). Diante dessas
propriedades atribuidas a sua rica composigéo, estudos utilizaram extratos de R.

mangle para encontrar diferentes formas de aplicagao terapéutica, produzindo cremes
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desse extrato (Araujo, 2015), associando ao AT para cicatrizacao de feridas (Marinho,
2018) ou incorporando ao acido ascorbico ha mesma base de hidrogel para testes in
vitro em esplendcitos de camundongos (Santana et al., 2023). O uso de R. mangle
mostrou resultados favoraveis nesses estudos; entretanto, 0s mesmos sugerem que
as atividades cicatrizante (por aumento da proliferacéo de fibroblastos), antioxidante,
anti-inflamatéria e angiogénica devem-se a presenca predominante de taninos na
composicao da planta (Araujo, 2015; Marinho, 2018; Santana et al., 2023).
Atualmente, existem apenas dois trabalhos na literatura que utilizaram R.
mangle em estudos de prevencdo de necrose em retalhos cutadneos isquémicos.
Oliveira (2018) preparou filme de biopolimero de betaglucana impregnado com extrato
de R. mangle a 5%, enquanto Silva et al. (2022) incorporou o extrato a 5% em hidrogel
de goma xantana. Ambos os estudos revelaram eficAcia em seus resultados,

reforcando maior interesse cientifico na aplicacdo de R. mangle para este fim.

2.7 ACIDO TANICO

Acido tanico (AT) € um composto polifendlico pertencente a classe dos taninos,
sendo o tanino hidrolisavel de estrutura mais simples (Brandéo et al., 2008; Jing et al.,
2022), mais especificamente enquadrando-se como um galotanino, de acordo com
Okuda e Ito (2011), Marinho (2018) e Youness et al. (2021). Na natureza, AT pode ser
encontrado principalmente na casca de carvalhos, entre outras plantas (Machado,
2005; Youness et al., 2021). Contudo, a forma comercial do AT possui uma a estrutura
molecular (Figura 9) composta por uma molécula central de glicose, ligada a cinco
grupos funcionais, cada um contendo duas moléculas de acido galico ligadas por
esterificacdo (Mattos, 2009; Marinho, 2018; Baldwin; Booth, 2022).

Exibindo popularidade na literatura, AT & um polifenol utilizado na fabricagéo
de tintas, no curtimento de couro e na clarificagao de vinho (Marinho, 2018; Baldwin;
Booth, 2022). Além disso, AT é conhecido por possuir propriedades quimicas e
capacidades funcionais benéficas que proporcionam uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas, incluindo biocompatibilidade (Chen et al.,, 2022), propriedades
curativas (Marinho, 2018; Chen et al., 2019), antioxidantes, antimicrobianas (Kim;
Silva; Jung, 2011; Sahiner et al., 2016; Deng et al., 2019), anti-inflamatérias (Baldwin;
Booth, 2022), anticarcinogénicas (Naus et al., 2007; Youness et al.,, 2021) e

fotoprotetoras (Gwak; Hong; Park, 2021), ao mesmo tempo que AT é comumente
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utilizado em farmécias como agente adstringente (Brandao et al., 2008). Chen et al.
(2022) ainda enumera outras propriedades quimicas Unicas do AT, além da
biocompatibilidade e aplicacdes clinicas: alta solubilidade em &gua, capacidade
adesiva universal, potencial de conjugagdo supramolecular com polimeros e

propriedade quelante de metais.

OH

OH

Figura 9 — Estrutura molecular do AT (Férmula: C7sHs2046). Fonte: Wikimedia Commons contributors
(2020).

2.8 REDES METALORGANICAS

Redes metalorganicas (MOFs) sdo materiais porosos, com uma estrutura
cristalina tridimensional hibrida, formada por ions metalicos como conectores e
moléculas organicas como ligantes (Cunha, 2009; Tanaka et al., 2024). As MOFs sdo
estruturas altamente versateis com uma grande area de superficie, sendo definidas
pela IUPAC como subclasses de “polimeros de coordenagao” (Batten et al., 2013),
mas também sido conhecidas mundialmente por “redes hibridas organico-inorganicas”
(Chen et al., 2014) e “polimeros de coordenagéo porosos” (PCPs, do inglés: porous
coordination polymers) (Deria et al.,, 2014), enquanto o termo “MOFs” foi
primeiramente introduzido por Yaghi, Li e Li (1995). De acordo com Silva (2019) e
Tanaka et al. (2024), a versatilidade desses cristais permite uma aplicabilidade variada

em diferentes areas, incluindo energia (Jayachandrababu; Sholl; Nair, 2017), DDSs
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(Cai et al., 2015), bioimagem (Yang; Yang, 2020) e separacao de gases, por exemplo
(Qian et al., 2020).

No que se refere a aplicacdo biomédica, as MOFs vém se destacando a
literatura com seu uso promissor na liberagéo controlada de substéancias (incluindo
farmacos e outras biomacromoléculas, como proteinas, peptideos e &cidos nucleicos),
segundo McKinlay et al. (2010), Vasconcelos et al. (2012) e Yang e Yang (2020).
Paralelamente, conforme Deria et al. (2014), Qian et al. (2020), Hoseinpour e
Shariatinia (2021), esse destaque é diretamente ligado as propriedades Unicas
apresentadas por esses compostos: a alta porosidade de sua estrutura, que permite
encapsulamento eficiente de moléculas em seus poros; a extensa area superficial
interna, que proporciona uma quantidade significativa de sitios de adsorcao (podendo
ainda conferir um carater especifico pré-estabelecido), facilitando sua interacdo com
moléculas alvo e melhorando sua eficiéncia de liberacdo; a sua estrutura ajustavel,
permitindo adaptacdo pos-sintese de seu tamanho e forma, a depender do objetivo,
bem como inclusdo de funcionalidades e/ou propriedades especificas (como grupos
qguimicos que facilitam a ligacao e liberacdo de determinada proteina); assim como
sua boa biocompatibilidade, sendo capaz de interagir em segurangca com sistemas
biologicos, sem causar reacfes adversas; e biodegradabilidade, podendo se degradar
de forma a evitar o seu acumulo no organismo e a facilitar sua eliminacao.

ZIFs (do inglés: Zeolite Imidazolate Frameworks) sdo uma subcategoria de
MOFs compostas por ions de zinco e imidazolatos (Tian; Yao; Zhu, 2017; Silva; 2019).
As ZIFs sdo a classe mais representativa dentre as MOFs relativamente mais estaveis
estruturalmente (Tanaka et al., 2024). De acordo com Park et al. (2006), essa
caracteristica estrutural ocorre em estruturas onde ligantes de bases moles
imidazolatos e azolato se unem a ions metalicos divalentes de acidos moles (como
Zn?*, Co%* e Cu?*). A figura 10 mostra exemplos de representacdes de MOFs

estruturalmente estaveis:
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Figura 10 — Representa¢cfes de MOFs com estruturas relativamente estaveis. Fonte: Tanaka et al.
(2024).

2.8.1 ZIF-8

O ZIF-8 (do inglés: Zeolite Imidazolate Framework-8) é formado por ions de
zinco (Zn?*) e 2-metilimidazol (2-MelM) e chama atencéo pelo tamanho de sua area
de superficie (cerca de 1700 m?/g) — importante para aumentar a capacidade de carga
de compostos, pela sua estabilidade térmica alta (400 °C), assim como pela sua
estrutura altamente porosa e de baixa densidade (Kolmykov et al., 2017; Hoseinpour;
Shariatinia, 2021). ZIF-8 tem sido amplamente considerado em aplicacbes
biomédicas, especialmente como um DDS, como é demostrado nos estudos de
Vasconcelos et al. (2012) e Kaur et al. (2017). Os principais motivos que tornam ZIF-
8 altamente aplicavel no ambito de liberacdo controlada de farmacos sdo suas
caracteristicas estruturais, que proporcionam alta capacidade de carga,
comportamento responsivo ao pH, biocompatibilidade, estabilidade quimica e
capacidade de uso em micro/nanocapsulas (Hoop et al.,, 2018; Hoseinpour;
Shariatinia, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de diferentes formulagdes de ALGgel e ZIF-8 com extrato
de R. mangle ou AT na prevencdo de necrose tecidual de retalhos cutaneos

isquémicos em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar ALGgel puro e/ou compondo ZIF-8 associado ao extrato aquoso de
R. mangle ou ao AT;

2. Confeccionar os RClIs dos grupos experimentais;

3. Efetuar tratamento topico dos RCIs de cada grupo experimental com seu
respectivo ALGgel criado;

4. Executar as analises morfométrica e histomorfométrica dos RClIs;

5. Determinar comparativamente a eficacia dos materiais utilizados, dentre as

associacfes produzidas, na prevencéo de necrose dos RCIs.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DESENHO DO ESTUDO
Trata-se de um estudo experimental pré-clinico in vivo.
4.2 EXPERIMENTO REALIZADO
Os animais foram submetidos a procedimento cirargico para confeccdo de

retalho cutaneo isquémico, partindo da divisdo dos grupos experimentais (Quadro 1).

A Figura 11 mostra o fluxograma experimental detalhando as etapas do estudo.

Coleta do material Extracao aguosa do
vegetal (R. mangle) material vegetal

Obtencao do acido
tanico (AT)

| Obtencao dos Preparagao do
Etapa L materiais ZIF-8

Confecgao dos Preparacao do hidrogel de alginato de
retalhos cada grupo experimental

Tratamentos dos Animais Separacao dos
grupos experimentais grupos
experimentais

Fotografias e coleta das
amostras teciduais
Preparacao histologica das
amostras
Fotomicrografias das
preparagoes histologicas

Analises morfomeétrica e
histomorfomeétrica

Analise estatistica

Figura 11 — Fluxograma experimental.
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4.3 LOCAL E PERIODO DE ESTUDO

O estudo foi realizado através do Programa de Pds-graduacdo em
Morfotecnologia (PPGM), no Departamento de Histologia e Embriologia (DHE) do
Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (CB/UFPE). Os
biomateriais e produtos naturais foram obtidos e confeccionados no Laboratério de
Morfotecnologia (Lab Morfotec — DHE) e no Laboratério de Terras Raras (BSTR) do
Departamento de Quimica Fundamental (DQF) do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza (CCEN/UFPE). Os animais experimentais foram adquiridos e mantidos no
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) do CB/UFPE. Os
procedimentos cirurgicos, as fotografias e coleta das amostras teciduais ocorreram no
Laboratodrio de Neuroendocrinologia e Metabolismo (DFF — CB/UFPE). Por fim, assim
como a preparacao histolégica das amostras e a realizacdo das fotomicrografias, as
analises morfométrica, histomorfométrica e estatistica foram realizadas no Laboratorio
de Morfotecnologia (DHE — CB/UFPE).

4.4 MATERIAIS DE PESQUISA

4.4.1 Animais experimentais

O estudo comecou com 24 ratos Wistar machos da mesma linhagem
reprodutiva, com idade entre 8 e 12 semanas e peso entre 220-275 g, os quais foram
randomizados em quatro grupos (n=6 por grupo). Durante o periodo experimental,
dois animais de grupos de tratamento diferentes foram excluidos do estudo devido a
complica¢cbes imprevistas. Portanto, a analise final foi realizada com um total de 22
animais, com o numero final por grupo detalhado no Quadro 1. Os animais em fase
de crescimento permaneceram em grupos de até 5 ratos por gaiola no biotério. Apés
a confeccédo dos retalhos, os ratos ficaram em gaiolas particulares, onde h& controle
da temperatura (22°C +/- 2°C) e privacdo de estresse e ruidos, de mesmo modo a
evitar canibalismo das areas necroticas entre os animais. Os ciclos diurnos e noturnos
(12/12h) foram preservados, com alimentagdo padronizada do tipo racao industrial
(Labina Purina Brasil®) e agua mineral ad libitum, seguindo o método aplicado por
Silva et al. (2022).
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4.4.1.1 Aspectos éticos

Este estudo foi avaliado e aprovado pela Comiss&o de Etica no uso de Animais
(CEUA) da UFPE com processo de numero 0072/2023 (Anexo A). Nao ha conflito de
interesses na realizacao deste trabalho. O trabalho realizado manteve a preocupacao

em causar o minimo sofrimento possivel para os animais.

4.4.1.2 Procedimento cirdrgico

Para realizacao do estudo, procedimentos cirdrgicos foram realizados no dorso
de cada animal para confeccdo dos RCIs. De acordo com Oliveira et al. (2023b), a
largura do pediculo e o comprimento do retalho séo diretamente relacionados com a
sua viabilidade. Dessa forma, este trabalho utilizou o mesmo modelo de retalho
cutaneo utilizado por Oliveira (2018) e Silva et al. (2022), apresentado por McFarlane,
DeYoung, Henry (1965) e adaptado por Adamson et al. (1966). A necrose no modelo
de retalho de padrédo aleatério de McFarlane € desencadeada pela interrup¢édo do
suprimento sanguineo direto, criando uma zona de isquemia distal. A relacao
comprimento-largura de 3:1 é especificamente projetada para exceder a capacidade
de perfusédo do pediculo, resultando em necrose previsivel na extremidade do retalho.
Essa caracteristica torna 0 modelo um padrdo para avaliar estratégias terapéuticas
gue visam melhorar a viabilidade do retalho (Oliveira, 2018; Silva et al., 2022;
McFarlane; DeYoung; Henry, 1965).

No inicio do procedimento, os animais foram pesados e anestesiados com
injecdo intraperitoneal de solucdo de ketamina 30 mg e xilazina 15 mg/kg, com
periodica suplementacdo, se necessario; acordando com 0s conceitos éticos de
experimentos animais. Em seguida, foi realizada a tricotomia na regido dorsal dos
animais, em que o retalho cutaneo teve sua base medindo 3 cm por 9 cm de
comprimento, partindo das saliéncias posteriores do quadril do animal, de forma que
se torna previsivel a ocorréncia de necrose (Silva et al., 2022). Fez-se a assepsia da
area cirargica usando solucdo de clorexidina a 2% e realizou-se o corte da area
marcada, desde a base as extremidades, até atingir a fascia superficial, também
chamada de panniculus carnosus (Figura 12). O retalho foi entdo levantado e a

hemostasia do local foi realizada, para em seguida suturar o retalho de volta ao leito
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da ferida com fio de nylon 3-0. Posteriormente, os animais foram enviados para suas

gaiolas para o inicio do experimento.
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Figura 12 — Camadas histoldgicas de pele de rato. Fonte: Oliveira (2018).

4.4.2 Biomateriais e produtos naturais

4.4.2.1 Coleta do material vegetal

Folhas de R. mangle foram coletadas no manguezal da cidade de Itamaraca,
distrito de Vila Velha, no estado de Pernambuco, com 7° 40° de latitude sul e 34 ° 50’
de longitude oeste, sendo selecionadas folhas verdes, com aparéncia vistosa,
visualmente intactas, livres de danos mecanicos, pragas, doencas ou cor alterada.

Uma exsicata foi identificada sob niumero UFP. 69.655.

4.4.2.2 Obtencao do extrato aquoso de folhas de R. mangle

O extrato aquoso de R. mangle foi obtido no Lab Morfotec localizado no DHE
(CB-UFPE). A preparacao do extrato foi realizada mediante infusdo (40°C por 10 min)
a partir de 500g de folhas previamente secas a 35°C por 72h, que foram moidas até
0,177 mm em moinho de facas Pulverisette 14 Classic Fine (Fritsch). O material foi
filtrado e armazenado a 5°C. As descri¢des de caracterizacao fitoquimica deste extrato
localizam-se nos trabalhos de Oliveira (2018) e Sa et al. (2023).
4.4.2.3 Acido Tanico
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AT em forma de pd hidrossolavel foi adquirido comercialmente (marca
Dinamica®) e armazenado a temperatura ambiente no Laboratorio de Morfotecnologia
(DHE — CB/UFPE). Ja no Laboratério BSTR (DQF — CCEN/UFPE), o AT foi diluido a
5% e incorporado no ALGgel e ZIF-8.

4.4.2.4 Z|IF-8

A sintese da ZIF-8 foi baseada nas metodologias descritas por Silva (2019) e
Hoseinpour e Shariatinia (2021), e modificada. A prepara¢édo ocorreu no Laboratério
BSTR (DQF — CCEN/UFPE). Duas solucdes foram preparadas de formas diferentes
antes de serem misturadas. Para a primeira solucao, foram pesados 1,340 g de nitrato
de zinco hexahidratado (Zn(NO3)2+6H20) da marca Dinamica®, e colocados em
agitacdo com 80 mL de metanol, até completa diluicdo do metal. Para a segunda
solucéo, foram pesados 0,334 g do ligante 2-MelM da marca Sigma-Aldrich®, e
colocados em agitacdo com 80 mL de metanol, até serem completamente diluidos.
Apbs diluicdo, o ligante foi adicionado ao metal e ficou sob agitacdo por 10 minutos,
depois colocado em repouso por 24h. A solucéo resultante foi separada e lavada.
Foram feitas trés centrifugacdes a 3248g e 5000 RPM por 15 minutos, onde o
sobrenadante foi desprezado e o material foi ressuspendido em metanol, depois
novamente colocado para repouso por 24h. O rendimento da preparacgéao foi de 0,0296
g, 0 equivalente a 8,86% do ligante utilizado. Outras duas preparacdes foram criadas,
buscando aumentar o rendimento adquirido, sem altera¢cdes no método de preparo.
Na segunda preparacgao, a primeira solugdo conteve ~2,512 g de Zn(NO3)2:6H20
diluidos em 150 mL de metanol, enquanto a segunda solucéo conteve ~0,626 g de 2-
MelM diluidos em 150 mL de metanol. Na terceira preparacdo, a primeira solugcéo
obteve 1,468 g de Zn(NO3)2:6H20 diluidos em 100 mL de metanol, enquanto a
segunda solugéo teve 1,620 g de Zn(NO3)2:6H20 diluidos em 100 mL de metanol.
Os rendimentos da segunda e terceira preparacdes foram de 0,0456 g (equivalente a
7,28% do ligante) e de 0,376 g (equivalente a 25,6% do ligante), respectivamente.
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4.4.2.5 ALGgel

A formulacéo contendo o hidrocoloide ALG foi baseada e adaptada de acordo
com a metodologia descrita no trabalho de Diniz et al. (2020), onde reagentes
adquiridos comercialmente foram utilizados sem purificagédo: 24 g de ALG da marca
Sigma-Aldrich®, 0,2 g de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) da marca
Sigma-Aldrich® e 0,06 g de N-hidroxisuccinimida (NHS) da marca Alfa Aesar®; para
200 mL de agua ultrapura do sistema Milli-Q Direct-Q Type | da marca Merck®. Em
um béquer, foi criada a solucao contendo a concentracao equivalente a 12% (m/v) de
ALG em agua, juntamente com EDC e NHS, que atuam como agentes de acoplamento
para controle da taxa de reticulacdo do hidrogel. A solucdo permaneceu sob agitacao
mecanica por 2 horas, em temperatura ambiente. Ao final do periodo de agitacéo, o
hidrogel foi armazenado em refrigerador.

4.4.2.6 ALG-ZIF-8 com AT 5%

A formulagdo com AT a 5% no hidrocoloide ALG e ZIF-8 foi baseada e adaptada
de acordo com a metodologia descrita no trabalho de Diniz et al. (2020), onde
reagentes adquiridos comercialmente foram utilizados sem purificacdo: 12 g de ALG
da marca Sigma-Aldrich®, 0,2 g de EDC da marca Oakwood Chemical®, 0,06 g de
NHS, 0,05 g de ZIF-8 e 5 g de AT; para 100 mL de agua ultrapura do sistema Milli-Q
Direct-Q Type | da marca Merck®. Em um béquer, foi criada a solucédo contendo a
concentracdo equivalente a 12% (m/v) de ALG, 5% (m/v) de AT e 0,05% (m/v) de ZIF-
8 em agua, juntamente com EDC e NHS, que atuam como agentes de acoplamento
para controle da taxa de reticulacdo do hidrogel. A solugéo permaneceu sob agitacao
mecanica por 2 horas, em temperatura ambiente. Ao final do periodo de agitacéo, o

hidrogel foi armazenado em refrigerador.

4.4.2.7 ALG-ZIF-8 com R. mangle 5%

A formulagdo com R. mangle a 5% no hidrocoloide ALG e ZIF-8 foi baseada e
adaptada de acordo com a metodologia descrita no trabalho de Diniz et al. (2020),
onde reagentes adquiridos comercialmente foram utilizados sem purificacdo: 12 g de
ALG da marca Sigma-Aldrich®, 0,2 g de EDC da marca Oakwood Chemical®, 0,06 g
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de NHS e 0,05 g de ZIF-8; para 5 mL de extrato de R. mangle e 95 mL de agua
ultrapura do sistema Milli-Q Direct-Q Type | da marca Merck®. Em um béquer, foi
criada a solucéo contendo a concentracao equivalente a 12% (m/v) de ALG, 5% (v/v)
de R. mangle e 0,05% (m/v) de ZIF-8 em agua, juntamente com EDC e NHS, que
atuam como agentes de acoplamento para controle da taxa de reticulacdo do hidrogel.
A solucao permaneceu sob agitacdo mecanica por 2 horas, em temperatura ambiente.

Ao final do periodo de agitacdo, o hidrogel foi armazenado em refrigerador.

4.5 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram randomizados em quatro grupos experimentais. A
designacdo de cada grupo, o nimero de animais e a administracao especifica
realizada estdo detalhados no Quadro 1. Com excecao do grupo CNeg, todos os
grupos foram submetidos a 7 dias de tratamento topico com seu respectivo hidrogel.
Posteriormente, os animais foram eutanasiados para realizacdo das analises

morfométrica e histomorfométrica dos RCIs.

Grupo n final Administragéo
CNeg 6 Salina 0,9%
pALGgel 5 ALGgel
ALGZzAT 5 ALG-ZIF-8 + AT 5%
ALGzRm 6 ALG-ZIF-8 + R. mangle 5%

Quadro 1 — Grupos experimentais com seus respectivos tratamentos administrados e nimero final (n)
de animais por grupo.

4.6 ANALISES MORFOMETRICA E HISTOMORFOMETRICA

Ao final dos 7 dias pos-operatorio, os retalhos foram examinados e foi feita a
delimitacdo macroscopica da area necrotica e a diferenciacdo entre os tecidos viavel
e com necrose, tendo como base a textura, a cor, € 0 crescimento de pelos. Além
disso, os retalhos foram fotografados e suas fotos foram analisadas para medicao
digital e célculo da area marcada. Da mesma forma, a porcentagem da area necrotica
em relacdo a area total do retalho foi calculada através do software ImageJ.

Posteriormente, as regides de transi¢do entre a area necrotica e viavel de todos os
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animais foram removidas e armazenadas para preparacdo das laminas histologicas
de cada amostra. As preparacfes histoldgicas prontas foram fotomicrografadas e
examinadas utilizando o software PrimeCam 5.1. Ao final deste processo, os animais
foram eutanasiados com hiperdosagem anestésica. Foram tiradas 5 fotomicrografias
de cada amostra histologica, ha ampliacdo de 20x, e foram efetuadas na por¢éo acima
da fascia superficial, imediatamente antes da area necrética, onde a avaliacao foi mais
apropriada. Nas fotomicrografias, houve a contagem de fibroblastos, vasos

sanguineos e leucocitos, em 5 campos para cada animal.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados descritivamente pelas medidas estatisticas: média,
desvio padrédo (média £ DP), mediana e percentis 25 e 75 (mediana (P25; P75)).

Para a comparacao entre 0s grupos, foi utilizado o teste t-Student com o teste
de Kruskal-Wallis, e no caso de diferenca significativa, foram obtidos os testes de
comparacdes multiplas (entre os pares de grupos) de Conover (Conover, 1980).

A escolha do teste de Kruskal-Wallis foi devida ao tamanho das amostras em
cada grupo ser inferior a 8 casos por grupo, ou a rejeicdo da normalidade dos dados
em pelo menos um dos grupos. A verificacdo da normalidade foi realizada por meio
do teste de Shapiro-Wilk (Altman, 1991).

A margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5%. Os
dados foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para obtencdo dos

calculos estatisticos foi o IBM SPSS na versao 27.
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5 RESULTADOS

5.1 OBTENCAO DOS HIDROGEIS

Na figura 13 estdo apresentadas as trés formulacdes de hidrogel obtidas.
ALGgel (Figura 13a) apresentou coloracéo translicida e uma consisténcia semifluida.
Enquanto o ALG-ZIF-8 com AT (Figura 13b) apresentou coloracdo marrom e uma
consisténcia mais espessa em relacéo ao hidrogel puro. J4 a formulacao de ALG-ZIF-
8 com R. mangle (Figura 13c) apresentou coloracdo levemente acastanhada,
tendendo ao bege, com aparéncia mais translicida e uma textura mais fluida quando

comparada as demais formulacoes.

Figura 13 — Formula¢des de hidrogel obtidas. a. ALGgel. b. ALG-ZIF-8 com AT. c. ALG-ZIF-8 com R.

mangle.
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5.2 ANALISE MORFOMETRICA

Ao fim do procedimento, os retalhos de cada grupo foram fotografados e
analisados. Foi observado que a area necrosada tinha coloragdo escura, textura
endurecida, superficie irregular e auséncia de pelo; enquanto a &rea viavel apresentou

coloracdo vermelho-clara, textura macia e inicio de crescimento capilar (Figura 14).
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Figura 14 — Analise macroscépica dos retalhos dos animais ao final dos 7 dias de experimento (um

exemplar por grupo). a. Grupo CNeg. b. Grupo pALGgel. c. Grupo ALGzAT. d. Grupo ALGzRm.

A Tabela 1 apresenta as estatisticas descritivas referentes as variaveis da area
viavel/total e da area necrosada/total. Embora ndo tenha sido observada diferenca
significativa entre os grupos, destaca-se que a média e a mediana do percentual de
area viavel em relacdo a area total foram menores no grupo ALGzAT (média de
58,92% e mediana de 71,98%). Em relacdo aos demais grupos, o ALGzRm
apresentou a maior média de area viavel (87,48%; mediana de 92,45%), seguido pelo
grupo CNeg (média de 82,68%; mediana de 84,73%) e pelo grupo pALGgel (média
de 81,07%; mediana de 81,87%). Quanto ao percentual de &rea necrosada em relacao
a area total, as maiores média e mediana foram registradas também no grupo ALGzAT
(média de 41,08% e mediana de 28,04%). Consequentemente, quanto ao percentual
de area necrosada, o grupo ALGzAT registrou os maiores valores (média de 41,08%;

mediana de 28,04%). Em contraste, o grupo ALGzRm obteve a menor média de
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necrose (12,52%; mediana de 7,55%), seguido pelos grupos CNeg (média de 17,32%;
mediana de 15,27%) e pALGgel (média de 18,93%; mediana de 18,13%). O grafico 1
evidencia as médias dos percentuais de area viavel e de area necrosada em relacao
a area total de cada grupo experimental, possibilitando uma comparagdo visual grafica
entre 0s grupos.

Em especial, dois dos animais do grupo ALGzRm apresentaram viabilidade
total do retalho, sem ocorréncia de necrose, ap0s os 7 dias do experimento. A figura

15 apresenta um destes animais.

s

Figura 15 — Exemplar do grupo ALGzRm em que o retalho permaneceu totalmente viavel, com

auséncia de necrose.

Tabela 1 — Estatistica descritiva da porcentagem da area viavel/total e da area necrosada/total, para
cada grupo experimental.

Variavel
Grupo n Area viavel/total (%) Area necrosadal/total (%)
Média + DP Média + DP
Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75)
CNeg 6 82,68 + 7,83 17,32 £7,83
84,73 (75,21; 89,31) 15,27 (10,69; 24,79)
PALGgel 5 81,07 + 2,68 18,93 + 2,64
81,87 (78,27, 83,47) 18,13 (16,53; 21,66)
ALGzZAT 5 58,92 + 27,37 41,08 + 27,40
71,96 (29,31; 82,00) 28,04 (18,05; 70,78)
ALGzRm 6 87,48 £ 14,47 12,52 + 14,45
92,45 (70,04; 100,00) 7,55 (0,00; 29,95)
Valor de p p® =0,214 p® =0,214

(1) Teste Kruskal-Wallis
DP: Desvio padréo. n: numero de animais por grupo. P25: Percentil 25. P75: Percentil 75.
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Gréfico 1 — Médias dos percentuais das areas viavel e necrosada em relacdo a area total, por grupo
experimental. Observa-se a predominéncia de &rea viavel no grupo ALGzRm, em contraste com a

maior proporcdo de area necrosada no grupo ALGzAT.
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5.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Apébs a obtencado das laminas histolégicas, foram fotografados 5 campos por
amostra de cada grupo, para contagem de fibroblastos, vasos sanguineos e

leucécitos. A figura 16 mostra um campo representando cada grupo experimental.
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Figura 16 — Campos histoldgicos representando os grupos experimentais (ampliados em 20x e
corados em HE). a. Grupo CNeg. b. Grupo pALGgel. c. Grupo ALGZzAT. d. Grupo ALGzRm. Setas
fechadas em A, C e D apontam para fibroblastos. Setas abertas em B, C e D apontam para vasos

sanguineos. Pontas de setas em A e B apontam para leucdcitos.

Na Tabela 2, apresentam-se as estatisticas referentes a quantidade de
fibroblastos, vasos sanguineos e leucocitos observados nos campos obtidos de cada
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animal, por grupo. Embora nédo tenha havido diferenga estatisticamente significativa
entre 0s grupos quanto a contagem de fibroblastos por campo (p = 0,192), o grupo
ALGzAT apresentou a maior média (542,68; mediana de 499,00), enquanto o grupo
pALGgel teve a menor média (392,96; mediana de 387,00). Os grupos CNeg e
ALGzRm apresentaram médias semelhantes, de 434,07 e 431,27, com medianas de
398,50 e 422,50, respectivamente. Em relagcdo ao nimero de vasos sanguineos por
campo, foi identificada diferenca significativa entre os grupos (p = 0,015), com a maior
média observada no grupo ALGzAT (39,16; mediana de 40,00), seguido pelo CNeg
(36,30; mediana de 28,50), ALGzRm (30,17; mediana de 26,50) e pALGgel, que
apresentou a menor média (22,36; mediana de 20,00). Ja na contagem de leucdcitos
por campo, a diferenca entre os grupos também foi significativa (p < 0,001). O grupo
pALGgel destacou-se com a maior média (160,04; mediana de 83,00), enquanto o
grupo ALGzRm teve a menor média (33,07; mediana de 29,00). O grupo CNeg
apresentou média de 100,27 e o grupo ALGzAT apresentou média de 106,52, com

medianas de 81,50 e 94,00, respectivamente.

Tabela 2 — Estatisticas da contagem de fibroblastos, vasos sanguineos e leucécitos por campo, para

cada grupo experimental.

Variével
Fibroblastos/campo Vasos sanguineos/campo Leucocitos/campo
Grupo n Média + DP Média + DP Média + DP
Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75)
CNeg 30 434,07 + 159,38 36,30 + 49,94 (A8) 100,27 + 73,71 ®
398,50 (327,25; 516,00) 28,50 (15,50; 40,25) 81,50 (55,50; 117,75)
pALGgel 25 392,96 + 124,34 22,36 £15,94 W 160,04 + 179,37 ™
387,00 (294,00; 501,50) 20,00 (6,50; 35,00) 83,00 (26,00; 228,50)
ALGzAT 25 542,68 + 259,56 39,16 + 19,27 ® 106,52 + 70,99 ¥
499,00 (396,50; 646,00) 40,00 (18,50; 53,50) 94,00 (70,50; 122,50)
ALGzRm 30 431,27 £ 119,31 30,17 £15,19 W 33,07 +£24,73®
422,50 (313,75; 531,75) 26,50 (17,75; 39,75) 29,00 (16,00; 39,75)
Valor de p p® =0,192 p® = 0,015* p® < 0,001*

(*) Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1) Teste Kruskal-Wallis com comparagdes multiplas de Conover

Obs. Setodas as letras entre parénteses séo distintas, se comprova diferenga significativa entre os grupos.
DP: Desvio padrao. n: nimero de campos por grupo. P25: Percentil 25. P75: Percentil 75.

Os gréficos 2, 3 e 4 fornecem uma representacédo visual dos dados relativos a
histomorfometria apresentados na tabela 2, facilitando a comparacéo entre 0s grupos

avaliados. O gréafico 2 mostra a média da contagem de fibroblastos por campo,
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destacando que o grupo ALGzAT apresentou a maior média (542,68), seguido pelos
grupos CNeg (434,07), ALGzRm (431,27) e pALGgel, que teve a menor média
(392,96). O grafico 3 exibe a média da contagem de vasos sanguineos por campo,
sendo o grupo ALGzAT novamente o que apresentou a maior média (39,16), seguido
pelos grupos CNeg (36,30), ALGzRm (30,17) e pALGgel, com a menor média (22,36).
Ja o gréfico 4 apresenta a média da contagem de leucdcitos por campo, com 0 grupo
pALGgel apresentando a maior média (160,04), seguido pelos grupos ALGzAT
(106,52), CNeg (100,27) e ALGzRm, que teve a menor média (33,07).

800,00
p =0,192 (NS)

640,00

542,68
480,00 434,07 431,27
392,96
320,00
160,00
0,00

CNeg pALGgel ALGzAT ALGzRm

Média da contagem de fibroblastos

Grupo experimental

Gréfico 2 — Média do numero de fibroblastos por grupo experimental. NS: Valor de p néo significativo.
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Graéfico 3 — Média do nimero de vasos sanguineos por grupo experimental. Obs: Letras diferentes

entre parénteses indicam diferenca significativa entre os grupos.
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Gréfico 4 — Média do nimero de leucdcitos por grupo experimental. Obs: Letras diferentes entre
parénteses indicam diferenca significativa entre os grupos.
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6 DISCUSSAO

A viabilidade de retalhos cutaneos, procedimento frequente em cirurgias
plasticas e de reconstrucdo, € constantemente ameacada pelo risco de necrose
tecidual do RCI. Esse desafio clinico impulsiona a busca por novas estratégias
terapéuticas, com especial interesse em compostos de origem natural. Estudos
prévios ja demonstraram efeito benéfico do extrato de R. mangle na viabilizacdo de
RCIs (Oliveira, 2018; Silva et al., 2022). Adicionalmente, o estudo pioneiro de Marinho
(2018) associou R. mangle ao AT em base creme para tratamento de feridas,
mostrando potencial cicatrizante favoravel. J& o estudo de Silva et al. (2022) aplicou
0 extrato de R. mangle na forma de hidrogel, o qual também mostrou um resultado
positivo. Neste cenario, os hidrogéis a base de polimeros naturais destacam-se como
veiculos promissores, dada sua semelhanca com tecidos biolégicos e sua capacidade
de atuar como sistemas de libera¢do controlada para compostos bioativos (Ullah et
al., 2015; Li; Mooney, 2016). O presente estudo avaliou, portanto, o potencial de
diferentes formulacdes de ALGgel na prevencao da necrose tecidual de RCls.

Para realizacdo do experimento, este trabalho utilizou o modelo de retalho
cutaneo apresentado por McFarlane, DeYoung, Henry (1965) adaptado por Adamson
et al. (1966). McFarlane, DeYoung e Henry (1965) apresentaram pela primeira vez o
modelo experimental de retalho de pele retangular, para estudo da necrose dos
mesmos e sua prevencdo. O retalho de McFarlane é amplamente conhecido e
utilizado na literatura, onde encontram-se variadas adaptacfes deste modelo, como é
descrito no estudo de Lee et al. (2022). Trata-se de um retalho cutaneo realizado no
dorso de ratos, com base cranial e largura de 4 cm por 10 cm de comprimento. Dentre
os variados modelos criados a partir do modelo de McFarlane, a modificagdo mais
comum descrita por Lee et al. (2022) a ser utilizada é o retalho com 3 cm x 9 cm (Fan
et al., 2021; Luo et al., 2021; Masaoka et al., 2016). Da mesma forma, o modelo de
McFarlane adaptado por Adamson et al. (1966), o qual difere do original tanto pelas
dimensdes do retalho (3 cm x 9 cm) quanto pela posicdo da base, localizada na
extremidade posterior do quadril do animal, tem sido utilizado em pesquisas com ratos
Wistar, para o estudo de prevencdo de necrose de retalhos cutdneos isquémicos
(Oliveira, 2018; Silva et al., 2022).

A escolha de utilizar ratos machos, diferente de Silva et al. (2022), que utilizou fémeas,

€ uma diferenca metodolégica notavel que pode ter contribuido para a clareza dos
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resultados deste estudo. Achados na literatura demonstram que hormdnios como o
estrogeno, progesterona e estradiol sdo mediadores criticos que influenciam na
cicatrizacao de feridas, angiogénese e remodelamento de colageno (Biondo-Simdes
et al., 2005; Nicolau et al., 2014). De acordo com Silva et al. (2022), o ciclo estral das
fémeas pode ter introduzido uma variabilidade hormonal durante a cicatrizacdo dos
RCls em seu estudo. Nesse sentido, a escolha de utilizar ratos machos neste trabalho,
assim como Oliveira (2018), representa uma vantagem metodolégica, garantindo que
os desfechos observados reflitam de forma mais direta a eficacia das formulagbes
testadas, sem a interferéncia de flutuagdes hormonais.

A analise morfométrica do presente estudo demonstrou algumas tendéncias
guanto ao potencial das diferentes formulacdes de hidrogel na prevencéo da necrose,
no entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p =
0,214). Sendo assim, os resultados desse estudo sugerem que o tratamento com
ALG-ZIF-8 e R. mangle (grupo ALGzRm) esteve associado aos desfechos mais
favoraveis. Conforme detalhado na Tabela 1 e ilustrado no Grafico 1, o grupo ALGzRm
obteve a maior média de viabilidade dos retalhos (87,48%). Essa prevaléncia também
foi evidente na andlise macroscopica (Figura 13d), onde os animais deste grupo
apresentaram retalhos com excelente aspecto, inclusive com dois casos de auséncia
total de necrose (Figura 14). Tais resultados podem ser devido as ja conhecidas
propriedades do extrato de R. mangle, como seus efeitos antioxidante, anti-
inflamatério, cicatrizante e angiogénico (Marrero et al., 2006; Fernandez et al., 2002).
Os achados deste estudo corroboram com estudos prévios que demonstraram o
potencial terapéutico do extrato em diferentes formula¢des, como cremes, filmes e
hidrogéis (Araujo, 2015; Oliveira, 2018; Santana et al., 2023), e mais diretamente com
o trabalho de Silva et al. (2022), cujos resultados, assim como os deste trabalho,
demonstraram que o tratamento utilizando hidrogel como base com o extrato de R.
mangle a 5% resultou na diminuicdo de necrose de RCls.

Além disso, a eficacia do grupo ALGzRm pode ser atribuida a presencga do ZIF-
8 na formulacgéo testada. No estudo de Silva et al. (2022), foi reportada uma média de
necrose de 34,25% no grupo em que foi testado o hidrogel de goma xantana com
extrato de R. mangle a 5%. Em contrapartida, este valor é substancialmente superior
ao encontrado neste estudo para o grupo ALGzRm (12,52%), que utilizou a mesma
concentracdo de extrato. Esta diferenca expressiva sugere que a incluséo da rede

metalorgéanica ZIF-8 foi crucial para potencializar o efeito terapéutico do extrato de R.
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mangle, atuando como um DDS e otimizando a formulacdo. Suas propriedades como
carreador poroso e biocompativel (Hoop et al., 2018) podem ter garantido uma acéo
terapéutica mais eficaz e prolongada, o que se traduziu diretamente na maior
preservacao tecidual do RCI.

Em contrapartida, a formulagéo de ALG-ZIF-8 com AT (ALGzAT) demonstrou
um efeito aparentemente prejudicial, resultando na maior média de necrose entre
todos os grupos (41,08%), enquanto os grupos CNeg e pALGgel apresentaram
resultados intermediarios e semelhantes entre si. Essa observacdo macroscopica é
corroborada pelos achados histomorfométricos (Tabela 2), que apontam para um
intenso processo inflamatério neste grupo. O grupo ALGzAT apresentou a maior
contagem média de fibroblastos observada no Gréfico 2 (542,68), apesar de ndo haver
diferencga significativa. Adicionalmente, essa demasiada resposta inflamatéria pode
ser confirmada pela maior contagem média de vasos sanguineos (39,16; p = 0,015),
e pela elevada contagem média de leucdcitos (106,52; p < 0,001), sendo ambas
estatisticamente significativas (Grafico 2), indicando também um processo de
angiogénese exacerbada. Uma hipotese para justificar este desfecho negativo é
comportamento duplo de taninos e outros polifendis (Eghbaliferiz; Iranshahi, 2016).
Embora seja antioxidante em baixas concentra¢des, em concentracdes mais elevadas
0 AT pode se tornar pré-oxidante, aumentando a geracao de ROS e induzindo dano
celular (Khan; Ahmad; Hadi, 2000; Labieniec; Gabryelak; Falcioni, 2003; Bouki et al.,
2013).

A escolha da concentracdo de AT a 5% foi baseada em estudos prévios, como
o0 de Guimaraes (2022), que utilizou esta mesma concentracdo em duas formulacées
(um gel-creme base e uma solu¢édo aquosa) para avaliar o efeito fotoprotetor de AT e
estudar sua fluorescéncia, permeacdo e retencdo cutanea in vitro, e de Marinho
(2018), que desenvolveu uma formulagdo em creme a 5%, combinando extrato de R.
mangle a 2,5% e AT a 2,5%, para tratar feridas cutaneas. E relevante notar que, nesse
estudo, a abordagem que combinava a concentracdo de AT a 2,5% com o extrato de
R. mangle obteve um desfecho cicatrizante positivo. Enquanto isso, os resultados de
Guimaraes (2022) demonstraram que, sem um sistema de liberagédo eficaz, o AT ficou
retido na epiderme, ndo atingindo as camadas mais profundas da pele. No entanto,
na formulagéo deste trabalho, a presenca do ZIF-8 como um DDS provavelmente
facilitou a permeacgéo do AT através da epiderme, entregando uma dose efetivamente

alta e pré-oxidante diretamente ao tecido isquémico. Isso explicaria a intensa resposta
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inflamatéria e a proliferacdo de fibroblastos. A angiogénese observada em ALGZAT,
por sua vez, pode ser caracterizada como um processo patolégico que, uma vez
iniciado pelo estresse oxidativo presente no tecido, tende a persistir de forma
descontrolada e nao resolvida (Chung; Ferrara, 2011). Portanto, esse conjunto de
respostas histolégicas (inflamacao cronica e angiogénese patoldgica), em vez de ser
reparador, culminou em uma consideravel morte tecidual. Tal fato levanta a hipotese
de que a concentracdo terapéutica segura para o AT seja inferior a 5%, e
possivelmente mais proxima de 2,5% utilizada por Marinho (2018). Ndo se pode
descartar, ainda, que o extrato de R. mangle presente naquela formulagéo possa ter
contribuido para atenuar o potencial pré-oxidante do AT. Sendo assim, torna-se
evidente a necessidade de estudos futuros de dose-resposta para determinar a
concentracao ideal e segura do AT para esta aplicacdo, bem como de ensaios in vitro
para avaliar diretamente seu potencial de estresse oxidativo em diferentes
concentracfes. Além disso, estudos que avaliem o uso do AT na prevencao de
necrose em retalhos cutaneos isquémicos ndo foram encontrados na literatura,
limitando a discussdo comparativa dos achados. Contudo, o uso bem-sucedido de R.
mangle, que contém taninos em sua composicao (Oliveira, 2018; Lima et al., 2021; Sa
et al., 2023), justifica o interesse em investigar o AT de forma isolada para melhorar a
viabilidade de RCls.

Os resultados dos grupos CNeg e o pALGgel podem contextualizar os demais
resultados. O grupo CNeg, tratado com salina, apresentou area de necrose de
17,32%, valor inferior aos observados nos grupos controle de Oliveira (2018) e de
Silva et al. (2022) (48,88% e 50,66%, respectivamente). Enquanto isso, 0 grupo
pALGgel (placebo) obteve 18,93% de area de necrose, um resultado mais favoravel
do que o do grupo de Silva et al. (2022), tratado com hidrogel de goma xantana +
placebo (37,44%). Entretanto, ao comparar os grupos CNeg e pALGgel, nota-se que
o placebo isoladamente n&o foi capaz de melhorar a viabilidade do retalho em relacéo
ao controle negativo.

A analise histomorfométrica realizada neste estudo favorece a compreensao
dos eventos observados nos resultados macroscopicos. A relevancia dessa analise
corroborada por Marinho (2018), cujo trabalho apontou a histomorfometria como
crucial para mensurar o grau de reparo tecidual da lesdo. Embora as areas de necrose
do CNeg e pALGgel sejam menores do que as de Oliveira (2018) e Silva et al. (2022),

e 0 pALGgel tenha area de necrose inferior ao placebo de Silva et al. (2022), a
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histomorfometria resultante condiz com um quadro de falha no reparo de ambos os
grupos. Tanto o CNeg quanto o pALGgel apresentaram um processo inflamatorio
intenso, sustentado pelas altas contagens médias de leucdcitos (100,27 e 160,04,
respectivamente), sendo que o grupo placebo apresentou a maior média de todo o
estudo, acompanhadas por uma angiogénese patoldgica (36,30 e 22,36,
respectivamente).

Em relacéo a contagem dos fibroblastos, ndo houve diferenca estatistica entre
0s grupos. De acordo com Oliveira (2018), a fixacdo adequada do retalho cutaneo ao
seu leito e aos tecidos vizinhos é determinante para o processo de cicatrizacdo
tecidual. Acredita-se que o processo de cicatrizacdo de feridas seja grandemente
regulado pelos fibroblastos, que sdo as células aderentes mais abundantes
encontradas no tecido conjuntivo cutaneo (Lu et al., 2000). Durante a fase proliferativa
da cicatrizacdo, os fibroblastos sdo responsaveis por produzir a nova matriz
extracelular que fornece o suporte para o crescimento de outras células (Mendonca,
Coutinho-Netto, 2009). De forma semelhante, os estudos de Silva et al. (2022) e
Oliveira (2018) também nao identificaram diferencas significativas na contagem de
fibroblastos entre seus grupos. Além disso, assim como Silva et al. (2022), neste
estudo ndo obteve indicios de estimulo a proliferacdo de fibroblastos utilizando
formulacdes que contenham R. mangle.

A contagem de vasos sanguineos, que reflete o processo de angiogénese,
revelou uma diferenca significativa entre os grupos (p = 0,015), assim como a
contagem de leucdcitos (p < 0,001), de modo que a analise conjunta destas duas
variaveis oferece explicacdo a nivel celular para os resultados macroscopicos
discutidos previamente. A resposta inflamatéria no grupo ALGzAT é validada pela alta
contagem de leucdcitos e vasos sanguineos, e estdo diretamente associadas a
angiogénese patoldgica, justificando a extensa necrose. Em compensacdo, 0
resultado favoravel observado no grupo ALGzRm se deve a potente acdo anti-
inflamatoria, confirmada pela menor contagem de leucécitos deste estudo juntamente
com uma angiogénese fisiologica e controlada, resultado na maior viabilidade do
retalho.

Estes resultados observados no presente estudo representam um avango em
relagdo a trabalhos anteriores. Silva et al. (2022), por exemplo, observou uma
tendéncia pro-angiogénica com R. mangle, porém sem significancia estatistica nem

contagem de leucacitos, limitando uma interpretacdo mais completa do fenébmeno. Ja
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Oliveira (2018), que avaliou ambas as variaveis, ndo encontrou diferencga significativa
para nenhuma delas. Em vista disso, os resultados estatisticamente fortes deste
trabalho para contagem de vasos sanguineos e leucocitos demonstram nao apenas a
eficicia da formulacdo ALGzRm, mas também elucidam que o controle da inflamacao
€ um aspecto de grande importancia na qualidade da resposta angiogénica e,
consequentemente, no sucesso do tratamento para viabilidade de RCIs.

Algumas limitacdes do presente estudo devem ser reconhecidas. Primeiro, uma
avaliagédo funcional da perfusédo do retalho néo foi realizada. Pesquisas futuras se
beneficiariam da incorporacdo de técnicas como imagem por Laser Doppler para
medir dinamicamente o fluxo sanguineo. Adicionalmente, o estudo ndo incluiu um
componente preliminar in vitro. Investigacdes futuras sdo, portanto, sugeridas para
avaliar os efeitos de R. mangle e AT em linhagens celulares — como HUVECs para
potencial angiogénico, e fibroblastos (NIH/3T3) ou queratindcitos (HaCaT) para
estudos de citotoxicidade e proliferacdo — como um passo preliminar importante para
otimizar as formulacfGes antes de novos testes in vivo. Além disso, o0 cegamento sé
poéde ser empregado durante as andlises histomorfométrica e estatistica. Para
minimizar melhor o viés potencial, estudos futuros semelhantes devem visar
implementar um protocolo de duplo-cegamento mais abrangente, incluindo durante a
aplicacao dos tratamentos.

Em suma, este estudo destaca o potencial de novas formulagdes de ALG-ZIF-
8 para modular os desfechos em retalhos isquémicos. A formulacdo de ALG-ZIF-8
com R. mangle demonstrou ser promissora para o reparo tecidual, provavelmente
mediado por sua capacidade de controlar a resposta inflamatéria. Em contrapartida, a
formulacdo de ALG-ZIF-8 com AT pareceu deletéria, conforme evidenciado pela
inflamacé&o exacerbada e angiogénese patologica. O ZIF-8 como DDS provavelmente
desempenhou um papel chave nessas distintas respostas celulares. Estes achados
ressaltam o potencial translacional de ALG-ZIF-8 com R. mangle como uma
plataforma para melhorar a viabilidade do retalho. Futuramente, é essencial avaliar
efeitos dose-dependentes do AT para determinar sua janela terapéutica para esta

aplicacgéo.
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7 CONCLUSAO

e As novas formulacbes de ALG-ZIF-8 sédo plataformas com potencial para

modular os desfechos em retalhos cutaneos isquémicos.

e Na andlise morfométrica ndo foi observada diferenca significativa entre as

meédias das areas viavel e necrosada dos grupos experimentais.

e Na andlise histomorfométrica, observou-se diferenca significativa entre os
grupos para a contagem de vasos sanguineos e de leucécitos, mas nao foi

observada diferenca significativa para a contagem de fibroblastos.

e A formulacdo de ALG-ZIF-8 com R. mangle a 5% tendeu a apresentar um perfil
promissor para o reparo tecidual, um efeito que parece estar ligado a uma

possivel capacidade de controlar a resposta inflamatéria.

o A formulacdo de ALG-ZIF-8 com AT a 5% aparentou ter um efeito deletério,
gue esteve associado a inflamacdo exacerbada e a angiogénese patoldgica

observadas.

e A incorporagdo do ZIF-8 pareceu ser determinante nas distintas respostas

celulares observadas entre os grupos.
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