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RESUMO

A pele é o maior 6rgéo do corpo humano e atua como barreira seletiva entre o
meio externo e o interno. Quando alguma agressdo acomete o tecido cutaneo, faz-se
necessario uma rapida intervencdo, a fim de que se possa garantir a regeneragao dos
tecidos. As feridas representam um sério problema de saude publica, correspondente
ao grande numero de pacientes com alteracBes na integridade da pele. Nesse
contexto, tem-se a necessidade de buscar novas estratégias para o tratamento de
feridas, a fim de reduzir a carga de cuidados de modo mais eficiente e econémico. O
objetivo deste estudo foi avaliar filmes poliméricos baseados no consércio microbiano
Bionat 1 com incorporagéo de extrato metandlico de folhas de Conocarpus erectus
como uma alternativa de uso topico para substituto de pele. O extrato metandlico foi
caracterizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia em camada
fina de alto desempenho. Para analisar e quantificar a presenca de compostos
fendlicos encontrados nas cromatografias, foi realizado o doseamento de flavondides
nas concentragdes de 1000 ug/mL, 500 pg/mL e 250 pg/mL. Os filmes desenvolvidos
foram: filmes de polissacarideo do CM Bionat 1 (R1) e filme de polissacarideo do CM
Bionat 1 incorporado com extrato de C. erectus (R2). Para avaliacdo da atividade
cicatrizante foram utilizados 25 ratos Wistar, submetidos a inducéo de ferida cutanea
e subdivididos em 5 grupos de 5 animais cada: grupo controle negativo (soro
fisiol6égico-grupo A), grupo controle positivo (Filme de Biocelulose-grupo B), grupo
tratado com extrato de C. erectus (grupo C), grupo tratado com filme R1 (grupo D) e
grupo tratado com filme R2 (grupo E), todos os grupos foram acompanhados no 10°
e 15° quinto dia de pos-operatorio para avaliacbes morfométrica e histomorfométrica.
O estudo do perfil fitoquimico do extrato de C. erectus revelou a presenca de
flavonoides, acido clorogénico, catequina, &acido cafeico, geraniina, quercetina e
apigenina. Os filmes poliméricos R1 e R2 apresentaram-se macroscopicamente
homogéneos, sem rachaduras e flexiveis, entretanto, os filmes R2 apresentaram-se
com melhores caracteristicas quando comparados com o filme R1 ndo incorporado.
O polissacarideo extraido do consorcio microbiano Bionat 1 mostrou caracteristicas
compativeis para o desenvolvimento de um substituto temporario de pele. Os
resultados da avaliacdo cicatrizante mostraram que o uso topico de filmes de

polissacarideo extraido do CM Bionat 1 incorporado ao extrato de C. erectus



apresenta efeito significativo na diminuicdo da area de feridas cutdneas sugerindo a

utilizacdo como substituto temporério de pele.

Palavras-Chave: Conocarpus erectus. Cromatografia. Filmes poliméricos.



ABSTRACT

The skin is the biggest organ of the human body and acts as a selective barrier
between the external and internal environments. When some aggression affects the
cutaneous tissue, it is necessary a rapid intervention, in order to guarantee the
regeneration of the tissues. The wounds represent a serious public health problem,
corresponding to the large number of patients with alterations in skin integrity. In this
context, it is necessary to seek out new strategies for the treatment of wounds, in order
to reduce the burden of care in an efficient and economical way. The objective of this
study was to evaluate polymeric films based on the Bionat 1 microbial consortium with
the incorporation of the methanolic extract from the leaves of Conocarpus erectus as
an alternative topical use for skin substitute. The extract was obtained by infusion with
methanol and characterized by high performance liquid chromatography and high
performance thin layer chromatography. In order to analyze and quantify the presence
of phenolic compounds found in the chromatograms, the dosage of flavonoids at
concentrations of 1000 pg / mL, 500 ug / mL and 250 ug / mL was performed. The
developed films were: polysaccharide films of CM Bionat 1 (R1) and CM Bionat 1
polysaccharide film incorporated with extract of C. erectus (R2). To evaluate the
cicatrizant activity, 25 Wistar rats were submitted to cutaneous wound induction and
subdivided into 5 groups of 5 animals each: negative control group (physiological
saline-group A), positive control group (Biocellulose film- group B), group treated with
extract of C. erectus (group C), group treated with film R1 (group D) and group treated
with film R2 (group E), all groups were followed on the 10th and 15th postoperative
day for morphometric and histomorphometric evaluations. The phytochemical profile
study from the erectus C. extract revealed the presence of flavonoids, chlorogenic acid,
catechin, caffeic acid, geranin, apigenin and quercetin. The polymeric films R1 and R2
were macroscopically homogeneous, without cracking and flexible, however, the R2
films presented with better characteristics when compared to the unincorporated R1
film. O polissacarideo extraido do consorcio microbiano Bionat 1 mostrou
caracteristicas compativeis para o desenvolvimento de um substituto temporério de
pele. Os resultados da avaliacao cicatrizante mostraram que o uso tépico de filmes de
polissacarideo extraido do CM Bionat 1 incorporado ao extrato de C. erectus

apresenta efeito significativo na diminuicdo da area de feridas cutdneas sugerindo a



utilizacdo como substituto temporario de pele. The polysaccharide extracted from the
Bionat 1 microbial consortium showed compatible characteristics for the development
of a temporary skin substitute. The results of the cicatrization evaluation showed that
the topical use of polysaccharide films extracted from CM Bionat 1 incorporated into
the extract of C. erectus has a significant effect on the reduction of the area of skin

wounds suggesting the use as a temporary substitute for skin.

Keywords: Conocarpus erectus. Chromatography. Polymeric film.
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1 INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, um envoltério relativamente
impermeavel que atua como barreira seletiva entre o meio externo e o interno,
impedindo a entrada de micro-organismos e substancias nocivas, controlando a perda
de agua, a movimentacdo de eletrélitos. Essa barreira cutanea representa o maior
sistema de defesa externa que protege o corpo da invasdo de patdgenos. Por essa
razdo, a pele é reconhecida como um oOrgao periférico de defesa do sistema
imunoldgico, sem essa barreira natural, esses agentes patogénicos proliferam e
causam diversas infecgdes (CRUZ; CORDOVIL; BATISTA, 2012; MOTTA etal., 2011;
PASSARETTI et al., 2016; SOUZA, 2016).

Quando alguma agressao acomete o tecido cutaneo, faz-se necessario uma
rapida intervencao (SILVA et al., 2013), a fim de que se possa garantir a regeneragao
e recuperacdo dos tecidos, evitando complicagbes que podem levar a morte
(VACANTI et al., 2007; ONOFRE, 2014). Dentre as injurias que podem causar lesdes
a pele tém-se as cutaneas (GOMES, 2016), que caracterizam um dos grandes
problemas de saude publica (DA SILVA OLIVEIRA et al., 2013). Estima-se que em
torno de 1.000.000 de pessoas sejam acometidas por algum tipo de leséo a cada ano,
das quais 40 mil demandam hospitalizacdo (CRUZ et al., 2012), representando um
dos casos mais negligenciados entre os varios tipos de causas externas (PECK;
MOLNAR; SWART, 2009).

Dessa forma, tem-se a necessidade de buscar novas estratégias para o
tratamento de feridas, a fim de reduzir a carga de cuidados de modo eficiente e
econdmico. Muitas tentativas ja foram desenvolvidas por pesquisadores para
promover a regeneracdo da pele, entretanto, este novo cenario busca avancos em
longo prazo, visando desenvolver potencial para criacdo de varios 0rgaos vitais e
assim, mediar a substituicdo da técnica tradicional de transplante de 6rgaos
(VACANTI, et al., 2007).

O desenvolvimento de novos dispositivos que possam ser utilizados como
curativos para o tratamento de feridas cutaneas tem se tornado um campo de vasta
exploracdo cientifica. O avanco tecnologico tem estendido as possibilidades

terapéuticas com o objetivo de melhorar a qualidade de vida, para isso varios tipos de
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curativos tém sido desenvolvidos e aprimorados (MELO; LIMA, 2017; SANTANA,
2015; SOUZA, 2016).

Nas ultimas décadas, foram desenvolvidos filmes poliméricos, curativos que
podem atuar como substitutos de pele, simulando muitas das funcdes dos tecidos
lesados. A engenharia de tecidos tem se dedicado ao desenvolvimento desses
substitutos, visando simular cada vez mais, histologica, fisiolégica e morfologicamente
a pele humana, porém, devido a complexidade em sua producao e custos elevados,
existe um longo caminho a ser percorrido de forma a ultrapassar esses obstaculos
(AUGUSTINE et al., 2014; RODRIGUES, 2012).

Substitutos temporarios de pele sao produzidos por biomateriais,
principalmente por biomateriais poliméricos, que atualmente ja s&o utilizados na
medicina. Dentre estes biomateriais temos o consorcio microbiano bionat 1, obtido
através de processos de fermentac&o, no entanto, existem poucas informacdes sobre
as caracteristicas do polissacarideo como agente formador de filmes (CARNEIRO,
2010; SANTANA, 2015)

Os extratos de plantas incorporados aos filmes poliméricos podem promover a
unido de propriedades dos compostos aos filmes. Partindo do pressuposto que as
plantas constituem uma imensa fonte de compostos fendlicos de imensa atividade
biologica e sua utilizacdo, principalmente no tratamento de doencas infecciosas,
representa um grande contributo para a descoberta de novos agentes terapéuticos
que podem ser utilizados no tratamento de doencas (ONOFRE, 2014; PORFIRIO et
al., 2009).

E necessario considerar ainda que, uma das caracteristicas dos filmes é sua
capacidade de agregarem componentes do meio, como acidos nucléicos e proteinas
(OLIVEIRA, 2016), dessa forma, cogitamos a possibilidade desses filmes
incorporarem 0s compostos que estao presentes nas folhas de Conocarpus erectus.
Trata-se de um cenario atual, resultante de uma vivéncia em uma sociedade cada vez
mais global, onde os desafios impostos quanto a inovacao e eficacia sao cada vez
maiores (RODRIGUES, 2012).

Contudo, filmes poliméricos a base do CM bionat 1 foram incorporados ao
extrato metandlico de folhas de Conocarpus erectus e testados em modelos
experimentais in vivo, a fim de obter um substituto temporario de pele como alternativa

de baixo custo e para uso topico.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

AvaliarfilmespoliméricosbaseadosnopolissacarideodoconsérciomicrobianoBio
natlcom incorporagdo de extrato metandlico de folhas de Conocarpus erectus como
uma alternativa de uso topico para substituto depele.

1.1.2 Especificos

e Identificar a presenca de compostos quimicos em extrato de folhas de

Conocarpuserectus.

e Incorporar o extrato metanolico de folhas de Conocarpus erectus aos filmes do

polissacarideo extraido do consorcio microbiano Bionat 1;
e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de Conocarpus erectus;
e Realizar caracterizacdo do estudo fitoquimico do extrato de Conocarpus erectus;

e Analisar morfometricamente a area da cicatriz e calcular o grau de contracao das
feridas cutaneas em ratos Wistar tratados com soro fisiolégico,curativo de
biocelulose,extrato de C. erectus, filmes de polissacarideo do CMBionatl(R1)e filme

de polissacarideo do CMBionat 1 incorporado com extrato de C. erectus (R2);

e Analisar histomorfometricamente a reepitelizacdo das feridas cirargicas em ratos

Wistartratados com extrato de C. erectus, filmes R1 e R2;

e Descrever aspectos macroscopicos das feridas cutaneas nos grupos de animais
submetidosao soro fisioldgico, curativo de biocelulose, extrato de C. erectus, filmes
R1 eR2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PELE

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, um manto de revestimento do
organismo que isola os componentes organicos do meio externo. Atua como uma
interface entre 0 meio ambiente e 0 meio interno e possui a importante funcao de
sobrevivéncia do ser humano. Como vérios procedimentos podem levar & quebra
desta barreira protetora, é importante o cuidado com esta membrana que representa
ao nascimento cerca de 13% da superficie corporal (GOMES, 2016; MORAIS et al.,
2013; ROLIM et al., 2010).

O padrao histologico da pele pode ser estabelecido a partir das trés camadas
gue a constituem. Da superficie para camada mais intima, temos: a epiderme, derme
e uma camada subcutanea, a hipoderme (Figural) na qual realizam as trés funcdes
principais: percepc¢ao de estimulos e sensacdes, regulacédo da temperatura corporal e
protecdo (BARBOSA, 2011; RIBEIRO, 2014; SANTANA, 2015; SAUDE, 2012).

Glandula
sudz?i:aoaro Corpusculo sebacea

de Meissner, o

~Camada cormnea

Epiderme " (queratinizada)
N \ \ e = Terminacao
3 SN | : nervosalivre
b ; Y I Y
Derme.| BESi8 2 8 y ‘ Glandula
’- ‘1 ~ R fa sudonpara
Musculo eretor

do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso

Figura 1. Camadas da pele e anexos
Fonte: (PEREIRA, 2011).

A epiderme é a camada superior da pele e produz uma classe de proteinas
chamada de queratina que compde a parte externa, a maioria das barreiras fisicas e

a melanina pigmentada para protecao contra radiacdo ultravioleta (UV) (RATNER et



23

al., 2004). Ao analisarmos a epiderme de forma macroscopica podemos observar as

seguintes camadas:

Camada basal: também denominada de camada germinativa rica em células-
tronco. Apresenta intensa atividade mitética, sendo encarregada de junto com a
camada espinhosa (camada superior), pela constante renovagdo. De modo que,
assim que a nova camada de células seja formada, eles substituem a camada ja
existente, movendo-se para fora e sofrendo mudancas de composicdo quimica
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; RIBEIRO, 2014).

Camada Espinhosa: é formada por células cuboides e ligeiramente achatadas,
apresenta nucleo central, e citoplasma com feixes de filamentos de queratina. Nesta
camada também sdo encontradas juncbOes caracterizadas de desmossomos,
responsaveis pela manutencdo da coesédo entre as células e resisténcia ao atrito,
desempenhando esse papel juntamente com os filamentos de queratina
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Camada granulosa: camada composta de 3 a 5 fileiras de células poligonais
achatadas e citoplasma carregado de granulos basofilos, chamados de granulos de
guerato-hialina. Esses granulos sédo importantes por contribuir para formacéao de uma
barreira que torna a pele impermeavel, evitando a desidratacdo do organismo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Camada lucida: camada composta por células achatadas sem nucleo e com a
presenca de organelas citoplasmaticas. Interior citoplasmatico rico em filamentos de
gueratina, podendo apresentar também juncdes do tipo desmossomos (GOMES,
2016; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Camada Cornea: de espessura variada, € constituida por células achatadas,
mortas e sem nucleo e citoplasma rico em queratina. E nessa camada que 0s
filamentos de queratina se aglutiham com os granulos de querato-hialina
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A derme esta diretamente abaixo da epiderme e corresponde a maior parte da
pele, é composta por proteina coldgeno com a presenca de elastina e
glicosaminoglicanos, é o tecido que serve de apoio a epiderme e une a pele ao tecido

subcutaneo, possui espessura variavel, sendo, por exemplo, mais espessa na planta
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dos pés. Sua constituicdo é dada pela presenca de duas camadas duas camadas de
fronteiras pouco distintas, a camada papilar, superficial, e a camada reticular, mais
intrinseca  (GOMES, 2016; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; METCALFE;
FERGUSON, 2007).

A camada papilar € composta por tecido conjuntivo frouxo, que forma as papilas
dérmicas. Nesta camada sao encontradas as fibrilas de colageno que contribuem para
oclusdo da derme na epiderme. Os pequenos vasos sanguineos nessa camada
encontrados sdo 0s responsaveis pela nutricdo e oxigenagdo da epiderme
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A camada reticular € composta por tecido conjuntivo denso, com a presenca de
fibras elasticas, responsaveis pela elasticidade da pele. Pode-se encontrar ainda
estruturas como oriundas da epiderme, assim como, foliculos pilosos, glandulas
sebaceas e glandulas sudoriparas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A hipoderme localiza-se logo abaixo da derme e dispe de uma quantidade
consideravel de tecido adiposo bem vascularizado, auxiliando as propriedades
mecanicas e termorreguladoras da pele (METCALFE; FERGUSON, 2007).

Algumas alteracdes na integridade da pele sdo conhecidas como lesdes
cutaneas, Ulceras e ou queimaduras e constituem um dos sérios problemas de saude
publica. Ambas as alteragcbes na integridade da pele representam um grande
problema de saude publica brasileira, pois, além de causar um grande numero de
mortes ao longo dos anos acarretam em sequelas fisicas e psicologicas (CAMUCI et
al., 2014; PAOLILLO et al., 2014).

As trés camadas acima descritas exercem um importante papel na protecéo do
corpo e de qualguer dano mecéanico, como ferimento. Apds sofrer uma dessas lesdes
a pele fica comprometida exigindo do organismo o desencadear de um mecanismo de
cicatrizacdo para reestabelecer a estrutura e funcdes do 6rgdo (METCALFE;
FERGUSON, 2007; RIBEIRO, 2014).
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2.2 FERIDAS CUTANEAS

Segundo os estudos de Rocha (2014), ferida € o estado de pele caracterizado
pela interrupgéo de sua integridade, as lesdes, sao o resultado ndo especificado de
um fator externo sobre o organismo. Existe uma confusé&o acerca de tais conceitos,
alguns acreditam que sao sindnimos, outros acreditam no contrario (LOPES, 2004;
ROCHA, 2014).

Dentro do espectro das chamadas feridas complexas, temos as Ulceras por
pressao, que sao definidas como uma leséo localizada, acometendo a pele e/ou
tecidos subjacentes, frequentemente sobre uma proeminéncia éssea, resultante de
pressao, ou pressao associada a cisalhamento e/ou friccdo (“NPUAP - The National

Pressure Ulcer Advisory Panel”, 2007).

A reepitelizacao resulta de sucessivas reacdes anabolicas e catabolicas que
possui leucocitos como um dos protagonistas mais importantes. A avaliagédo de feridas
e fundamental para a administragcdo de um tratamento adequado, visto que envolve
desde a etiologia até as caracteristicas do leito da leséo, area circundante, e demais

doencas pelas quais o paciente possui (ROCHA, 2014).

Considerando que feridas sdo rupturas da estrutura e funcionamento da
organizacao anatdmica normal, classifica-las se mostra relevante, quando se leva em
conta a necessidade de sistematizar o cuidado com estas. Além disso, ao
explanarmos a terapéutica de feridas é de grande importancia que os profissionais
envolvidos neste processo tenham embasamento sobre os eventos complexos que
permeiam os eventos fisioldgicos da cicatrizacdo. E importante salientar ainda, que
registros sobre os atendimentos aos portadores de feridas sdo instaveis, o que dificulta
a descoberta do verdadeiro perfil deste problema (ROCHA, 2014).

A avaliacdo das feridas define uma parte fundamental do processo de
tratamento das lesbes cutaneas, pois s6 o diagndstico preciso do tipo e estagio da
lesdo vai possibilitar a deciséo correta sobre as medidas a serem administradas e 0s
recursos a serem utilizados (COSTA, 2014). O intuito dessa avaliacdo de feridas € a
identificacdo de um bom plano de cuidados, a quantificacdo e monitorizacdo da
eficiéncia das diversas modalidades de tratamento, e o estabelecimento de uma
previsdo satisfatoria da taxa de cicatrizacdo (MANDELBAUM; PAMPADO DI SANTIS;
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SANT'ANA MANDELBAUM, 2003).

Pensando nesses aspectos faz-se necessario classificar as feridas com o
intuito de estabelecer um tratamento adequado aos pacientes e elucidar a
necessidade de sistematizar o cuidado com estas (ROCHA, 2014).

De acordo com o Manual de Orientac6es aos profissionais da saude (2011), as
feridas podem ser classificadas quanto a causa, a constituicdo do conteudo
microbiano, ao tipo de cicatrizagcdo, ao grau de abertura e ao tempo de duracao
(Tabela 1).
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CLASSIFICAGAO DAS FERIDAS

Quanto as Causas

Quanto ao
contelido

antimicrobiano

Quanto ao tipo de

cicatrizacao

Quanto ao grau de

abertura

Cirdrgicas: quando provocadas intencionalmente;

Incisdo: quando ndo ocorre perda de tecido e as extremidades (bordas)
geralmente fechadas por sutura;

Exciséo: quando se verifica remogdo de uma area de pele;

Puncéo: quando se origina de procedimentos terapéuticos diagnosticos
(por exemplo, cateterismo cardiaca ou biopsia);

Traumaticas: quando provocadas

acidentalmente; Mecanico: quando ha

contengdo, perfuragdo ou corte;

Quimico: causado por iodo, cosméticos, acido sulfarico e dentre outros;

Fisico: Propiciado por frio, calor ou radiacao.

Limpas, feridas em condicdes assépticas, sem a presenca de
microorganismos; Limpas contaminadas, feridas que apresentam tempo
inferior a 6 horas, em relacdo ao trauma e o atendimento, sem contaminagao
satisfatdria; Contaminadas: as, feridas ocorridas com tempo superior a 6
horas entre o trauma e o atendimento, sem apresentar sinal de infeccao;

Infectadas: feridas apresentando agente infeccioso no local e com sinal de
intensa reacdo inflamatéria e destruicdo de tecidos, podendo apresentar

pus.

Deprimeiraintenc¢édo,quandoaregidoacometidaéfechadacirurgicamentecom
condi¢cbes de assepsia e sutura das bordas; nestas ndo ocorre perda de
tecidos e as bordas da pele e/ou seus constituintes ficamjustapostos;

De segunda intencdo, quando h& perda de tecidos e as bordas da pele
ficam distantes; nelas a cicatrizacdo ocorre lentamente quando
comparadas as feridas cicatrizadas por primeira intencao;

De terceira inten¢éo, quando as feridas séo corrigidas cirurgicamente apés
a formacdo do tecido de granulagéo, ou para controle infec¢bes, com o
intuitode que apresentem resultados mais satisfatérios, tanto funcionais

guantoestéticos.

Abertas, caracterizadas por feridas em que as bordas da pele encontram-
se afastadas;

Fechadas, definidas por feridas em que as bordas da pele estao
justapostas.
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Tempo de duragéo Agudas: quando séo ferimentos recentes;

Cronicas: quando as feridas possuem um tempo de cicatrizagdo maior que

0 imaginado devido a sua etiologia, havendo um retardo em seu processo

cicatricial.

Tabela 1. Classificacdo das feridas.
Fonte: Santos, et al., (2011), adaptado

Conforme os levantamentos de Rocha (2014, p. 16 apud Souza et al., 2009, p.
318) outras lesdes de pele também séo frequentes em UTIs, um exemplo disso sédo
as Uulceras por Pressdo (UPPs) que mesmo apesar das condutas preventivas
exercidas pela enfermagem, por muitas vezes sao inevitaveis devido a influéncia
exercida por fatores inerentes ao comprometimento nutricional desses pacientes
(SOUZA et al., 2009).

Mesmo sabendo que o reparo tecidual caracteriza uma evolucdo natural do
organismo, sabe-se que o0s processos de reepitelizacdo podem incluir tempo e
diferentes alternativas medicamentosas e cirurgicas, dependendo da etiologia e das
caracteristicas da ferida. Isto por que esses processos envolvem a interacdo complexa
de varios tipos celulares, como citocinas, mediadores e da matriz extracelular (ECM),
fazendo com que as respostas vasculares, a atividade celular, e quimiotatica, e a
liberacdo de mediadores quimicos no tecido afetado sejam combinadas, visando uma
maior velocidade de regeneracdo dos tecidos lesados (CARVALHO et al., 2006;
PETROIANU et al., 2001).

2.3 CICATRIZACAO CUTANEA E AGENTES AGRAVANTES

As tentativas de intervir no processo de cicatrizacdo de feridas, sejam
acidentais ou intencionais, surgiram desde a antiguidade, demonstrando que desde
entdo ja se pressupunha a importancia de protegé-las de forma a driblar complicacdes
gue pudessem repercutir em danos locais ou gerais dos pacientes acometidos
(SECRETARIA DE SAUDE DE FLORIANOPOLIS, 2008).

Embora o reparo tecidual caracterize uma evolucao do préprio organismo para
resolucdo de feridas, cuidados especiais para a cura adequada fazem-se

indispensaveis. Considerando que a cicatrizacdo de feridas é um processo dinamico
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gue compreende: fase inicial ou inflamatoria, fase proliferativa ou de fibroplasia e por
ultimo a fase de remodelacdo ou maturagdo; seguindo sequéncia conservada de
eventos que se sobrepdbem no tempo e incluem inflamacdo, proliferacdo e
remodelagcdo tecidual (MANDELBAUM; PAMPADO DI SANTIS; SANTANA
MANDELBAUM, 2003; PETROIANU et al., 2001).

Mediante a isso, faz-se necesséario ter o conhecimento a respeito desses
processos, para que se possa intervir no mesmo, auxiliar e acelerar a cicatrizacao,
além de promover homeostasia do organismo e o bem-estar do paciente (DE
OLIVEIRA; DA CUNHA DIAS, 2012).

Ao explorarmos o assunto “terapéutica de feridas” € de grande importancia que

se tenha conhecimento sobre as fases complexas da cicatrizacao descritas abaixo:

Fase Inicial ou Inflamatoéria

Nessa fase ocorrem alteracfes nas juncbes e/ou nas células endoteliais,
podendo ocorrer a ruptura de vasos sanguineos e hemorragia. Logo que a injuria é
apresentada, ocorre vasoconstricdo como decorréncia de descargas adrenérgicas por
acao de células nervosas, tamponamento da lesdo e agregacdo plaquetaria. As
plaquetas sdo as primeiras a chegar & area acometida. A fase inflamatoéria é definida
pelo aparecimento de sinais tipicos no processo inflamatorio localizado, ou seja, dor,
calor, rubor, edema e perda da funcdo local. Nesta fase a area acometida é
reconhecida por grande quantidade de tecido desvitalizado, em virtude das chances
de contaminacéo bacteriana (BRINGEL, 2011; CAMARGO, 2011; NITSCHE, 2010;
ROCHA, 2014; SANTOS; SILVA, 2011).

Fase proliferativa ou de regeneracéo

Considerada a segunda etapa do processo cicatricial, possui a duracdo de
cerca de trés semanas, é responsavel pelo fechamento da lesédo, onde a mitose celular
€ atividade que predomina. De acordo com as respostas agudas de hemostasia e
inflamacao, inicia-se o reparo da ferida através de angiogénese, fibroplasia e
epitelizacdo. Nessa fase acontece a formacgao do tecido granuloso, que consiste de

leito capilar, fibroblasto, macréfagos, colagenos, fibronectina e acido hialurénico
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(CAMARGO, 2011; NITSCHE, 2010; SANTOS; SILVA, 2011).

A angiogénese é definida como o processo de desenvolvimento de novos vasos
sanguineos, fundamentais para suportar o0 ambiente de cicatriza¢do da ferida. Ja os
fibroblastos sdo células especializadas que se diferenciam a partir das células
mesenquimais em repouso no tecido conjuntivo, e que nao alcancam o local

acometido por diapedese das células circulantes (SANTOS et al., 2011).

Fase de maturacao ou remodelacéao tecidual

Na ultima fase da cicatrizagao ¢é iniciado o processo de “remodelacido” da ferida,
com equilibrio entre sintese e degradacao de colageno, dura meses e é responsavel
pelo aumento da forca de tensdo e pela diminuicdo da area total da cicatriz e do
eritema. A contracdo da ferida surge por movimento centripeto em toda a espessura
ao redor da pele, reduzindo a quantidade de cicatriz desorganizada. A retracdo da
ferida é proveniente do processo de contracdo da ferida, em contraste, € uma
constricao fisica ou limitacdo da funcéo. Essas retracfes ocorrem quando a excessiva
cicatriz ultrapassa a contracdo da ferida normal, o que resulta em uma inutilidade
funcional (DE OLIVEIRA; DA CUNHA DIAS, 2012; NITSCHE, 2010; SANTOS; SILVA,
2011).

Assim como foi mencionado acima, danos de qualquer natureza (fisica, quimica
ou biolégica) provocam uma série de eventos que de forma simples traduzem-se como
rubor, tumor, calor e dor. Estes sinais resultam de ativacdo de células nervosas,
estromais, vasculares e circulatérias seja por estimulos fisicos ou por sinalizacéo
guimica desenvolvida por estrutura das células rompidas, fragmentos dos elementos
inertes dos tecidos, como colagenos, a elastinas, fibronectinas, proteinas séricas que
extravasam dos vasos rompidos e por atividade de mediadores inflamatoérios,
liberados por plaquetas, mastécitos e terminacdes nervosas periféricas. Estas
moléculas ao se ligarem a receptores dispostos na superficie da membrana celular
local, desencadeiam profundas modificacbes no seu metabolismo, na expressao de
seus genes e por consequéncia em seu fenotipo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; CONTRAN, R S.; KUMAR, V.; COLLINS, 2001).

Em virtude do préprio trauma ou ativacdo celular, o microambiente tem sua
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composicgéo fisico- quimica modificada, ou seja, baixa tensédo de O2, diminui¢éo de
pH, presenca de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, fazendo desta também
uma outra forma de sinalizacdo que ativa as células envolvidas no reparo tissular
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

No tratamento de lesdes cutaneas, principalmente aquelas que denotam
dificuldades de cicatrizacdo, os efeitos colaterais e a resisténcia aos medicamentos
se tornou um grande desafio para ao campo clinico. Frente as limitacdes da
terapéutica tradicional para a descontaminacdo de feridas e reparo tecidual, a
utiizacdo de novas tecnologias podem representar um método alternativo de
tratamento (PAOLILLO et al., 2014). Entre esses métodos alternativos pode-se
empregar os biomateriais para otimizar a reabilitacdo de lesbes (PAOLILLO et al.,
2014; SANTOS, 2009).

2.4 OS BIOMATERIAIS

O termo biomaterial vem sendo definido de diferentes formas ao longo dos
ultimos anos. Na primeira Conferéncia de Consenso da Sociedade Europeia de
Biomateriais (ESB) em 1976, um “biomaterial” foi definido como "um material ndo
viavel utilizado em um dispositivo médico, proposto a interagir com sistemas biologicos
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Pires, Bierhalz e Moraes (2015) conceituam biomateriais como dispositivos que
entram em contato com sistemas biologicos, com aplicacdes diagndsticas, vacinas,
cirargicas ou terapéuticas, permitindo ser consituidos de compostos de origem natural
ou sintética, assim como de materiais naturais modificados, seja em forma sélida
guanto em géis, pastas e liquidos, ndo sendo necessariamente fabricados como

valvulas cardiacas de porcos e retalhos de pele humana preparados para implantes.

Entretanto, a nova definicdo da ESB traz o seguinte conceito "material
destinado a interagir com sistemas biol6gicos para avaliar, tratar, aumentar ou
substituir qualquer tecido, érgdo ou funcdo do corpo”. Esta modificacdo sutil na
definicdo é indicativa de como o campo dos biomateriais progrediram. Os biomateriais
passaram de apenas interagir com o corpo para influenciar os processos bioldgicos

em direcao ao objetivo da regeneracao tecidual (O’'BRIEN, 2011).
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Mello (2004) relata que um dos problemas em se trabalhar com os biomateriais
tem sido o estudo da biocompatibilidade dos materiais empregados, ou seja, a
tolerancia do organismo na presenca de um corpo estranho no seu interior, assim
como, sua toxicidade. Sendo a compatibilidade o quesito mais importante de um
biomaterial e um assunto ja discutido ha cerca de 50 anos. Os protétipos que
envolvem materiais séo respostas das duas fases do complexo biomaterial-tecido e
uma interface do fendmeno que entra em acdo quando se estabelece o contato.
Provavelmente, o fato mais importante € o mecanismo pelo qual os materiais e 0s
tecidos interagem (MELLO, 2004; PINHO, 2016; WILLIAMS, 2014).

Biomateriais apresentam a vantagem de ser bastante analogos a
macromoléculas presentes no ambiente biologico, estando preparado para
reconhecer e lidar metabolicamente. Desta forma, problemas relacionados a
citotoxicidade séo evitados. Esses materiais sdo associados a dispositivos médicos,
especialmente em implantes internos ou externos de forma permanente ou
temporaria. Quanto a sua composicdo quimica, os biomateriais podem ser
classificados em metais, ceramicos, compésitos e polimeros (GOMES et al., 2016;
ONOFRE, 2014; PINHO, 2016).

Para a utilizacdo de Biomateriais como substitutos cutaneos, a classe

comumente mais utilizada tem sido a dos materiais poliméricos (ONOFRE, 2014).

2.5 POLIMEROS

Os polimeros sdo compostos quimicos constituidos por macromoléculas
resultantes da unido de pequenas unidades estruturais, formadas por uma repeticéo
de um grupo de atomos (ADRIAO, 2011). Usualmente, ha trés grupos individuais de
biomateriais, denominados, ceramicas, polimeros sintéticos, geralmente derivados do
Petréleo e polimeros naturais, ambos utilizados na engenharia de tecidos (O'BRIEN,
2011). Cada um desses grupos de biomateriais individuais apresentam vantagens
especificas e, desnecessario salientar, desvantagens, de maneira que a utilizacao de
andaimes compostos constituidos por diferentes fases esté se tornando cada vez mais
rotineiro. Diferente dos materiais sintéticos baseados em polimeros, os polimeros
naturais sao biologicamente ativos e promovem uma satisfatoria adesao celular e

crescimento, além de serem biodegradaveis, estas caracteristicas propiciam sua
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utilizacdo como biomateriais (O'BRIEN, 2011; ONOFRE, 2014).

Dentre os polimeros provenientes de processos fermentativos temos o CM
bionat 1, um polissacarideo oriundo de uma associa¢cao microbriana denominada kefir
(CARNEIRO, 2010). Nos ultimos tempos tém sido utilizado um polimero semelhante
ao nosso como base para producdo de substitutos temporarios de pele, o
polissacarideo extraido do probiotico kefir e suas caracteristicas sdo descritas a

seguir.

2.5.1 Probidtico Kefir ePolissacarideo

O Ministério da Agricultura e Pecuaria define kefir como um “produto resultante
da fermentacdo do leite pasteurizado ou esterilizado, por cultivos acido- lacticos
elaborados com gréos de kefir, Lactobacillus kefir, com producdo de acido lactico,
etanol e dioxido de carbono, o qual é formado por cultura mista de bactérias acido
lacticas, bactérias acéticas e leveduras. Os graos de Kefir que fazem a bebida que
leva o mesmo nome, trata-se de pequenos granulos de forma irregular ricos em
microrganismos que vivem em simbiose em uma matriz de polissacarideos
(ANTONIASSI; MARTINS; QUEIROZ-FERNANDES, 2017; BRASIL, 2007; PRADO,
2014).

Na literatura sdo relatados varios efeitos benéficos do kefir para a saude
humana (FIORDA et al., 2017; RODRIGUES, 2016). Recentemente, um aumento no
consumo de kefir foi relatado devido a suas propriedades sensoriais especificas,

juntamente com os beneficios para a salde associados a seu consumo.

O polissacarideo extraido do probiético kefir € um dos polimeros obtidos pelos
processos de fermentacdo. O termo probidtico foi concedido por R. Fuller em 1989
sendo definido por uma comissdo especializada conjunta FAO/WHO como
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades pertinente,
conferem beneficios a saude do hospedeiro” (ARAYA et al., 2002; CARNEIRO, 2010).

Polissacarideos sao polimeros provenientes de carboidratos que podem ser
formados de um tipo Unico de monossacarideos ou de diversos tipos. Estas

macromoléculas séo sollveis em agua, onde exercem um importante papel como
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espessante, gelificante, emulsificante e hidratante (MARGUERITE, 2008). O seu
desenvolvimento promove uma grande area de aplicacdes, aproveitando suas
propriedades especificas, como, biodegrabilidade e atividade biol6gicas de alguns
deles. Geralmente os polimeros naturais sdo inertes, ndo téxicos, biocompativeise
biodegradéaveis, de baixo, ndo causam danos ao meio ambiente e sdo encontrados
em exuberéncia na natureza. Essas caracteristicas promovem 6timas condicfes de
aplicabilidade variada na industria, principalmente na area alimenticia e farmacéutica
(MARGUERITE, 2008; PRAJAPATI et al., 2014; VASCONCELOS; ARAUJO;
SANTANA, 2015).

Marguerite, (2008) relata que os polissacarideos sdo importantes por serem
solliveis em agua e assim desempenhar papel importante como o espessamento,
gelificacdo, emulsdo, hidratacdo e suspensdo de polimeros. Além do mais, as
atividades biol6gicas desempenhadas pelos polissacarideos sdo cada vez mais

reconhecidas nas aplica¢cdes humanas (MARGUERITE, 2008).

Nos ultimos anos, houve um crescimento estimado na pesquisa, caracterizacao
e desenvolvimento de polimeros para engenharia biomédica, microeletronica e outras
aplicacdes tecnoldgicas avancadas (BUCIO; BURILLO, 2007). No entanto, ha pouca
informacéo sobre as caracteristicas do polissacarideo extraido de kefir como agente
formador de filmes. Novas pesquisas trazem o objetivo de compreender as mudancas
gue ocorrem nos biopolimeros e determinar sua composi¢cao e relagdo com outros
biopolimeros e plastificantes (BUCIO; BURILLO, 2007; PIERMARIA et al., 2011).

2.6 MANGUEZAL

Os manguezais sao ecossistemas costeiros restritos a regides tropicais e
subtropicais, geralmente sdo encontrados em estuarios, lagunas e planicies de mareés,
na transicdo entre 0s ambientes terrestres e marinhos. Estes ecossistemas
apresentam uma grande importancia social, econémica e ambiental, por dispor de
uma rica estrutura peculiar que acomoda uma grande variedade de plantas, animais
e micro-organismos, além de servir como bercario para diversas espécies de seres
vivos, que localizam nesse ambiente condicdes ideais de reproducao. As estruturas

dessas plantas dispdem de uma série de fisionomias vegetais resistentes ao fluxo das
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mareés, possuindo arvores de diferentes espécies arbustivas, desenvolvidas em
bancos de lama e de sal, pantanos salinos. Portanto, é considerado mundialmente um
dos ecossistemas mais produtivos, sendo muito explorado para o desenvolvimento de
medicamentos tradicionais (ARAUJO, 2015; BUSSMANN et al., 2011; QUERINO;
MOURA, 2013).

No que concerne aimportancia dos manguezais, o ministério do Meio Ambiente
(2009) destaca, que o Manguezal sao “ecossistemas-chave” devido a sua riqueza em
recursos naturais e aos servicos ambientais que oferecem. Servem de abrigo para
uma grande diversidade e abundancia de organismos, como, artrépodes, moluscos,

peixes, aves e micro-organismos, totalizando cerca de 800 espécies.

Figura 2. Area de manguezal.

Fonte: Ministério do Meio Ambiente Foto: disponivel em http://www.mma.gov.br/biodiversidade

[biodiversidade-aquatica/zona-costeira-e-marinha/manguezais

Nos ultimos tempos, tem sido presenciado um crescente interesse pelo uso de
plantas medicinais e dos seus respectivos extratos na terapéutica, resultando, em
certas circunstancias, um grande contributo nos cuidados primarios de saude e um
complemento terapéutico, compativel com a medicina tradicional. Uma boa parte

dessas plantas sédo utilizadas desde a sociedade primitiva em andlise ao
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conhecimento popular, observando a caréncia de conhecimento cientifico de seus
atributos farmacologicos e toxicologicos, sendo muito utilizada no tratamento de
doencas e representando uma fonte natural e rica de biomoléculas disponivel na
natureza (FIRMO et al., 2011).

De acordo com o mapeamento realizado pelo Ministério do Meio Ambiente
(2009), os manguezais abrangem por volta de 1.225.444 hectares em quase todo o
litoral brasileiro, desde o Oiapoque, no Amapa, até a Laguna em Santa Catarina,
sendo composto por zonas de elevada produtividade biolégica, haja vista, que

acolhem representantes de todos os elos da cadeia alimentar.

O Brasil dispde de grandes areas de manguezais ao longo de sua regido
costeira, da foz do Rio Oiapoque, no estado do Amapa, até as divisas de Laguna, no
estado de Santa Catarina, onde alcancam cerca de 10 mil a 25 mil km2, o que
representa cerca de 6 a 15% dos manguezais no mundo. Dentre as espécies de
manguezais temos Conocarpus erectus, crescente sobre linhas costeiras nas regides
tropicais e subtropicais de todo o0 mundo (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2009;
BAILY, 1976).

2.6.1 Conocarpus erectus

De acordo com os estudos de Martins et al., (2006) o Brasil disp6e de enorme
flora riquissima em matéria prima que tem manifestado o interesse de pesquisadores

de varias Universidades e instituicdes dedicadas a fitoterapia.

C. erectus (Combretaceae), conhecido popularmente como mangue de botéo,
€ uma arvore de 6 m de altura com casca de cor cinza ou marrom € uma das espécies
mais encontradas nos manguezais e muito utilizada na medicina popular no
tratamento de anemia, catarro, conjuntivite, diabetes, diarréia, febre, gonorréia, dor de
cabeca, hemorragia, orquite, brotoeja, inchacos e sifilis, todavia, estudos sobre seus

beneficios sdo pouco explorados cientificamente.

C. erectus € a espécie que habita a porcdo mais alta do perfil de maré, sendo
encontrada na fragcdo mais arenosa e topograficamente mais elevada do leito do rio e

seu tronco atinge um didmetro de 30 centimetros e possui forma de “V”, razéo pela
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gual o faz ser utilizado na fabricagéo de pequenas embarcacdes desenvolvidas pela
comunidade ribeirinha (MAIA et al., 2005; SANTANA et al., 2013).

A utilizagdo de produtos naturais, para fins medicinais define uma realidade
desde os primérdios da civilizacdo. Em decorréncia desse uso crescente de plantas
com aplicagdo medicinal, é importante e necessario explorar seus constituintes, seu
mecanismo de a¢ao terapéutica e identificar seus principios ativos responsaveis pelas
diversas atividades bioldgicas. Além do mais, um estudo preciso sobre plantas
empregadas nas tradi¢des locais de saude, bem como sua avaliagdo farmacolégica e
parentes taxondmicos podem ser oportuno para o desenvolvimento de drogas
responsaveis pela cura de diversas doencas (FIRMO et al., 2011; LANA et al., 2012;
SHIRZAD; TAJI; RAFIEIAN-KOPAEI, 2011).

Os representantes da familia Combretaceae apresentam habito lenhoso;
tricomas lepidotos distintos nas porcdes vegetativas e reprodutivas; folhas simples,
inteiras; flores tetrameras ou pentameras, sésseis ou subsésseis, ovario infero,
unilocular com (1)2-8(20) ovulos dispostos de placentagdo apical e frutos
indeiscentes, com presenca de uma semente. Essas plantas lenhosas se
desenvolvem em semelhanca a florestas e crescem melhor onde energia, baixa onda
e abrigo permitem a deposicao de sedimentos finos e estabelecimento consecutivo de
propagulos de manguezal (NETO; CORDEIRO; LOIOLA, 2014; PERILLO et al., 2009).

Conocarpus erectus encontra-se incluso em linhas costeiras nas regides
tropicais e subtropicais de todo o mundo, dispbe de propriedades antioxidante,
anticancerigena, antimicrobiana, e hepatoprotetora em suas diferentes partes, folhas,
caules, frutos e flores. Na medicina popular, demonstrou ser adstringente, hemostatico
e eficaz na prevencao da anemia, infeccdes catarrais, conjuntivite, diabetes, diarreia,
febre, gonorreia, dor de cabeca, hemorragia, orquite, brotoeja, inchacos e sifilis.
Estudos fitoquimicos (ABDEL- HAMMED et al., 2012) de diferentes extratos de folhas
de C. erectus indicaram a presenca de flavonoides, taninos, triterpenos e
saponinasem seus extratos (ABDEL-HAMEED; BAZAID; SABRA, 2013; ABDEL-
HAMMED et al., 2012; BAILY, 1976).

2.6.2 Acido elagico

O &acido elagico (AE) (2,3,7,8-tetrahidroxi-cromeno[5,4,3-cde]-cromeno5,10-
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diona, H4EA) € um composto fendlico de ocorréncia natural préprio do grupo dos
elagitaninos (ET), que por sua vez pertencem ao grupo de taninos hidrolisaveis dos
polifendis (JORDAO, 2016; VATTEM; SHETTY, 2005).

Elagitaninos séo ésteres de glicose com acido elagico que, quando hidrolisados
(hidrélise acida ou basica), concedem o acido hexahidroxidifénico, que se reordena
espontaneamente em AE. Esse composto pode ser identificado em vegetais em sua
forma livre, ou na forma de elagitaninos que sdo componentes estruturais da parede

celular vegetal), e na membrana celular (JORDAO, 2016).

OH

OOOH
HOIOO

OH

Figura 3. Estrutura quimica do acido elagico
Fonte: Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com)

Fitoquimicos fendlicos como o acido elagico sdo constituintes importantes de
frutas e vegetais e sdo parcialmente responsaveis por efeitos benéficos sobre
doencas crbnicas associadas a oxidacdo, como o cancer e doencas vasculares. No
gue diz respeito ao funcionamento deste composto, acredita-se que eles funcionam
por meio de contracdo dos efeitos negativos do estresse oxidativo, se comportando
como um antioxidante, ativando ou induzindo grupos de enzimas antioxidantes
celulares. E nitido que estudos ainda s&o poucos sobre estes assuntos, ocorrendo
limitacBes quanto as funcdes mais abrangentes relacionadas aos antioxidantes dos
fitoquimicos e sobre o conhecimento a respeito de seus efeitos benéficos direcionado
aos sistemas bioldgicos (VATTEM; SHETTY, 2005).

Muitas das propriedades do &cido elagico ja sdo descritas na literatura.
Falsaperla et al., (2005) relata que o acido elagico é encontrado em diversas espécies
de plantas com flores e este antioxidante determina a apoptose, regulacdo negativa
do IGF-II, ativa a p21 (wafl / Cipl), auxilia o efeito cumulativo na fase de transicao

G1/S e evita a destruicdo do gene p-53 pelas células cancerigena. Em estudos
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posteriores Ylmaz e Usta (2013) demonstraram que a acado do AE promove também
0 vaso-relaxamento em artérias isoladas de ratos. As atividades aqui relatadas fazem
deste composto um agente promissor no combate a doencas cronicas (JORDAO,
2016).

Pesquisas sobre a utilizacdo de agentes antioxidantes naturais tem repercutido
muito nas Ultimas décadas por demostrar sua importancia no que diz respeito ao seu
potencial de conservacdo e a baixa toxidade ao organismo. Pode-se destacar ainda
gue os compostos fendlicos no qual o AE esta inserido distribuem-se de forma
abrangente pelo reino vegetal e seu poder antioxidante anteriormente descrito é
desencadeado devido a sua capacidade de neutralizar e sequestrar radicais livres
(ACHKAR et al., 2013).

Nesse contexto, a incorporacdo do extrato metanolico de C. erectus pode
adicionar aos filmes propriedades dos compostos fendlicos ali presentes, sendo estes

capazes de auxiliar no processo de regeneracao tecidual.

2.7 SUBSTITUTOS DE PELE A BASE DE POLISSACARIDEO EXTRAIDO DO
KEFIR

Nos dias atuais a engenharia de tecidos e a medicina regenerativa, campos
emergentes da sociedade, tém contribuido para o avanco no tratamento de muitas
doencas. No Brasil, as feridas representam um sério problema de saude publica,
correspondente ao grande namero de pacientes com alteragcdes na integridade da
pele. O tratamento de feridas nos ultimos tempos tém sido palco de imensuravel
progresso, abordagem e sobretudo novos materiais (RODRIGUES, 2012; SANTOS et
al., 2014).

Frente a necessidade de se desenvolver novos métodos que viabilizem o
processo de regeneracao tecidual, surge a ideia de aderir as propriedades das folhas

de C. erectus aos filmes a base CM bionat 1.

Ultimamente tém sido desenvolvidos biomateriais poliméricos que podem atuar
como substitutos inteligentes de pele, desempenhando muitas das funcdes do
tegumento. Estudos nesta area tém possibilitado a utilizacdo de materiais

biossintéticos e de engenharia de tecidos para o avanc¢o de substitutos de pele. Os
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filmes desenvolvidos a partir de polimeros naturais surgem como uma alternativa para
a utilizacdo como um substituto temporério de pele, por apresentar caracteristicas
desejaveis (AUGUSTINE et al., 2014; GOMES, 2016).

A incorporacdo de extratos de plantas, com potencial acdo antimicrobiana e
cicatrizante também ja faz parte da realidade (GOMES, 2016), pois promovem a unido
de propriedades inerentes aos filmes poliméricos (ONOFRE, 2014). Conocarpus
erectus representa uma alternativa para utilizagdo na incorporagcdo de filmes por
possuir atividadesantioxidante, anticancerigena, antimicrobiana, e hepatoprotetora
em suas diferentes partes, folhas, caules, frutos e flores e ser muito utilizada na
medicina popular. (ABDEL-HAMEED; BAZAID; SABRA, 2013; ABDEL-HAMMED et
al., 2012; GOMES, 2016; ONOFRE, 2014).

Ao longo de séculos o tratamento de feridas variou com o objetivo de resultados
cicatriciais mais satisfatorios em tempo recorde. Segundo Smaniotto et al, (2010), ha
no mercado mundial diversas alternativas de materiais que podem ser utilizados nas
etapas do tratamento de feridas, tais como: na higieniza¢édo, no desbridamento, para
diminuicdo da populacdo bacteriana, para controle do exsudato e como estimulo a
granulacdo. Dentre os métodos clinicos mais frequentemente utilizados destacam-se
os curativos (BLANES, 2004; SMANIOTTO; CARVALHO; FERREIRA, 2010). O Portal
Educacao (2016) relata que os principais fatores a serem considerados na escolha do
curativo adequado sao: os recursos financeiros do paciente e/ou da unidade de saude,
a necessidade de continuidade da utilizacdo do curativo, incluindo com visitas
domiciliares. O portal relata ainda que a avaliacédo de beneficios e custos sédo aspectos
a serem considerados no momento da decisédo do tipo de curativo, que devem ser
adequados a natureza, a localizacéo e a area da ferida. Embora exista inidmeros tipos
de curativos, um so tipo ndo estabelece os requisitos para ser aplicado em todos os

tipos de feridas cutaneas.

De acordo com Smaniotto et al. (2010), surgiram curativos constituidos por
principios ativos, estes dispdem de acédo tépica local as composicées quimicas que
carreiam em suas formulas. Os substitutos a base de principios ativos estabelecem
destaque frequentemente no desbridamento e no controle da populacdo bacteriana
durante a organizacéo do leito de uma ferida. Mesmo com a grande variedade de
curativos existentes, e a pressdo da industria farmacéutica para ocupar espago no
mercado, ainda ndo se tém curativos ideais (SMANIOTTO; CARVALHO; FERREIRA,
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2010).

A partir dessa necessidade surgem os substitutos de pele, que podem ser
utilizados isoladamente ou como parte de um sistema complexo relacionado aos
componentes dos sistemas vivos, em qualquer procedimento terapéutico, em

medicina humana ou veterinaria (ADRIAO, 2011).

Pupp (2005) elenca que para que os substitutos de pele possam ser utilizados
0s mesmos precisam dispor de critérios especificos para substituir as diversas funcdes
da pele humana (SANTOS et al., 2014). Halim (2010) destaca, como ideais as

seguintes caracteristicas:

e Capacidade de resistir ainfeccao;

e Capacidade de evitar a perda deagua,

e Capacidade de suportar as forcas decisalhamento;

e Ser economicamenteviaveis;

e Amplamentedisponivel;

e Possuir longa vida util e facil dearmazenar,

e Falta deantigenicidade;

e Ser flexivel emespessura;

e Duravel com a estabilidade da ferida a longoprazo;

e Ser conformado com superficies de feridas irregularese

e Facil de ser protegido eaplicado.

Até o momento ndo se tem um substituto de pele ideal que preencha todos os
requisitos acima mencionados, entretanto, a engenharia de tecidos e a biotecnologia
estdo orientadas para desenvolver tais caracteristicas. Compete aos profissionais da
saude fazer a melhor escolha, considerando sempre o quadro sistémico que o
paciente esta envolvido no tratamento de feridas (HALIM; KHOO; YUSSOF, 2010;
SMANIOTTO; CARVALHO; FERREIRA, 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de C. erectus (Combretaceae) foram coletadas em estagio adulto na
floracdo no més de abril de 2016, no manguezal da cidade de Itamaracad, distrito de
Vila Velha, estado de Pernambuco - Brasil com 7 ° 40 'de latitude sul e 34 ° 50' de
longitude oeste, sendo folhas verdes selecionadas, aparéncia vistosa, visualmente
intacta, livre de danos mecanicos, pragas, doencas ou cor alterada. Um exemplo de
voucher foi identificado por Marlene Barbosa e depositado no Herbario da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob UFP namero 69.655. A colecéo foi
autorizada pela empresa Pernambuco para Controle de Poluicdo Ambiental e
Administragcéo de Recursos Hidricos sob autorizagdo CA DFRB N. 120/2014.

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato metanolico de C. erectus foi preparado no Instituto Nacional do
semiarido - INSA, em Campina Grande, Paraiba, Brasil. Folhas frescas de C. erectus
(2 kg) foram moidas em uma Pulverisette 14 (Fritsch). O extrato foi produzido atraves
de extracdo de solvente acelerado (ASE 350, Thermo Scientific) usando células de
extracdo de aco inoxidavel de 100 mL. Trinta gramas de material vegetal moido foram
preenchidos em uma célula e extraidos a 40 ° C e aproximadamente 100 bar com 100
mL de metanol (P.A.). O processo foi repetido 19 vezes para obter um total de 7,6 L
de extrato. O extrato foi concentrado sob presséao reduzida a 40 ° C (Genevac Rocket
TM (Genevac), aplicando o programa predefinido para solventes com baixo ponto de

ebulicdo. O extrato concentrado foi dividido com metanol na propor¢do de 1: 1, v/ v.

3.3 PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO METANOLICO DE C. ERECTUS

3.3.1 Anédlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O extrato foi analisado por CLAE (1200 Infinity Series, Agilent) equipado com
bomba de quarentena, amostrador automatico, forno de coluna e detector de matriz

de diodos. A separacgao foi realizada em uma coluna RP 18 (Zorbax SB-C18, Agilent,
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4,6x250mm, 5um). A amostra (5 L) foi submetida ao seguinte gradiente linear a uma
taxa de fluxo de 2,4 mL / min e 30 °C (A: 0,3% de acido acético em agua, B:
acetonitrilo): 98% A (Omin) -90% A (10 min) - 15% A (27 min).

3.3.2 Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia
(CCDAE)

A Cromatografia em camada delgada é um tipo de cromatografia de adsorc¢ao,
onde se faz passar lentamente por meio de uma coluna de material adsorvente uma
mistura liquida, onde seus componentes vao se depositando em diferentes zonas da
coluna, pois as separacdes ocorrem com base nas diferencas de velocidade de
arrastamento de cada um, isto é na velocidade de migragéo (ZUCULA, 2013).

Moédulos CAMAG HPTLC consistindo em um TLC Sampler 4 automatico,
automatica camara de desenvolvimento ADC2 e software integrado WINCATS
(versdo 1.4.46337) foram utilizados para a analise do extrato de C. erectus em
diferentes amostras. A fase estacionaria foi a placa de vidro de gel de silica pré-
revestida 60F254 (10 cm x 10 cm) comprada de E. Merck (Darmstadt, Alemanha). O
extrato de C. erectus foi carregado no prato a 9,5 mm Bandas largas com distancia de
8 mm da parte inferior e 20 mm do lado, e 0 espaco entre dois pontos foi de 12 mm,
com taxa de aplicacdo constante de 150 nL / s sob um fluxo de gas N2. O primeiro
estagio foi chamado de pré-revelacdo, onde as placas permaneceram vazias e 0
segundo estagio foi chamado de Pés-revelacdo, onde as concentracfes foram

inseridas e as bandas identificadas.

3.4 DOSAGEM DE FLAVONOIDES

A determinacéao dos flavonoides seguiu a metodologia proposta por (WOISKY;
PALATINO, 1998) adaptado. O experimento consiste na pipetagem de 1 mL do extrato
em tubos (1 mg / mL) e adicionando 1 mL de cloreto de aluminio (5% de ALCL3,
hexahidratado) em metanol e 2 mL de metanol. Para o experimento, o espaco em
branco foi preparado usando 3 mL de metanol e 1 mL de cloreto de aluminio. A
amostra € aguardada por 30 minutosno escuro e o espectrofotdmetro é lido a 425 nm.

A quercetina foi utilizada como padrao nas concentragdes de 1000, 500 e 250 pg / mL
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para a construcao da curva de calibracdo. Da equacgédo da linha obtida, o calculo do
conteudo de flavonoides, expresso como o equivalente de quercetina da amostra (mg
de extrato WH / g), foi realizada.

3.5 OBTENCAO DO FILME E INCORPORACAO DO EXTRATO DE C. ERECTUS

Os filmes a base de polissacarideo extraido do CM Bionat 1 foram obtidos do
laboratério de Biofisica Quimica, seguindo o protocolo desenvolvido por Onofre,
(2014). Para a incorporacéo dos filmes poliméricos foi diluido 23 mg de extrato em 10
ml de &agua destilada, ambos foram homogeneizados no agitador magnético e
posteriormente adicionados a solugdo filmogénica a base do polissacarideo,

posteriormente os filmes foram levados a estufa de secagem onde passaram cerca de

24 horas para secagem (Figura 4).

Figura 4. (A) Filmes de polissacarideo extraido do CM Bionat 1 (R1) e (B) flme de CM Bionatb 1
incorporado com extrato de C. erctus.
Fonte: O préprio autor.

3.6 ANALISE BIOLOGICA

3.6.1 Fluxograma experimental do estudo in vivo

A figura 5 mostra o fluxograma do estudo experimental in vivo realizado com

ratos Wistar em e tratados com 10 e 15 dias.
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« 5° dia Andlise morfométrica da ferida |
\ cutanea.
* 10° dia Andlise morfométrica e
histomorfomeétrica da cicatniz
||« 15 da:  Anilise morfométrica e
[ histomorfométrica da cicatriz

* 5 dia Anilise morfométrica da fenda
cutinea.
|+ 100 dia Andlise morfométrica e
histomorfométrica da cicatriz.
« 15 da:  Andlise morfomética e
histomorfométrica da cicatriz.

* 5 dia Analise morfométnca da fenda ||
cutanea.
|| » 10° diaz Anilise morfométrica e
histomorfométrica da cicatriz.
*« 15 da: Andlise morfométrica e
histomorfométrica da cicatnz

* 5° dia Analise morfométrica da fenda
cutanea.
|+ 10° diaz Andlise morfomética e
histomorfométrica da cicatriz.
« 15 dia: Andlise morfométrica ¢
histomorfométrica da cicatriz.
¢ 5° dia: Andlise morfomética da fenda
cutanea.
* 10° diaz Anilise morfométrica e
histomorfométrica da cicatriz.
*« 15 diaz Anilise morfométrica e
histomorfométrica da cicatriz.

Figura 5. Fluxograma do estudo experimental in vivo.
Fonte: O proprio autor.

3.6.2 Animais

Nesta parte do estudo foram utilizados 25 ratos Wistar, machos, com idades
entre 8 a 12 semanas, da mesma linha reprodutiva, provenientes do Departamento de
Fisiologia e farmacologia CB/UFPE. Os animais foram divididos ao acaso em 5 grupos
de 5 animais cada: grupo controle negativo (grupo A), grupo controle positivo (grupo
B), grupo tratado com extrato de C. erectus (grupo C), grupo tratado com filme R1
(grupo D) e grupo tratado com filme R2 (grupo E) . Cada grupo foi subdividido em 2 e
3 animais para eutanasia no 10° e 15° dia pos-operatoério. Os animais foram mantidos
a 27 =2 ° C, com umidade relativa 44 a 56% e ciclos de luz e escuro de 10 e ;/14 h,
respectivamente, durante 1 semana antes e durante os experimentos. Ambos 0s
grupos receberam dieta padrédo (Labina purina®, Brasil) e 4gua ad libitum. Todos os
experimentos foram realizados no periodo da manh& de acordo com as diretrizes
atuais para o cuidado dos animais de laboratério e as diretrizes éticas para a
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investigag&o de dor experimental em animais conscientes, sob a aprovacéo do comité

de ética em experimentagcdo animal com o nimero

3.6.3 Modelo de excisao das feridas

Os animais dos grupos A, B, C, D e E foram subdivididos em cinco subgrupos
com 2 e 3 animais cada um, respectivamente, para eutanasia no 10° e 15° DPO (dia
de pos-operatorio). Os animais foram previamente anestesiados com injecao
intramuscular em regido dorsal de associacdo de ketamina (10mg/Kg de peso
corporeo) e xilazina (1mg/Kg de peso corporeo). ApGs a anestesia, realizou-se a
pesagem dos animais em balanca analdgica e procedeu-se a tricotomia na regido
dorsal de aproximadamente 6 cm2 de area (Figura 6). Em seguida, foi feita a assepsia
com alcool 70% na ferida cutanea, de aproximadamente 485 mm2, com a utilizacéo
de bisturi com Iamina estéril nimero 15 até a exposicao da fascia muscular dorsal.
Logo apds da hemostasia, por compresséao local, foi aplicado soro fisiologico a 0,9%
nas feridas dos animais do grupo A, no grupo B aplicou-se o curativo de biocelulose
(nexfil), no grupo C foi aplicado o extrato dissolvido de C. erectus, no grupo D foi

aplicado o filme R1 e no grupo E o filme R2.

Figura 6. Medicao inicial da &rea da ferida cutanea.
Fonte: Proprio autor.

3.6.4 Aplicacéo de solucéo, extrato e filmes

Nos dias subsequentes de pds-operatorio, os animais foram tratados com a

aplicacdo dos respectivos tratamentos em uma Unica vez sem realiza¢do de curativo
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até o dia da eutanasia (ferida aberta). Ao final de cada subgrupo do 100 e 150 dia,
realizou-se além da medicdo do comprimento e largura final com aplicacdo das
formulas supracitadas para andlise morfométrica. Uma nova intervencao cirurgica foi
realizada com anestesia ja referida, e em seguida remoc¢éo da cicatriz com margem
de 1 cm de pele em torno da lesdo, com profundidade até a musculatura dorsal do

animal, e colocadas em solugéo tamponada de formol a 10%.

Todas as etapas foram documentadas por fotografias em camera digital
Cannon EOS 1000D. Cada subgrupo animal foi sacrificado através da camera de CO2

ao fim dos experimentos.

Realizou-se a confecgéao de laminas coradas por hematoxilina-eosina e entéo,
procedeu-se a realizacdo de microfotografia da lamina em scanner Pannoramic Midi
(3DHISTECH). A afericao da distancia entre os epitélios na cicatrizacdo — durante
processo de reepitelizacdo — foi realizada através do software Pannoramic Viewer
versao 1.15.4 ano 2014.

Figura 7. Grupos de animais (Grupos controles) com soro fisiolégico (A) e Curativo de biocelulose (B).
Fonte: Proprio autor.
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Figura 8. Grupos de animais tratados com extrato de C. erectus (C), filme R1 (D) e fiime R2 (E).
Fonte: Proprio autor

Nos dias subsequentes foi realizado o registro das caracteristicas

macroscopicas das feridas.

3.6.5 Analise morfométrica das feridas cutaneas

O potencial cicatrizante foi avaliado através da mensuracdo, por paguimetro
universal da marca Digimess, dos tamanhos da ferida cirargica antes da utilizacao das
substancias — valores iniciais de comprimento e largura; e a avaliacéo final da cicatriz

no 10° e 15° dia de pos-operatorio.

3.6.6 Remocao da cicatriz e analise histomorfométrica

Ao final de cada subgrupo no 10° e 15° dia, foi realizada uma nova intervencéo
cirargica com remocao da cicatriz com margem de 1 cm de pele em volta da lesao,
com profundidade até a musculatura dorsal do animal, e vertidas em formalina
tamponada a 10%. Posteriormente a fixacdo as amostras foram processadas em
técnica histologica convencional no departamento de histologia e Embriologia (UFPE).
Os cortes emblocados em parafina tiveram o tamanho de 5um e as preparacdes foram
coradas em hematoxilina- eosina. Cada animal foi eutanasiado através do

interrumpimento do diafragma.

Com as laminas obtidas procedeu-se a realizacdo de escaneamento de todas
as laminas no laboratério de Patologia Oral do departamento de Odontologia (UFPE).

Para obtencédo das microfotografias do local da cicatriz foi utilizado o scanner de
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laminas Pannoramic Midi (3DHISTECH). Em seguida, foram utilizadas as
microfotografias para mensurar a distancia entre os dois epitélios, tracando-se uma
reta entre as duas bordas da cicatriz. Esse processo foi feito por meio do software
Pannoramic Viewer versao 1.15.4 ano 2014.

4.6.7 Andlise estatistica

As analises bioldgicas dos dados foram analisados descritivamente e
inferencialmente. A analise descritiva correspondeu as medidas: média, desvio padréo
e mediana e a andlise inferencial foi através dos testes estatisticos. Para a
comparacgao entre 0s grupos em cada avaliagéo foi utilizado os testes F (ANOVA) ou
Kruskal-Wallis e para a comparacao entre os tempos de avaliacao foi utilizado o teste
de Mann-Whitney.

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 23.
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4 RESULTADOS
4.1 PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO METANOLICO DE C. ERECTUS

4.1.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises cromatograficas em HPLC foram positivas para a presenca de
acido clorogénico, catequina, acido cafeico, geraniina, quercetina, Apigenina em
pequenas quantidades, apresentando como pico majoritario o acido elagico seguido
pelo &cido p-cumarico (Figura 9), ambos predominaram no extrato metandlico das
folhas de C. erectus, de acordo com o tempo de retencdo em comparagcado com 0s

padrdes.

1400 DAD: Signal A, 256.0 nm/Bw:4.0 nm Ref 360.0 nm /Bw:100.0 nm C
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Figura 9. Picos dos compostos fenélicos identificados na cromatografia liquida em alto desempenho.
Fonte: Proprio autor.
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4.2 DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES

Os resultados do teste quantitativo para a presenca de flavonoides equivalentes
ao padrao de quercetina do extrato concentrado nas concentragdes de 1000, 500 e
250 pyg / mL sdo mostrados na Tabela 1. C. erectus apresentou conteudo de
flavonoides de 72,52 £ 5,12, 36,54 + 1,13 e 17,29 = 1, 45, respectivamente.

Planta Dosagem de flavonoides (mg / g Ext.) -Conc.
1000 pg/ml 500 pg/ml 250 pg/ml
C. erectus 72,52 36,54 + 17,29 +
5,12 1,13 1,45

Tabela 2 - Quantificacdo do teor de flavonéides (equivalente a quercetina).
Fonte: Proprio autor.

4.3 AVALIACAO DO POTENCIAL CICATRIZANTE AVALIAGAO CLINICA DAS
FERIDAS CUTANEAS

A avaliacdo macroscopica das feridas foi realizada com o intuito de
acompanhar o processo de cicatrizacado ao decorrer do pds-operatorio. Nas analises
macroscopicas realizadas foram evidenciadas caracteristicas diferentes entre os cinco
grupos analisados. Os grupos A e B apresentaram crostras grandes sem ser
constatado a presenca de secrecdes ao longo do experimento. O grupo C apresentou
grandes crostas em todos os animais com a formacao de tecido de granulagdo em
alguns animais. No grupo (D) foi observado crostas médias em relacdo aos demais
grupos com a formacéao de tecido de granulacdo em algumas feridas. No grupo (E) foi
verificada a presenca de pequenas crostas em todos 0s animais com sangramento
em um dos animais onde uma nova intervencéao foi realizada para ajuste do filme e
posterior reepitelizacdo da ferida. Todos os animais do grupo (E) apresentaram tecido

de granulacao e cicatrizes com bom aspecto macroscoépico.

4.3.1 Avaliacdo morfométrica

Neste estudo, a analise morfométrica das feridas cutaneas através das analises
das lesbes no 10° e 15° dia pds-operatorio segundo 0 grupo e o tempo de avaliacao
(Figura 10).
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Soro fisiolégico

Curativo de
Biocelulose

Extrato de C.
erectus

Filme R1

Filme R2

0 dia 10" dia 15 dia

Figura 10. Aspectos macroscoépicos das feridas cirdrgicas nos cinco grupos no 10° e 15° dia
de pés-operatério.

Fonte: Proprio autor.

Na avaliagdo com 10 dias se comprova diferenca significativa (p < 0,05) entre
o grupo E (Filme R2) e o grupo A (soro fisiologico). Através dos testes de comparacgdes
multiplas se comprova uma maior redugéo da area das feridas no grupo E (Filme R2)
guando comparado aos grupos A (Soro fisiologico) e grupo D (Filme R1). Na avaliagcéo

2 2

do 15° dia as médias variaram de 5,50 mm*“ no grupo (E) e 8,79 mm< no grupo (D),

entretanto, ndo foi verificada diferenca estatistica (p > 0,05) entre os grupos (Tabela
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3).
Avaliaca
o]
Grupo 10 dias 15 dias Valor de
p
Média + DP Média +
DP
A
13,18 + 2,99W 7,92+1,84 p ®=0,400
(Soro fisiolégico)
B
10,64 + 1,68 7,67+1,18 p ®=0,400
(Curativo de (AB)
biocelulose )
C
10,68 + 0,48 6,63+0,18 p ®=0,200
( Extrato de C. erectus) *8)
D
13,05 + 3,43 ™ 8,79+ 0,62 p ®¥=0,400
(Filme R1)
E
9,20+1,33® 5,50 + 2,47 p ®=0,200
(Filme R2)
Valor de p p® = 0,048* p®=0,269

Tabela 3. Areas das feridas (mm?2) segundo o grupo e o tempo de pds-operatério.

Legenda: (1) Através do teste de Mann-Whitney; (2) Através do teste F (ANOVA) com
comparacdes de DMS (diferencas minimas significativas);(3) Através do teste de Kruskal-
Wallis.

Quando se avaliou as areas das feridas dos animais de 10° dia com os animais
do 15° dia pds-operatdrio e comparou-se entre 0s grupos observou-se que as médias
foram correspondentemente mais elevadas no 10° dia em cada um dos grupos,
entretanto sem diferencas significativas para nenhum dos grupos (p > 0,05). A
variabilidade expressa pelo desvio padrdo se mostrou reduzida desde que os referidos

valores foram inferiores a 1/3 das médias correspondentes.

A figura 11 mostra as médias das areas das feridas. Interessante notar que as
médias das areas do grupo E (Filme R2) sdo maiores em relacéo ao grupo A (soro) e

ao grupo D ( Filme R1).
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m Meédiasdasareasdasferidas em 10 dias (mm?) m Meédias das areas dasferidas 15 dias (mm?)

14
13,18 13,05

10,64 10.68
8,79 9.20
792 7.67
6,63

Soro Curativo de Biocdulose Extrato de C. erectus Filme R1 Filme R2

10

=

Figura 11. Média da area das feridas.
Fonte: Préprio autor

4.3.2 Anélise Histomorfométrica

Na avaliagdo histomorfométrica foi evidenciada reducdo das bordas dos
epitélios nos animais avaliados com 10 dias apresentando a média de 5.132,46 um
no grupo D (Filme R1) e 9.751,81 um no grupo B (Curativo de Biocelulose), enquanto
gue na avaliacdo com 15 dias as médias variaram de 1.093,54 no grupo A (soro
fisiol6gico) e 8.595,77 no grupo D (Filme R1), entretanto, para a margem de erro fixada
(5%) nao foram comprovadas diferengas significativas (p > 0,05) entre os tempos de
avaliacdo para nenhum dos grupos (Tabela 4). Também ndo foram verificadas

diferencas significativas entre os grupos em nenhuma das duas avaliagdes.

A variabilidade expressa através do desvio padrao oscilou de baixa a elevada
desde que os valores dos desvios padrao variaram de valores inferiores a 1/3 (baixa
variabilidade) a valores superiores (variabilidade bem elevada) das médias

correspondentes.



55

Avaliaca
o]
Grupo 10 dias 15 dias Valor de p
Média + DP Média + DP
Mediana Mediana
A
8.141,25 1.093,54 + p®=0,083
Soro Fisiolégico 1.130,76 1.814,07
8.141,25 93,06
B
9.751,81 + 2.243,86 + p ¥=0,083
Curativo de 2.287,58 1.131,79
biocelulose
9.751,81 2.585,62
C
7000,84 + 5.407,88 + p®=0,564
Extrato de C. Erectus 3.923,76 5.136,30
7.064,10 5.407,88
D
5.132,46 + 8.595,77 + 780,75 p®=0,248
Filme R1 5.075,61
5.132,46 8.940,38
E
7.706,27 = 5.407,88 + p®=0,564
Filme R2 3.807,33 5.136,30
7.507,57 5.407.88
Valor de p p @=0,738 p @=0,223

Tabela 4. Estatisticas das distancias das bordas dos epitélios ( m) segundo o grupo e

o tempo de avaliacéo.

Legenda: (1) Através do teste de Mann-Whitney; (2) Através do teste de Kruskal-Wallis.

Fonte: Proprio autor.

A figura 12 mostra as médias das distancias das bordas dos epitélios ([1m)

segundo o grupo e o tempo de avaliagdo. Interessante notar que mesmo a média das



56

distancias das bordas dos epitélios no grupo A (Soro) foi menor em relacdo a média

dos demais grupos, porém, foram verificadas diferencgas significativas entre os grupos

em nenhuma das duas avaliacoes.

45

4

35

0

8.14
I 1.09
Soro

= Média da diferenga da distancia entre os epitélios em 10 dias (um) ®Meédia da diferenga da distincia entre os epitélios em 13 dias (um)

8.59
70,00 7.70
I 513 I I 5.40

9.75
I

Curativo de Biocelulose  Extrato de C. erectus FilmeR1 FilmeR2

Grupos

Figura 12. Média da diferenca da distancia entre os epitélios.

Fonte: Préprio autor

No 10° e 15° dia de pbs-operatorio, 0s grupos nao apresentaram distancia entre

os epitélios com 100% das cicatrizes reepitelizadas. E importante notar que mesmo

apresentando variacdo entre as médias dos grupos néo houve diferenca significativa

(Figura 13).
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10° dia 15° dia

Figura 13. Média da diferenca da distancia entre os epitélios em relagdo ao tempo.

Legenda: A (Soro fisiol6gico); B (Curativo de Biocelulose) ; C (Extrato de C. erectus); D (Filme

R1); E (Filme R2). Observagdo: 10° e 15° dia, respectivamente. Fonte: Prdprio autor.
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5 DISCUSSAO

5.1 PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO METANOLICO DE C. ERECTUS

5.1.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O extrato metandlico de C. erectus apresentou em sua composicdo, acido
clorogénico, catequina, acido cafeico, geraniina, quercetina, apigenina em pequenas
guantidades, apresentando como substancia majoritaria o acido elagico seguido pelo
acido p-cumarico, ambos predominaram no extrato metandlico das folhas de C.
erectus, de acordo com o tempo de retencdo em comparacdo com os padrbes. De
fato, Abdeel Hameed et al., (2012) por fracionamento sucessivo do extrato MeOH de
C. erectus identificou a presenca de quercetina em diferentes partes da planta,

corroborando assim com os dados encontrados nesse estudo.

A guercetina é conhecida como um poderoso antioxidante natural que ja possui
aplicagdes no ambito terapéutico. E encontrada em diferentes espécies de plantas,
mostrando atividades antimicrobianas, antitumorais e antioxidantes. Ja foi constatada
sua eficacia na reducao da formacéao de placas gordurosas nas artérias, no combate
as alergias e sua atividade antiangiogénica frente a células endoteliais humanas
(ARAS et al., 2014; COSTA, 2005; SEPULVEDA et al., 2011; VIZZOTTO; KROLOW;
WEBER, 2010).

Abdel-Hammed et al., (2012) em seus relatos sobre o estudo fitoquimico do
extrato metandlico de C. erectus, também identificou a presenca dos compostos,
catequina, quercetina, apigenina e acido elagico demonstrando que o acido elagico é
um dos principais componentes do fruto desta planta. Esses dados reforcam os dados
encontrados nesse estudo e nos permite sugerir que C. erectus apresenta compostos
fendlicos em diversas partes da planta (ABDEL-HAMMED et al., 2012).

Ja foi reportado por Mininel (2015) a presenca de acido elagico no extrato
hidroalcodlico de folhas de Terminalia catappa L. uma outra espécie pertencente a
familia  Combretaceae. Desta forma podemos sugerir que o referido composto

representa uma caracteristica propria desta familia.

O acido elagico € um poderoso composto bioativo de ocorréncia natural proprio

do grupo dos elagitaninos (ET), os taninos hidrolisaveis dos polifenéis (JORDAO,
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2016; VATTEM; SHETTY, 2005). Em estudo desenvolvidopor Silva (2004) foi
verificado uma forte intensidade de taninos nas folhas e cascas de extrato metanoélico
de C. erectus. (SILVA, 2004).

Os taninos séo utilizados em tratamentos que promovem a cicatrizagao de
feridas (FERNANDEZ et al., 2002; DE-FARIA et al., 2012). Chen et al. (1994)
utilizaram uma preparacao a base de taninos em feridas cutaneas. De acordo com
Araujo (2015) a pelicula utilizada por Chen et al., (1994) pode estar relacionada ao
complexo formado por taninos ndo hidrolisaveis com proteinas, o que resultou em
resultados satisfatérios. Sendo o composto majoritario do nosso estudo um tipo de
tanino esses dados reportados na literatura nos possibilita direcionar o extrato de C.

erectus como uma substancia importante para associagao aos filmes poliméricos.

5.1.2 Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE)

A analise do perfil cromatografico CCDAE indicou a presenga de flavonoides
do tipo quercetina no extrato metandlico de C. erectus, é certo que este resultado

reforca os dados ja encontrados na cromatografia liquida de alta performance-HPLC.

Os flavonodides sdo compostos fendlicos que possuem atividade antioxidante,
moléculas responsaveis pela eliminacdo de radicais livres (ABDOU et al., 2010).
Compostos fendlicos sao estruturas quimicas provenientes do metabolismo
secundario das plantas que expdem hidroxilas e anéis aromaticos, nas formas simples
ou de polimeros, que os concede o poder antioxidante (ANGELO; JORGE, 2007;
NACZK; SHAHIDI, 2004).

Saadullah e colaboradores (2016) avaliaram o extrato metandlico das partes
aéreas e das raizes de uma espécie do género Conocarpos, o qual indicou a presenca
de flavonoide do tipo quercetina, além de outros compostos como acido galico, acido

clorogénico, acido cumérico, acido sinapico, acido ferulico e acido cafeico.

Segundo El-Sayed e colaboradores (2012) em suas pesquisas analisando o
perfil cromatografico pela técnica CLAE, o extrato metandlico de C. erectus
apresentou oito tipos de compostos dentre eles os flavondides quercetina, rutina e

apigenina.
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5.2 DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES

O doseamento de flavonoides do extrato de C. erectus foi determinado como
equivalente de quercetina nas concentragdes de 1000, 500 e 250 ug / mL mostrou um
conteudo de flavonoides de 72,52 + 512, 36,54 + 1,13 e 17,29 + 1, 45,
respectivamente. Nascimento et al. (2016), destaca a presenca desses compostos em
extrato aquoso de folhas de C. erectus. Saadullah et al., (2016) em seus estudos sobre
a atividade antioxidante de 4gua da raiz e partes aéreas de Conocarpus lancifolius
extraido em diclorometano e metanol encontraram as concentracdes de flavonoides

de 104,2 + 0,06 e 629,4 £+ 1, 57 respectivamente, tendo como referéncia a quercetina.

Raza et al., (2016) analisando o potencial antioxidante dos ramos e folhas do
extrato etanolico bruto de C. erectus com referéncia ao equivalente a quercetina
verificou uma quantidade de flavonoides de 4,34 = 0,32. Ambos os estudos
corroboram com nossas descobertas. Segundo Miltersteiner et al., (2003) o efeito
farmacologico dos flavonoides se deve a ag¢édo na inibicdo de certas enzimas e a

capacidade antioxidante.

Em contraste, Hussien, (2016) analisando qualitativamente a presenca de
compostos fenolicos em extrato metandlico de folhas de C. erectus néo verificou a
presenca de flavonoides. Com isso podemos sugerir que o teste qualitativo realizado

por ele ndo foi suficiente para identificar a presenca de tais compostos.

Testes quantitativos para a espécie C. erectus ainda sdo minimos na literatura,
portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de mais estudos que explorem as

diversas partes desta planta.

5.3 AVALIACAO DO POTENCIAL CICATRIZANTE

A inspecéao das feridas cirdrgicas revelou que ambos 0s grupos apresentaram
crostas sem a presenca de processos infecciosos nas feridas durante o periodo do
estudo. Entretanto apenas o grupo E (Filme R2) apresentou crostas menores e com
maior tecido de granulacdo macroscopicamente. A analise microscépica nos grupos
avaliados com 10 dias, as médias das areas variaram de 9,20 mm2 no grupo E (Filme
R2) a 13,19 no grupo A (Soro fisioldgico) onde é observada diferencga significativa

entre os grupos (p < 0,05), onde foi comprovada maior reepitelizagdo do grupo E
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(Filme R2) quando comparados aos grupos A (Soro fisiologico) e D (Filme R1)

Esses resultados podem ser explicados pela presenca de polifendis no grupo
E (Filme R2), representando um agente medicinal onde muitas das suas agbes
parecem depender da sua capacidade de complexar com proteinas e polissacarideos,

auxiliando na cura de feridas e inflamacgdes (HASLAM, 1996).

De acordo com Haslam (1996) os polifendis agem produzindo uma camada
impermeavel (proteina de polifenol e ou polissacarideo complexo) sob a qual a cura
natural possa ocorrer (HASLAM, 1996). Em especifico esses resultados podem ser
explicados pela presenca do acido elagico, um tanino hidrolisavel jA muito reportado

na literatura.

Segundo Rodrigues et al., (2013) no processo cicatricial de feridas cutaneas,
0s taninos tém a capacidade de formar pontes de hidrogénio ou ligacdes hidrofébicas
duradouras com proteinas, polissacarideos ou ambos. Desse modo, ocorre a
formacdo do complexo tanino-proteina ou tanino-poliissacarideo, que por serem
insoluveis em agua formando uma camada protetora (crosta) sobre a leséo
(RODRIGUES, 2012). Pode-se levar em conta ainda a acdo antibacteriana dos
taninos que possa representar uma diminui¢ao no risco de infeccéo de ferida, evitando
o retardo da cicatrizagdo (ARAUJO, 2015).

Bueno et al., (2014) investigaram in vitro as propriedades dos taninos a partir
de extrato hidroalcoolico de Poincianella pliuviosana cura de feridas e constaram que
eles influenciam na fisiologia das células da pele através de suas propriedades
farmacologicas, aumentando a proliferacéo celular. Os dados ja dispostos na literatura
confirmam os resultados obtidos nesse estudo e evidencia a importancia que 0s

taninos estabelecem frente a regeneracao de feridas.

J4 é discutido na literatura a acdo anti-inflamatéria dos flavonoides
(NASCIMENTO et al., 2016), seria outra hipotese, a possibilidade destes atuarem

simultaneamente com os taninos para reepitelizacédo das feridas.

Quando se avaliou as areas das feridas dos animais de 10° dia com os animais
do 15° dia pOs- operatério observou-se que as médias foram correspondentemente
mais elevadas no 10° dia em cada um dos grupos, entretanto sem diferencas

significativas para nenhum dos grupos (p > 0,05).
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Resultado semelhante ja foi constatado por Araujo (2015) quando avaliou o
potencial cicatrizante da Rizhophora mangle (coletada na mesma area de estudo de
nossa pesquisa) e nao encontrou diferenca significativa entre os subgrupos do 15°
dia.

Kirsner et al., (2008) destaca que 0 processo cicatrizante esté relacionado ao
tempo da injaria inicial, e que a terceira fase do processo de cicatrizacao inclui o
remodelamento da cicatriz com contracdo de feridas podendo ocorrer também a sua

hipertrofia.

5.4 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Ao mensurar a distancia entre os epitélios em nosso estudo, podemos constatar
gue foram observadas as menores médias para o grupo tratado com o filme R1,
também observamos médias aproximadas a esse no grupo controle (soro fisiolégico),
caracterizando um resultado inesperado. J4 no 15° dia de poés-operatorio foi
observado que as médias também variam entre os grupos, sendo apresentada uma
maior reepitelizacdo para o grupo controle (soro fisiolégico), seguido do grupo
experimental (flme de EPS do CM Bionat 1), ndo apresentando diferencas

significativas em nenhum dos grupos.

Araujo (2015) utilizando o creme de Rizhophora mangle em feridas abertas
verificou que houve 100% de reepitelizacdo, ndo corroborando com o aspecto clinico
e morfométrico da ferida. Estes resultados sugerem que o veiculo creme agiu de
maneira homogénea na cicatrizacdo de feridas. Em contrapartida, nossos resultados
morfométricos mostraram diferencas significativas entre os grupos avaliados em 10
dias de tratamento, porém ndo foi verificada esta diferenca para o estudo
histomorfométrico. Além disso, as feridas abertas apresentam problemas clinicos
diferentes das feridas incisas e saturadas (COELHO et al., 1999), o que também pode

explicar os resultados encontrados nesse estudo.

Segundo Jones, Currie e Martin (2002) os materiais utilizados como substitutos
de pele sdo mais adequados para regides superficiais, onde constroem um ambiente
propicio para regeneracédo epidérmica, proporcionando uma barreira contra infeccdes
e controle da perda de agua. Frente aos resultados encontrados por estes auores

podemos sugerir que as menores médias encontradas apenas na andlise
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morfométrica sdo explicadas pelos substitutos de peles os substitutos de pele serem

veiculos especificos para agir na epiderme.

Os resultados desse estudo podem ser explicados estatisticamente pela
variabilidade expressa através do desvio padrdo, que oscilou de baixa a elevada
desde que os valores dos desvios padrao variaram de valores inferiores a 1/3 (baixa
variabilidade) a valores superiores (variabilidade bem elevada) das médias
correspondentes, e isso pode ter alterado a veracidade dos resultados, onde, muitos
animais foram avaliados apenas no 10° dia do poés-operatério, gerando uma

desproporc¢ao nas quantidades de dados a serem analisados estatisticamente.

Estudos da avaliacdo cicatrizante com base em filmes incorporados com o
extrato de C. erectus ndo foram encontrados na literatura, o que dificulta a
comparagao com outros trabalhos. Entretanto, como foi possivel perceber, estudos
com compostos secundarios presentes na planta sugerem que seu efeito cicatrizante

ocorreu devido aos compostos fendlicos.



6 CONCLUSAO

Na avaliacdo do perfil fitoquimico de C. erectus foi detectado a presenca
de flavonodides, dentre eles sugere-se a presenca do composto acido
elagico. A presenca de compostos fendlicos foi detectada, justificando a
sua utilizagcdo na medicina popular. Os resultados obtidos sugerem a
continuidade de estudos com a planta, incluindo o fracionamento
sucessivo do extrato para comprovacao dos constituintes encontrados e

analise dos demaiscompostos.

Os resultados da avaliacao cicatrizante mostram que 0 uso topico de
filmes de polissacarideo extraido do CM Bionat 1 incorporado ao extrato
de C. erectus apresenta efeito significativo na
diminuicdodaareadeferidascutaneassugerindoautilizagdocomosubstitut
otemporariodepele. Entretanto, o isolamento de compostos de C.
erectus responsaveis pela influéncia positiva no processo de reparacao
de tecidos deve ser realizado, com o intuito de se direcionar melhor

proximos estudos.

64



65

REFERENCIAS

ABDEL-HAMEED, E. S. S.; BAZAID, S. A.; SABRA, A. N. A. Protective effect
of conocarpus erectus extracts on CCL4-induced chronic liver injury in mice.
Global Journal of Pharmacology, v. 7, n. 1, p. 52-60, 2013.

ABDEL-HAMMED, E. S. et al. Phytochemical Studies and Evaluation of
Antioxidant , Anticancer and Antimicrobial Properties of Conocarpus erectus L
. Growing in Taif , Saudi Arabia. European Journal of Medicinal Plants, v. 2,
n. 2, p. 93-112, 2012.

ACHKAR,M.T .etal.Propriedadeantioxidantedecompostosfendlicos:importancia
na dieta e na conservacao de alimentos. Revista da Universidade Vale do
Rio Verde, v. 11, n. 2, p. 398-406,2013.

ADRIAO, R. J. B. Biomateriais e reaccdes de hipersensibilidade - um
problema ortopédico ?

ANGELO, P. M.; JORGE, N. Compostos fendlicos em alimentos — Uma breve
revisdo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, v. 66, n. 1, p. 1-9, 2007.

ANTONIASSI, F. M.; MARTINS, B. L.; QUEIROZ-FERNANDES, G. M.
Identificacdo presuntiva

ARAS, A. et al. Targeting Cancer with Nano-Bullets: Curcumin,
EGCG,Resveratrol and Quercetin on Flying Carpets. Asian Pacific Journal
of Cancer Prevention, v. 15, n. 9, p. 3865-3871,2014.

ARAUJO, J. G. Desenvolvimento de creme de Rhizophora Mangle
L.:Avaliacdo do Potencial cicatrizante em feridas cutaneas.2015.

ARAYA, M. et al. Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food. Joint
FAO/WHO Working Group Report on Drafting Guidelines for the
Evaluation of Probiotics in Food, p. 1-11, 2002.

BAILY, E. . Hortus Third"a Concise Dixtionary of Plants Cultivated in the
United States and Canada. [s.l: s.n.].

BALBINO, C. A.; PEREIRA, L. M.; CURI, R. Mecanismos envolvidos na
cicatrizacdo: uma revisao. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, V.
41,n. 1, p. 27-51, 2005.

BARBOSA, F. S. Modelo de impedancia de ordem fracional para a resposta
inflamatoria cutéanea. 2011.

BLANES, L. Tratamento de feridas. Cirurgia vascular: guia ilustrado, p. 1—-
379, 2004.

BRASIL, M. A. P. Estabilidade E Qualidade De logurte Adicionado De Luteina
E Validacdo De Método Para Determinagédo De Riboflavina Em



logurte.Universidade Estadual De Campinas,v.

BRINGEL, F. DE A. Avaliagao morfofuncional de pele humana conservada em
glicerol e submetida a radiagdo gama : estudo em camundongos atimicos. p.
1-122, 2011.

BUCIO, E.; BURILLO, G. Radiation grafting of pH and thermosensitive N-
isopropylacrylamide and acrylic acid onto PTFE films by two-steps process.
Radiation Physics and Chemistry, 2007.

BUENO, F. G. et al. Hydrolyzable tannins from hydroalcoholic extract from
Poincianella pluviosa stem bark and its wound-healing properties:
Phytochemical investigations and influence on in vitro cell physiology of
human keratinocytes and dermal fibroblasts. Fitoterapia, v. 99, p. 252—-260,
2014.

BUSSMANN, R. W. et al. Plant use in Odo-Bulu and Demaro, Bale region,
Ethiopia. Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine, v. 7, p. 1-21, 2011.

CAMARGO, M. C. Pro - reitoria de pesquisa e pos-graduacédo mestrado em
ciéncia animal aplicabilidade de uma pelicula de celulose cristalina no
tratamento de feridas cutaneas induzidas em ratos. 2011.

CAMUCI, M. B. et al. Epidemiological Characterization of Adult Patients
Hospitalized in a Burns Intensive.Carbohydrate Polymers, v. 151, p. 1277,
2014.

CARNEIRO, R. P. Desenvolvimento de uma cultura iniciadora para producéo
de kefir. p. 143, 2010.

CARVALHO, P. D. T. C. DE et al. Analysis of the influence of low-power HeNe
laser on the healing of skin wounds in diabetic and non-diabetic rats. Acta
cirurgica brasileira/Sociedade Brasileira para Desenvolvimento Pesquisa
em Cirurgia,v. 21, n. 3, p. 177-183,2006.

CERQUEIRA,M.A etal.Structuralandthermalcharacterizationofgalactomannans
from non- conventional sources. Carbohydrate Polymers, v. 83, n. 1, p. 179—
185, 2011.

CHEN, Z.P.; CAl, Y.; PHILLIPSON, J.D. StudiesontheAnti-Tumour, Anti-
Bacterial, andWound- HealingPropertiesofDragon'sBlood. Planta Med, v.60,
p.541- 545, 1994.

Cicatrizacdo: Conceitos atuais e recursos auxiliares - Parte Il. Anais
Brasileiros de Dermatologia, v. 78, n. 5, p. 525-542, 2003.

COELHO,M.C.O.;REZENDE,C.M.F.;TENORIO,A.P.M.Contractionofwound
aftercoverwithtemporalyskinsubstitutes.CiénciaRural,v.29,n.2,p.297-303,1999
CONTRAN,RS.;KUMAR,V.;COLLINS,T.R.Patologiaestruturalefuncional.
Guanabara Koogman, p. 44-100, 2001.



67

COSTA, I. DE MELO. Estudo de pré-formulacdo com o composto polifendlico
guercetina. p. 1— 198, 2005.

CRUZ, B. DE F.; CORDOVIL, P. B. L.; BATISTA, K. DE N. M. Perfil
epidemioldgico de pacientes que sofreram queimaduras no Brasil: revisdo de
literatura. Revista Brasileira de Queimaduras, v. 11, n. 4, p. 246-250, 2012.
de leveduras de interesse biotecnolégico em gréos de kefir. v. 8, p. 111-117,
2017.

DEOLIVEIRA,L.V.P.M.;DACUNHADIAS,R.V.Cicatrizacdodeferidas:Fases e
fatores de influéncia. Acta Veterinaria Brasilica, v. 6, n. 4, p. 267-271,2012.
Dermatologia. Rio de Janeiro: Elsevier., v. 141, p. 2147-2158, 2008.

DUARTE, M. Atividade antimicrobiana de plantas medicinais e aromaticas
utilizadas no Brasil.

FALSAPERLA, M. et al. Support ellagic acid therapy in patients with hormone
refractory prostate cancer (HRPC) on standard chemotherapy using
vinorelbine and estramustine phosphate. European Urology, v. 47, n. 4, p.
449-454, 2005.

feridas - curativos Clinical treatment of wounds — dressings. v. 89, n. Lim 04,
p. 137— 141, 2010.

FERNANDEZ, O. et al. Efficacy of Rhizophora mangle aqueous bark extract in
the healing of open surgical wounds. Fitoterapia, v. 73, n. 7-8, p. 564-568,
2002.

FIORDA, F. A. et al. Microbiological, biochemical, and functional aspects of
sugary kefir fermentation - A review. Food Microbiology, v. 66, p. 86-95,
2017.

FIRMO, W. D. C. A. et al. Contexto historico, uso porpular e concepcao
cientifica sobre plantas medicinais. Cad. Pesq., v. 18, n. n. especial, p. 90—
95, 2011.

GOMES, D. . et al. Efeito dos ions Ca++ na liberacdo de extratos de
Anadenanthera Colubrina em filmes poliméricos baseados em alginato,
visando o desenvolvimento de substitutos temporarios de pele. 2016.

GOMES, D. DO N. A NADENANTHERA COLUBRINA ( V ELL .) BRENAN
VISANDO O. v. Unico, p. 1-104, 2016.

HALIM, A. S.; KHOO, T. L.; YUSSOF, S. J. M. Substitutos cutaneos biologicos
e sintéticos: uma viséo geral. 2010.

HASLAM, E. Natural polyphenols (vegetable tannins) as drug: possibles
modes of action. Journal of Natural Products, v. 59, p. 205-215, 1996.

JORDAO, J. B. R. Efeitos protetores do 4cido elagico sobre as lesdes



cardiovasculares causadas pela hipertensédo em ratos. p. 1-72, 2016.
JornalBrasileirodePatologiaeMedicinaLaboratorial,v.43,n.6,p.413—
423,2007.

JUNQUEIRA, L. .; CARNEIRO, J. Histologia Basica: Texto e Atlas. [s.I:s.n.].
KACURAKOVA, M.; WILSON, R. H. Developments in mid-infrared FT-IR
spectroscopyofselectedcarbohydrates.CarbohydratePolymers,v.44,n.4,p.291
— 303, 2001.

KASSAKUL, W. et al. Characterization of the mucilages extracted from
hibiscus rosa-sinensis linn and hibiscus mutabilis linn and their skin
moisturizing effect. International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical
Sciences, v. 6, n. 11, p. 453-457, 2014.

KIRSNER, R.S. Cicatrizagéo de feridas. In: BOLOGNIA, J.L.; JORIZZO, J.L.;
RAPINI, R.P. (Ed),

LANA, D. F. D. et al. Uma Revisao Sobre As Propriedades Farmacologicas,
Morfoanatomia E Toxicicidade De Xanthium Cavanillesii Schouw
(Asteraceae). Saude (Santa Maria), v. 38, n. 2, p. 57-70, 2012.

LEITE, G. B. Analise de portadores assintomaticos Staphylococcus aureus no
hospitalUniversitariodeBrasilia.MicrobialPathogenDataSheets,n.May,p.1-4,
2008.

Ligas de Titanio para Implantes Ortopédicos. p. 113, 2004.
LOPES, F. Administracao Central do Sistema da Saude, IP, 2004.

MAIA, L. P. et al. Estudo Das Areas De Manguezais Do Nordeste Do Brasil. p.
62, 2005.

MANDELBAUM, S. H.; PAMPADO DI SANTIS, E.; SANT'ANA
MANDELBAUM, M. H. maracuja e péssego: avaliacdo de propriedades
cosméticas da formulacéo. p. 95, 2011.

PERILLO,G.M.E.etal.Paradigmshiftsinmangrovebiology.[s.l: s.n.].

MARGUERITE, R. Alginate fibers: an overwiew of the production processes
and applications in wound management. Polymer international, v. 57, n.
April, p. 171- 180, 2008.

MARTINS,N.L.P.etal.Healing process sincutaneo
ussurgicalwoundsinratsunder the influence of Orbignya phalerata aqueous
extract. Acta cirurgica brasileira / Sociedade Brasileira para
Desenvolvimento Pesquisa em Cirurgia,v.21Suppl3, n. Suplemento 3, p.
66—75, 2006.

MELLO, G. M. R. Efeito de Elementos Betagénicos na Estabilidade de Fases
e Propriedades de

68



MELO, T. DE O.; LIMA, A. F. C. Cost of nursing most frequent procedures
performed on severely burned patients. Revista Brasileira de Enfermagem,
v. 70, n. 3, p. 481-488,2017.

MELO, T. DE O.; LIMA, A. F. C. Cost of nursing most frequent procedures
performed on severely burned patients. Revista Brasileira de Enfermagem,
v. 70, n. 3, p. 481-488,2017.

METCALFE, A. D.; FERGUSON, M. W. J. Tissue engineering of
replacementskin: the crossroads of biomaterials, wound healing, embryonic
development, stem cells and regeneration. Journal of The Royal Society
Interface, v. 4, n. 14, p. 413-437, 2007.

MININEL, F. J. Estudo Fitoquimico de extratos polares e infusdo das folhas de
Terminalia catappa L . ( COMBRETACEAE ) e avaliagéo das suas atividades
antiulcerogénica e mutagénica Araraquara — SP. p. 1-179, 2015.

MORAIS, D. C. M. et al. Agao Cicatrizante De Substancias Ativas:
Fibroblastos.
Foco, p. 83-98, 2013.

MOREIRA, M. E. C. et al. Atividade antiinnflamatoria de carboidrato produzido
por fermentacdoaquosadegraosdequefir.Quim.Nova,v.31,n.7,p.1338—-
1742,2008.

MOTTA, A. A. et al. Dermatite de contato Contact dermatitis. Rev. bras.
alerg. imunopatol., v.34, n. 3, p. 73-82, 2011. Multiciéncia, v. 7, p. 16,
2006.

NACZK, M.; SHAHIDI, F. Extraction and analysis of phenolics in food. Journal
of Chromatography A, v. 1054, n. 1-2, p. 95-111, 2004.

NETO, R. L. S.; CORDEIRO, L. S.; LOIOLA, M. I. B. Flora do Ceara , Brasil:
Combretaceae Resumo Este estudo consiste no levantamento floristico de
CombretaceaeocorrentesnoestadodoCeara,comopartedoprojeto“FloradoCear
a
”.Oestudofoibaseadonaanalisecomparativadoscaracteresmorfoldgicos.v.65,n.
3, p. 685-700,2014.

NITSCHE,M.J.T.Avaliacdodarecuperacaodaslesfescutaneaspormeiodaterapi
a larval utilizando como modelos ratos Wistar Avaliacdo da recuperacéo das
lesdes cutaneas por meio da terapia larval utilizando como modelos ratos
Wistar.2010.

NPUAP - The National Pressure Ulcer Advisory Panel. 2007.

O’BRIEN,F.J.Biomaterials&scaffoldsfortissueengineering.MaterialsToday,Vv.
14, n. 3, p. 88-95,2011.

OLIVEIRA, A. F. Estudo da viabilidade da producéao de biofilmes de kefir e

69



70

suas interacdes com extratos de agai ( Euterpe oleracea Martius ) e de
gérmen de soja ( Glycine max ( L .) Merrill ). p. 1-180,2016.

OLIVEIRA, A. F. Estudo da viabilidade da producao de biofilmes de kefir e
suas intera¢cdes com extratos de acai ( Euterpe oleracea Martius ) e de
gérmen de soja ( Glycine max (L .) Merrill ). p. 1-180,2016.

ONOFRE,N.A Filmes Poliméricos a Partir De Agar, Agarose E Filmes
Poliméricos a Partir De Agar , Agarose E.2014.

PAOLILLO, F. R. et al. Inativacdo microbiana com terapia fotodinamica e pele
artificial em ratos. p. 806—808, 2014.

PASSARETTI, T. et al. Eficacia do uso do Barbatimao (Stryphnodendron
barbatiman) no processo de cicatrizagdo em lesdes: uma revisao de literatura.
Arquivos Brasileiros de Ciéncias da Saude, v. 41, n. 1, p. 51-54, 2016.

PECK, M.; MOLNAR, J.; SWART, D. A global plan for burn prevention and
care.
Bull World Health Organ, v. 87, p. 802-803, 2009.

PEREIRA, T. A. Obtencéao e caracterizagdo de nanoemulsdes o/a a base de
oleo de framboesa,

PETROIANU, A. et al. Comparacéao entre cola biolégica e sutura em
cicatrizacao da pele. Rev. Col. Bras. Cir., p. 249-253, 2001.

PIERMARIA, J. et al. Kefiran films plasticized with sugars and polyols:
watervapor barrier and mechanical properties in relation to their microstructure
analyzed by ATR/FT-IR spectroscopy. Food Hydrocolloids, v. 25, n. 5, p.
1261-1269,2011.

PINHO, R. P. P. Aplicac¢des do quitosano como biomaterial. p. 1-53, 2016.

PIRES, A. L. R.; BIERHALZ, A. C. K.; MORAES, A. M. Biomaterials: Types,
Applications, and Market. Quimica Nova, v. 38, n. 7, p. 957-971, 2015.

PRADO,M.R.M.Producaodecompostobioativoabasedepolissacarideoeproteina
com atividades angiogénica e anti-inflamatoria utilizando cultura mista de
bactérias e leveduras do kefir tibetano em soro de leite. p. 1-122,2014.

PRAJAPATI, V. D. et al. Carrageenan: A natural seaweed polysaccharide and
its applications.

QUERINO, C. A. S.; MOURA, A. L. Impacto do desmatamento de uma area
de mangue no albedo superficial. p. 401-408, 2013.

RATNER, B. D. et al. An Introduction to Materials in Medicine. [s.l: s.n.].
Revista da Rede de Enfermagem do Nordeste, v. 15, n. 4, p. 613-620,
2014.



71

RIBEIRO, M. J. P. Development of new biomaterials to be applied as Skin
Substitutes. 2014.

ROCHA, T. DE A. Perfil das lesdes cutaneas encontradas em pacientes de
UTI. p. 1- 93, 2014.

RODRIGUES, B. F. F. S. Engenharia de tecidos para regeneracédo da pele:
retrospectiva e perspectivas futuras. p. 1-69, 2012.

ROLIM, K. M. C. et al. Permanéncia Da Membrana Semipermeéavel Na Pele
Do Recém-Nascido : Um Cuidado Diferenciado. Rev. Rene. Fortaleza, v. 11,
n. 1, p. 144-151, 2010.

SANTANA, G. M. DE. Desenvolvimento e caracterizacao de filmes
poliméricos
baseadosemagarosecomaincorporacdodeciprofloxacinaparautilizagdocomono
VO substituto temporario de pele. p. 105,2015.

SANTOS, A. L. DOS et al. Staphylococcus aureus: visitando uma cepa de
importancia hospitalar.

SANTOS, E. J. F. DO; SILVA, M. A. N. C. G. M. M. DA. Tratamento de feridas
colonizadas / infetadas com utilizacao de polihexanida. Revista de
Enfermagem Referéncia, v. lll Série, n. 4, p. 135-142, 2011.

SANTOS, I. C. R. V. et al. Characterization of care for patients with wounds in
Primary Care.

SANTOS, J. . et al. Avaliacao e tratamento de feridas. [s.l: s.n.]. MELLO, G.
M. R.Efeito de Elementos Betagénicos na Estabilidade de Fases e
Propriedades de Ligas de Titanio para Implantes Ortopédicos. p. 113,2004.

SANTOS, P. N. Analise do perfil das proteinases envolvidas no processo de
cicatrizacdodelesdescutaneasexperimentaisutilizandoopolissacarideodagoma
do cajueiro (Anacardium occidentale L.). Agroforestry database: a tree
species reference and selection guide version 4.0, v. 0, p. 1- 52,2009.

SAUDE, M. DA. Cartilha para tratamento de emergEncia das queimaduras.
Secretaria deAtencéo a Saude, v. 1, p. 20, 2012.

SECRETARIA DE SAUDE DE FLORIANOPOLIS, M. Protocolo de cuidados
de feridas. [s.l: s.n.].

SEPULVEDA, L. et al. Ellagic acid: Biological properties and biotechnological
development for production processes. African Journal of Biotechnology, v.
10, n. 22, p. 4518-4523, 2011.

SHIRZAD,H.;TAJI,F.;RAFIEIAN-KOPAEI,M.CorrelationBetweenAntioxidant
Activity of Garlic Extracts and WEHI-164 Fibrosarcoma Tumor Growth in
BALB/c mice. Journal of Medicinal Food, v. 14, p. 969-974,2011.



72

SIGMA-ALDRICH. Sigma-Aldrich is now Merck, 2010.

SILVA, M. R. O. Deteccéo da atividade antifungica de extratos de plantas do
manguezal de Vila Velha, Itamaracé-PE. 2004.

SMANIOTTO, P. H. S.; CARVALHO, R. G. V. F.; FERREIRA, M. C.
Tratamento clinico das

SOUTO,A.L.ugustoLopesSoutoConstituintesquimicosdeCombretumfruticosum
( Loefl .) Stuntz ( Combretaceae ). Augusto Lopes Souto Constituintes
guimicos de Combretum fruticosum ( Loefl .) Stuntz ( Combretaceae ). Jodo
Pessoa — PB.2011.

SOUZA, T. Hidrogel de quitosana em diferentes graus de desacetilagdo na
cicatrizacao de feridas cutaneas de ratas diabéticas. 2016.

SUPP, D. M.; BOYCE, S. T. Engineered skin substitutes: practices and
potentials. v. 23, n. 4, p. 403-4012, 2005.

VASCONCELOS, A. G.; ARAUJO, K. V.; SANTANA, L. DE A. B.
Polissacarideos extraidos de algas marinhas e suas aplicacdes
biotecnoldgicas: uma revisdo. Revista Brasileira de Inovacéo Tecnoldgica
em Saude, p. 27-51, 2015.

VATTEM, D. A.; SHETTY, K. Biological functionality of ellagic Acid: a review.
Journal of Food Biochemistry, p. 234-266, 2005.

VIZZOTTO, M.; KROLOW, A. C.; WEBER, G. E. B. Metabdlitos secundarios
encontradosemplantasesuaimportancia.Pelotas:EmbrapaClimaTemperado,
p. 16, 2010.

WILLIAMS,D.F.Thereisnosuchthingasabiocompatiblematerial.Biomaterials, v.
35, n. 38, p. 10009-10014, 2014.

WOISKY, R. G.; PALATINO, A. Analysis of propolis: some parameters and
procedures of chemical quality control. J. of Apicultural Research, v. 1713—
1726, 1998.

YADAYV, P. et al. Biomedical Biopolymers, their Origin and Evolution in
Biomedical Sciences: A Systematic Review. Journal of Clinical &
Diagnostic Research, v. 9, 2015.

ZUCULA, C. V. Avaliacéo in vitro da atividade antifungica de extratos de
Plantas Kigelia Africana, Combretum Molle e Trichilia Emetica para o
controle de fitopatégenos. n. ii, p. 1-5, 2013.



ANEXO A — AUTORIZACAO DE COLETA DE MATERIAL BOTANICO

- Agéncia
- Estadual de
- Meio Ambiente coremooermumeso

CA DRFB N° 120/2014 24 de outubro de 2014.

Ac Senhor

JEYMESSON RAPHAEL CARDOSO VIEIRA

Prezado Senﬁor,

Cumprimentando Vossa Senhoria, nos reportamos ac Processe CPRH - .
ne 013520/2014, referente ao requefimento para realizagdo de
atividades de pesquisa na APA de Santa Cruz e na -APA Estuarina de
Santa Cruz, sendo o local de coleta as margens do Canal de 8Santa Cruz

e Rio Paripe, préximo a Vila Velha, Ilha de Itamaracad - PE. -

Apbés analise da documentacdo apresentada vimos informar gue o
projeto “Tecnologia Morfolégica Aplicada a Inovagac Terapéutica:- Uma .
Perspectiva de Irivestigagéo de Produtos Naturais da Regiao de Mangue”
foi aprovado, ‘estando autorizada a realizagdo da citada pesquisa. No
entanto, em casc de realizacdo de atividades em areas particulares,
estas somente poderdo ocorrer mediante a anuéncia do proprietaric das
terras. Salientamos ainda, que esta autorizagdao permite as ativigades
de campo e coleta de material para estudo, entretanto, o acesso ao

patriménio genético deverd ser autorizado pelos érgdos competentes.

Informamos que a Unidade de Conservagdao APA de Santa Cruz possui
sede e administracdo local, desta forma, caso haja necessidade de
apoio para a realizacdo das atividades de campo, faz-se necessario

contato prévio com a equipe de gestdoc da Unidade.

Atenciosamente,

Diretoria de Recursos Florestais e Biodiversidade



ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

) |

Oficio n° 499/12 Recife, 29 de outubro de 2012

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof°.Jeymesson Raphael Cardoso Vieira
Departamento de Histologia e Embriologia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.025194/2012-1 0

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intituiédo, “Atividaes Biolégicas de plantas do mangue Brasileiro”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normaé sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagao e julgamento pela CEUA-UFPE,

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questio do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem
realizados.

Origem dos animais: Biotério Depto. Fisiologia e
Farmacologia da UFPE: Animais:Ratos; Sexo: macho e
fémea; Idade: 8 a 12 Sémanas; Peso: 225 a 275g;
Ndmero de animais previsto no protocolo: 60 animais.

Atenciosamente,

RECEBIDOEM: 06 /17 | Do/ 2
NOME: TJE&yMessow TA PHA EC C/H‘DUSO V/F//,A
ASSINATURA: . / S

P

-

CCB: Integrar para desenvolver



