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ARCARO, G. Mucilagem de Ocotea puberula (RICH.) NEES.: Desenvolvimento de
um fitomedicamento e testes “in vivo” para cicatrizagdo de feridas. Ponta
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RESUMO

Os objetivos dessa pesquisa foram desenvolver e avaliar fitomedicamentos para
cicatrizacdo de feridas contendo mucilagem de Ocoteapuberula (Rich) Nees.
Materiais e métodos:a coleta e preparacdo das cascas foi realizada em espécies
nativas da regido dos Campos Gerais de Ponta Grossa PR, Brasil; sendo a mesma
submetida a uma técnica hidroalcodlica para extracdo da mucilagem, através de
técnicas distintas pela aplicacdo ou ndo de calor até 60°C. As amostras liofilizadas do
extrato hidroalcodlico da Ocoteapuberula (EHOP) foram analisadas através de
técnicas de DTG/TG, FTIR para andlise dos extratos nas diferentes extracdes, assim
como quantificagcdo de rendimento de extragdo do EHOP. Posteriormente foram
formuladas membranas semipermeaveis de carboximetilcelulose (CMC)e acetato de
polivinila (PVA) impregnadas com 10% de EHOP. Concomitante, foi realizado andlise
reologica e FTIR das membranas. As membranas de CMCe PVA puras e incorporadas
com EHOP foram testadas em ratos através da aplicacdo em uma leséo no dorso do
animal. Como controle positivo foi utilizado o curativo Megisorb™ e negativo a agua
destilada. As lesbes foram avaliadas quanto ao indice de retracdo da lesdo, analise
histol6gica das feridas quanto a inflamacédo, angiogénese e colagénese e analise
laboratorial de amostra sanguinea dos animais quanto a toxicidade hepatica ou renal.
Resultados:a extracdo através do aquecimento a 60°C proporcionou melhor
rendimento associado a maior concentracdo de compostos alcaléides, com
similaridade em FTIR da extracdo sem emprego de calor e a analise reolbgica
demonstrou potencial em absorcdo de forcas de stress sem sofrer deformacgéo. Os
espectros de FTIR das membranas de CMC e PVA sugeriram melhor estabilidade do
EHOP em PVA. As analises histolégicas permitiram visualizar potencial cicatrizante
aos grupos CMC/EHOP e o EHOP, sem toxicidade hepatica ou renal em ambos os
grupos, sugerindo assim um potencial fitoterapico na aplicacdo de EHOP em feridas.

Palavras-chave: Fitoterapia, ferimentos, lesdes, cicatrizacdo, mucilagem vegetal,
reologia, Ocoteapuberula.
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phytomedication and "in vivo" tests for wound healing. Ponta Grossa, 2018. 128
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ABSTRACT

The objectives of this research were to develop and evaluate one phytomedications
for wound healing containing mucilage of Ocoteapuberula (Rich) Nees. Materials and
method:The collection and preparation of the bark was carried out in native species
of the “Campos Gerais” region of Ponta Grossa PR, Brazil, and it was submitted to a
hydroalcoholic technique for extracting the mucilage, using different techniques for the
application or not of heat up to 60 ° C. The lyophilized samples from the
Ocoteapuberulahydroalcoholic extract (OPHE) were analyzed by DTG / TG, FTIR
techniques for analysis of the extracts in the different extractions, as well as
guantification of extraction yield of EHOP. Subsequently, semipermeable membranes
of carboxymethylcellulose (CMC) and polyvinyl acetate (PVA) impregnated with 10%
OPHE were formulated. At the same time, the rheological and FTIR analysis of the
membranes was performed. Pure CMC and PVA membranes incorporated with
OPHEwere tested in rats by application to a lesion on the animal's back. As a positive
control the Megisorb dressing was used and negative the distilled water. The lesions
were evaluated for lesion retraction index, histological analysis of wounds for
inflammation, angiogenesis and collagenesis, and laboratory analysis of blood
samples from animals for hepatic or renal toxicity. Results: Extraction through heating
at 60 ° C provided a better yield associated with a higher concentration of alkaloid
compounds, with FTIR similarity of the extraction without use of heat, and rheological
analysis showed a potential for the absorption of stress forces without deformation.
The FTIR spectra of CMC and PVA membranes suggested improved stability of EHOP
in PVA. Histological analyzes allowed visualizing healing potential for the CMC / EHOP
and EHOP groups, without hepatic or renal toxicity in both groups, thus suggesting a
phytotherapeutic potential in the application of EHOP in wounds.

Key words: Phytotherapy, wounds, lesions, healing, vegetable mucilage, rheology,
Ocotea puberula.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as feridas cronicas constituem um sério problema de saude publica,
afetando grande parcela da populacdo, em especial aos adultos e idosos, interferindo
na capacidade funcional e ainda contribuindo para elevagéo de indices de morbidade
e mortalidade por doengas crbonicas (ABREU; RENAUD; OLIVEIRA, 2013). Esse
elevado numero representa um desafio para a adequada terapia, requerendo atencéo
e cuidado especial por parte dos profissionais de saude, pois consiste em atividade
de tratamento, que demanda tempo e custos, devido a longevidade da existéncia da
ferida; a baixa resposta aos tratamentos e a ndo adeséo a estas intervengdes (SILVA,
2011).

Uma das justificativas de ndo adesdo ao tratamento € a dificuldade de acesso
da populacao brasileira aos medicamentos de alto custo (66%), aliado ao habito de
utilizar praticas integrativas e complementares nos cuidados em saude (62,9%)
(BRASIL, 2006). A utilizacdo de plantas como uma dessas alternativa de tratamento,
denota a importancia de pesquisas que avaliem eficacia e seguranca no uso de
material vegetal permitindo uma alternativa ao uso de medicamentos alopaticos
(OLIVEIRA; SOARES; ROCHA, 2010).

O tratamento de feridas retoma a Antiguidade, na busca pelo homem de
terapias com melhores resultados cicatriciais em menores intervalos de tempo através
do uso de diversos métodos e substancias na terapéutica de lesdes. Utilizava-se,
muitas vezes, produtos empiricos, ineficazes e ao mesmo prejudiciais a processo
cicatricial. Os avancos tecnolégicos, os quais favoreceram e influenciaram a busca de
estudos acerca do assunto, propiciando um grande avan¢o no conhecimento dos
diferentes tipos de lesdes, desde o processo de reparacdo do tecido lesado, bem
como de todos os fatores nele envolvidos (MESQUITA, 2013).

Uma op¢ao comumente explorada é a aplicacéo da fitoterapia, palavra de origem
grega que resulta da combinacéo dos termos Phito = plantas e Therapia = tratamento
e caracteriza pelo uso de plantas para tratamento de enfermidades. Historicamente,
observa-se a busca por utilizacdo da natureza e sua biodiversidade para aplicacéo a
Saude. Desde 1992, na Convencgdo sobre a Diversidade Bioldgica, 168 paises

assinaram acordos e termos na busca de preservacéo e exploragao segura de suas
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espécies nativas. Para as plantas (excluindo algas), hd um catalogo global de registro
de mais de um milhdo de nomes e cerca de 350 mil espécies. No Brasil, conhece-se
a ocorréncia de aproximadamente 35 mil espécies, sendo destas quase 20 mil
espécies endémicas (SANTOS, 2016).

Dentre as plantas com propriedades medicinais, destaca-se na regido dos
Campos Gerais a espécie Ocotea puberula (Rich.) Nees. A Ocotea puberula é uma
espécie arbdrea nativa que ocorre por toda América tropical e subtropical, em quase
todas as formacoes florestais (LORENZI, 1998). E conhecida popularmente como
guaicd, canela- guaica, canela-sebo, canela-parda, canela-de-corvo, canela-pimenta.
Em trabalho etnoboténico efetuado em comunidades indigenas do Parani e Santa
Catarina por Marquesini (1995) foi obtida a informacéo do uso de Ocotea puberula no
tratamento de tumores e afeccbes da pele. Ainda assim, em levantamento
bibliografico, existem poucas citacdes sobre dados fitoquimicos, principalmente
relacionados com a identificacdo dos metabdlitos secundarios do presente taxon
(FARAGO et al., 2004).

Nota-se também que h& uma busca por associacao de biofilmes a biomateriais
crescente nas areas de pesquisas correlatas ao tema “Cicatrizagdo”, sendo
fortemente associado a utilizacdo de biomateriais de facil acessibilidade,
disponibilidade e baixo custo com a efetividade na sua funcdo a ser pesquisada
(antimicrobiano, antibiético, cicatrizante, anti-inflamatério, entre outros).

Considerando a necessidade clinica de um tratamento eficaz na cicatrizacdo de
feridas associado a ampla oferta da canela guaici na Regido dos Campos Gerais, 0
presente estudo propde a obtencao de um novo fitomedicamento baseado na extracao
de mucilagem da espécie O. puberula, associado com outros compostos, como
Carboximetilcelulose (CMC) e o acetado de polivinila (PVA), para elaboracdo de uma
pelicula semipermeéavel impregnada com a mucilagem, para aplicacdo em feridas e
avaliacdo de sua efetividade em testesin vivo em ratos, para posterior aplicacdo no
tratamento de feridas crénicas no ambiente hospitalar.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PELE
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Comumente, cita-se na literatura coloquial e na descricdo de diversos artigos
ndo cientificos, a classificacdo de tecido em referéncia a pele. Essa citagdo esta
equivocada, pois tecido se refere a qualquer agrupamento celular, tais como tecido
epitelial, conjuntivo, muscular, 6sseo, entre tantos outros. Nota-se portanto a
necessidade de explanar a definicdo e caracteriza¢do da pele e suas caracteristicas
histoldgicas e fisiologicas (RABEH, 2013).

2.1.1 Anatomia e Fisiologia da Pele

O sistema tegumentar recobre o corpo, protegendo-o contra o atrito, a perda
de agua, a invasdo de micro-organismos e a radiacdo ultravioleta. Tem papel na
percepcdo sensorial (tato, calor, pressdo e dor), na sintese de vitamina D, na
termorregulagcdo, na excrecdo de ions e na secrecdo de diversas substancias. O
tegumento € constituido pela pele e seus anexos: pelos, unhas, glandulas sebaceas,
sudoriparas e mamarias(SILVA, 2011).

A pele € o maior 6rgdo do corpo, sendo composta pela epiderme, derme e de
tecido conjuntivo. Subjacente, unindo-a aos 6rgdos, ha a hipoderme (ou fascia
subcutéanea) de tecido conjuntivo frouxo e adiposo, conforme ilustrado na figura
1(RABEH, 2013).

Figura 1 - Desenho esquematico das camadas da pele
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Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso

Fonte: Epiderme e Derme — camadas da pele (MORENO, 2017)
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A pele apresenta diferencas segundo a sua localizag&o. A palma das maos e a
planta dos pés, que sofrem um atrito maior, possuem uma epiderme constituida por
varias camadas celulares e por uma camada superficial de queratina bastante
espessa. Esse tipo de pele foi denominado pele grossa (ou espessa). Nao possui
pelos e glandulas sebaceas, mas as glandulas sudoriparas sdo abundantes. A pele
do restante do corpo tem uma epiderme com poucas camadas celulares e uma
camada de queratina delgada e foi designada pele fina (ou delgada). A epiderme da
pele grossa mede 0,8 a 1,4 milimetros (mm), enquanto a da pele fina, 0,07 a 0,12mm
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A epiderme pode ser caracterizada em quatro camadas distintas: o estrato
basal, o estrato espinhoso, o0 estrato granuloso e o estrato cérneo; conforme ilustrado
na Figura 2. Cada camada da epiderme tem funcdes e especificidades distintas
(KUHNEL, 2012).
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Figura 2 - Desenho esquematico da epiderme
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Fonte: Epiderme e Derme — camadas da pele (MORENO, 2017)

Nota-se também uma diversidade de células distintas, e estas com funcdes especificas
e cruciais para o funcionamento adequado da pele em suas funcdes gerais. Os melandcitos
sdo células arredondadas com longos prolongamentos, citoplasma claro e nucleo ovéide,
possui vesiculas membranosas, denominadas melanossomas, as quais oxidam a tirosina em
3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) e transformam a DOPA em melanina (do grego melas,
negro), um pigmento pardo-amarelado a marrom-escuro. Pela fagocitose da extremidade dos
prolongamentos, os grédos de melanina sao introduzidos nas células do estrato basal e do
estrato espinhoso. A melanina concentra-se sobre o nucleo, protegendo o material genético
da radiagéo ultravioleta (MONTANARI, 2016).

Ja as células de Merkel séo semelhantes aos melandcitos, mas sédo mais escassas e,
portanto, dificeis de serem observadas. Contém um nucleo volumoso, filamentos de queratina
e vesiculas neuroenddcrinas. Na base da célula, formam jungdes singpticas com terminacdes
nervosas sensitivas. Essas células sdo receptores tateis (mecanorreceptores) e sao
abundantes nas pontas dos dedos e na base dos foliculos pilosos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

As células de Langerhans séo células apresentadoras de antigenos e originam-
se de precursores da medula 6ssea. Elas fagocitam e processam os antigenos
estranhos na pele, pois apresentam os antigenos capturados aos linfocitos T na
prépria epiderme ou nos linfonodos regionais, e os linfocitos iniciam a resposta
imunoldgica. Nota-se portanto participacdo ativa na modulacdo de dermatites
alérgicas por contato e da rejeicao de transplantes cutaneos (GARTNER, 2017).

Penetrando a epiderme até o estrato granuloso, ha terminacfes nervosas
livres. Elas sao ramificacGes de fibras amielinicas aferentes desprovidas de células
de Schwann. Funcionam como receptores tateis de temperatura e de dor. (RABEH,
2013). Ja no estrato cérneo estdo as células sem atividade proliferativa, as quaissédo
pavimentosas, anucleadas e queratinizadas. Esse estrato confere protecao contra o
atrito, a invasado de micro-organismos e a perda de agua. Sua espessura varia, sendo
maior na pele grossa, submetida a mais friccdo do que a pele fina (RABEH, 2013).

Quando seguimos a descricao anatdbmica da pele por camadas, percebe-se que
o limite entre a epiderme e a derme, principalmente na pele grossa, é bastante

irregular, devido a projecdes da derme para a epiderme (papilas dérmicas) e de
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projecdes da epiderme para a derme (cristas epidérmicas). Essas projecoes
aumentam a area de contato entre a derme e a epiderme, dando maior resisténcia a
pele.

A derme é subdividida em: derme papilar, que corresponde as papilas dérmicas
e é constituida por tecido conjuntivo frouxo e derme reticular, a maior parte da derme,
de tecido conjuntivo denso ndo modelado. As fibras coldgenas dispostas em
diferentes sentidos conferem resisténcia ao estiramento. As camadas papilar e
reticular contém fibras elasticas, o que da elasticidade a pele (SILVA, 2011).

Encontra-se também na derme alguns anexos cutdneos, como 0S vasos
sanguineos e linfaticos, os nervos e as terminagfes nervosas sensoriais livres ou
encapsuladas. Uma vez que toda a superficie cutanea € provida de terminacdes
nervosas capazes de captar minimos estimulos térmicos, mecéanicos ou dolorosos,
como por exemplo serpossivel discriminar um ponto em relevo com apenas 0,006 mm
de altura e 0,04 mm de largura quando tateado com a ponta do dedo (KUHNEL, 2012).

Essas terminacdes nervosas ou receptores cutaneos séo especializados na
recepcao de estimulos especificos. Ndo obstante, alguns podem captar estimulos de
natureza distinta. Cada receptor tem um axonio e, com excecdo das terminacoes
nervosas livres, todos eles estdo associados a tecidos nao-neurais. A derme pode
conter ainda células musculares lisas, como, por exemplo, nas aréolas mamarias e no
escroto (musculo dartos), ou fibras musculares esqueléticas, como na face
(MENDONCA; RODRIGUES, 2011).

Sobre 0s anexos cutaneos presentes na pele humana, estes também
desenvolvem suas fungdes para garantia das atribuicdes fisiologicas da pele, os quais
se destacam os pélos, as glandulas sebaceas e sudoriparas e a glandula mamaria.

Os pélos desenvolvem-se dos foliculos pilosos, invaginacdes da epiderme na
derme e na hipoderme. Eles sdo abundantes na pele fina do couro cabeludo e
ausentes nos labios, na glande, nos pequenos labios, na face vestibular dos grandes
labios, nas faces laterais das maos e dos pés e na pele grossa da palma das méos e
da planta dos pés. O foliculo piloso é constituido por: bainhas radiculares interna e
externa, derivadas da epiderme; membrana vitrea, que corresponde a membrana
basal, e bainha dérmica, onde ha condensacédo de fibras colagenas (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013).
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Associados aos foliculos pilosos, em virtude da sua origem, h& as glandulas sebaceas.
Elas sdo abundantes no couro cabeludo e ausentes na palma das méos e na planta dos pés.
Situam-se na derme. Sdo glandulas exdcrinas alveolares e possuem um ducto curto que
desemboca no foliculo piloso. Em algumas areas do corpo, sem pélos, as glandulas sebaceas
abrem-se diretamente na superficie epidérmica.O sebo é uma secrecao oleosa, com acidos
graxos, ésteres de cera e esqualeno, junto com os restos das células produtoras. Ele lubrifica
a superficie da pele e do pelo, aumentando as caracteristicas hidrofobicas da queratina e
protegendo o pelo (MONTANARI, 2016).

J& as glandulas sudoriparas estéo distribuidas pela superficie corporal, excetuando-
se os labios, o clitéris, os pequenos labios, a glande e a superficie interna do prepdcio. Elas
sdo abundantes nas regides palmar e plantar. A porcdo secretora situa-se profundamente na
derme ou na parte superior da hipoderme. Séo glandulas exdcrinas tubulares simples, cuja
funcéo secretora é realizada pelas células escuras, produtoras de glicoproteinas, e pelas
células claras, com caracteristicas de células transportadoras de ions e responsaveis pela

secrec¢do aquosa do suor (GATNER, 2017).

7

O suor é uma solucdo aquosa, hipotdnica, com pH neutro ou levemente &cido,
contendo ions de sodio, potassio e cloro, uréia, acido urico e amoénia. Além da funcéo
excretora, as glandulas sudoriparas regulam a temperatura corporal pelo resfriamento em

consequéncia da evaporacao do suor (RABEH, 2013).

Porém, na glandula maméaria, que é uma area modificada da pele com
glandulas sudoriparas especializadas na secrecao de nutrientes sob a influéncia
hormonal, ocorre a liberacéo do leite, importantissimo para alimentacao e crescimento
dos recém nascidos, promovendo protecéo, alimentacdo e desenvolvimento ao bebé
(MENDONCA; RODRIGUES, 2011).

2.1.2 Feridas

Feridas séo descritas como lesdes ou alteracdes de ordem celular, geralmente
visiveis sobre a superficie da pele, as quais podem estar relacionadas a diversos
fatores desencadeadores da leséo, tais como danos externos ao corpo, respostas
imunoldgicas, tumores, entre outras diversas etiologias. Estas sdo usualmente
classificadas em agudas ou cronicas: sendo as cronicas as que demandam mais

tempo no processo de cicatrizacdo (usualmente acima de 21 dias) eas lesdes agudas,
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as quais regeneram em tempo inferior. Associado a ferida, a populacdo adulta é
comumente assolada por doengas cronicas e sistémicas, tais como diabetes,
hipertensdo arterial, desnutricdo, imunodeficiéncia ou infeccdo. Estas sdo as
principais causas sistémicas de retardo no processo de reparacédo tecidual (SILVA,
2011).

As feridas podem ser também classificadas de acordo com suas
caracteristicas;quanto a causa, podem ser classificadas como cirargicas (por incisao,
excisdo ou puncédo), traumaticas (mecanico, fisico ou quimico) ou ulcerativas. Ja
quanto ao contetudo microbiano, as feridas podem ser classificadas como limpas (em
condicdes assépticas), limpas contaminadas (tempo inferior de 6 horas entre trauma
e atendimento, sem contaminagdo significativa), contaminadas (tempo de
atendimento superior a 6 horas, sem sinal de infeccdo) e infectadas (presenca de
agente infeccioso ou intensa reacdo inflamatéria, podendo estar presente o pus)
(MEIREIES, 2008; SANTOS, 2016).

Existe também trés formas distintas das feridas poderem cicatrizar, as quais
dependem da quantidade de tecido lesionado e da presenca ou ndo de infeccéao.
Cientificamente, estas maneiras distintas de cicatrizagcdo podem ser classificadas
como: cicatrizagao por primeira intencao (ndo ha perda de tecido e as bordas da ferida
ficam justapostas), cicatrizagdo por segunda intengéo (perda de tecido e bordas néo
justapostas, cicatrizando mais lentamente) e cicatrizacdo por terceira intencao
(corrigidas cirurgicamente, normalmente crénicas sem resposta a tratamento usual).
Podemos ainda definir feridas de acordo com sua apresentacdo como aberta (bordas
da pele afastadas) ou fechadas (bordas justapostas) (BERGO, 2011; TAZIMA;
VICENTE; MORIYA, 2008).

Nota-se ainda uma tendéncia em classificacdo das feridas de acordo com o
volume de exsudato (liquido com alto teor de proteinas séricas e leucécitos, produzido
como reacao a danos nos tecidos e vasos sanguineos), sendo definidas como secas,
pouco exsudativas, moderadamente exsudativas e altamente exsudativas (BERGO,
2011).

No caso de feridas infectadas, o tratamento continua sendo um tema de grande
importancia médica, particularmente na pratica cirdrgica, numa época em que 0 Uso

indiscriminado de antimicrobianos tem dificultado o tratamento hospitalar dos
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pacientes, com repercussao no aparecimento cada vez maior de microorganismos
resistentes aos antimicrobianos. Diversas terapias alternativas tém sido testadas,
dentre as quais o0 uso tépico de substancias com elevada osmolaridade, sendo o

acucar e seus derivados citados como agentes antimicrobianos (ALVES et al., 2008).

2.1.3 Cicatrizacao

Logo ap0s uma agressao a continuidade da pele, desde superficial até
profunda, ocorre o inicio de processos especificos para cicatrizacéo e reparo tecidual.
Essa reestruturacdo da pele é desencadeada por mecanismos complexos, em
quevarios fatores extrinsecos (frio, calor, umidade) ou intrinsecos (doencgas cronicas,
imunidade comprometida, nutricdo) contribuem ou retardam a regeneracao da pele.
Embora a reparacéo tecidual seja reguladosistemicamente, é necessario favorecer
condi¢cdes locais atravésde terapia tOpica adequada para viabilizar o processo
fisiologico. Para isto, no tratamento de feridas tem-se intensificado apesquisa de
produtos naturais para auxiliar a cicatrizacdo (COELHO et al., 2010).

A cicatrizacdo ocorre através de um processo dinamico, interdependente,
continuo e complexo, com finalidade de restaurar os tecidos lesados, sendo composto
por trés principais fases, as quais sdo inflamatoria, proliferativa e de maturagéo.

Na fase inflamatéria que ocorre logo apds a injuria tecidual, acontece
homeostase e inflamac&o. E resumida em uma tentativa de limitar o dano tecidual,
cessar 0 sangramento através do selamento da superficie da ferida e remocéo de
tecido necrético, fragmentos estranhos ou bactérias presentes. Esta fase caracteriza-
se por aumento da permeabilidade vascular, migracao de células para a ferida por
guimiotaxia, secrecdo de citocinas e fatores de crescimento na ferida e ativacdo de
migracao de células (MEDEIROS; DANTAS, 2016).

Este processo fisioldgico ocorre porque, durante a injdria renal aguda, 0s vasos
sanguineos lesados exp8e o colageno subendotelial as plaguetas, o que acarreta em
agregacao plaquetéria e ativacdo da via de coagulacdo. Ocorre vasoconstri¢cdo inicial
das arteriolas e capilares, logo seguido por vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular. Apés o cessamento do sangramento, nota-se um acumulo
substancial de eritrocitos e plaguetas ao capilar danificado (MEDEIROS; DANTAS,
2016).
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O aumento da permeabilidade vascular associados a fatores quimiotaticos
promove também a diapedese dos macréfagos ao sitio da lesdo. Estes liberam
diversos componentes, enzimas e proteases, o que facilita sua migracdo. Nesta etapa,
a lesdo apresenta-se caracteristicamente com rubor, edema, calor e dor; estes
relacionados a vasodilatacdo e migracdo de neutrofilos ao local de lesdo (SILVA,
2011).

Podemos resumir a fase inflamatoéria, que ocorre normalmente em até seis dias;
em etapas sequenciais, tais como a etapa trombocitica (ativacdo da cascata de
coagulacao), etapa granuldcita (grande acumulo de leucécitos com fagocitose das
bactérias e limpeza local da ferida) e etapa macrofagica (macréfagos liberam enzimas,
substancias vasoativas e fatores de crescimento celular) (BERGO, 2011).

Ja na fase proliferativa inicia-se o reparo da ferida através da angiogénese,
fibroplasia e epitelizagdo. Observa-se formagéo de tecido granuloso, que consiste de
leito capilar, fibroblasto, macréfagos e rede de colageno, além de outros compostos.
A angiogénese é definida como formacdo de novos vasos, estes necessarios para
suportar o ambiente de cicatrizacdo da ferida. Os fibroblastos presentes nesta etapa
sdo células especializadas que chegam ao leito da ferida por diapedese, atraidos
quimicamente ao sitio de inflamacao, onde se dividem e produzem componentes da
matriz extracelular (MEDEIROS; DANTAS, 2016).

Nesta fase nota-se um processo intenso de reepitelizacdo, iniciado poucas
horas apos a lesao na formacao de coagulos, posteriormente acontece a migracao de
células epiteliais. Queratindcitos localizados na camada basal da epiderme residual
migram para a superficie da ferida, distribuida em uma sequéncia de etapas:
desapego ao tecido basal, migracao ao leito da ferida, proliferacéo local, diferenciacao
e estratificacdo. Nota-se ainda a formacé&o continua de colageno no interior da leséo
(BERGO, 2011).

Na fase de maturacdo, também chamada de fase reparadora ou de
remodelacdo tecidual, € 0 momento em que ja pode ser observado a contracao inicial
da ferida, de ordenacao centripeta tanto em profundidade como em extensdo de toda
a espessura da lesédo devido reducéo da densa rede de capilares dos fibroblastos e
reordenacao das fibras de colageno (PETZ, 2015).
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Nota-se ainda diminui¢cdo da vascularizacao, hipopigmentacao e diminuicéo da
espessura da cicatriz, entretanto, o tecido cicatricial pode atingir até 80% da forga
original do tecido, portanto nunca sera idéntico ao tecido original. O processo
cicatricial segue um curso fisiolégico do organismo, descrito acima; porém nem todas
feridas cicatrizam de forma rapida e sem complicacdes, como € o caso de feridas
cronicas. Estas sdo lesdes que se desenvolvem por uma sequéncia anormal de
reparacao nas fases da cicatrizacdo e em tempo prolongado, acarretando em déficit
na recuperacao anatébmica e funcional do tecido, normalmente influenciado por fatores

locais e sistémicos que retardam este processo (PETZ, 2015).
2.1.4 Condicbes ideais para o processo de cicatrizacao

Compreendendo que a cicatrizacdo é envolvida por etapas sequenciais e
especificas para que haja a regeneracdo da pele agredida por uma lesdo, ha
necessidade de promover condicdes que favorecam a cicatrizacdo de maneira ideal.
Destaca-se a temperatura, pH, niveis bacterianos na ferida e umidade. A manutencéo
da temperatura e torno de 36,4 graus Celsius (°C) a 37,2°C favorece as reacgdes
quimicas celulares (mitose, fagocitose, sintese de proteinas e metabolismo). J& o pH
acido que as secrecdes das glandulas sudoriparas e sebaceas promovem (pH4,2 a
5,6) impedem a penetracdo ou coloniza¢do de microrganismos (CAMPQOS, 2008).

Portanto, o controle da coloniza¢éo nas feridas favorece também a cicatrizagéo,
através de limpeza adequada, com técnica asséptica na troca do curativo e utilizacao
de curativos que promovam barreira e que ajudem no controle microbiano. Ainda ha
de destacar que toda atividade celular ocorre em meio Umido, sendo crucial a
utilizacao de um curativo que favoreca uma umidade ideal, protegendo as terminagdes
nervosas, reduzindo a dor; acelerando o processo cicatricial, prevenindo a
desidratacédo tecidual e a morte celular; promovendo necrdélise e fibrindlise. O excesso
de umidade ou falta do mesmo podem impossibilitar a atividade celular normal na area
lesionada, lentificando a cicatrizagcdo, causando dessecacao, hipergranulagcdo ou
maceracao (SMANIOTTO et al., 2010).

2.2 TRATAMENTO DE FERIDAS
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Para o tratamento de feridas crOnicassao testadas diariamente diversas
terapias alternativas, dentre as quais 0 uso tépico de substancias com elevada
osmolaridade tem demonstrado efeitos benéficos no tratamento das lesdes,
evidenciado potencial cicatrizante e antimicrobiano de grande interesse clinico
(MESQUITA, 2013).

Nos dias atuais a terapia topica empregada em feridas geram conflito de
opinides, em especial entre profissionais da area de saude. Fato este justificado pela
terapéutica implantada que deve atentar para a lesdo e seu portador, com
sensibilidade e planejamento holistico, de modo a contemplar o ser humano em sua
plenitude. Estes multiplos fatores de avaliagédo e definicdo de coberturas de maneira
subjetiva corrobora a divergéncias de propostas de tratamentos as lesdes de pele, em
especial em feridas cronicas.

Os estudos, a comercializagéo e o uso de biomateriais, tais como 0s compostos para
aplicacao topica, advém de longos tempos, remontando a sua aplicagcdo na correcao dos mais
diversos tipos de problemas desde a antiguidade, como o uso de suturas de linho e ouro no
Antigo Egito (2000 AC) e de intestino de gatos, na Europa, durante a Idade Média, até dentes
artificiaisfeitos de conchas pelos maias (600 AC), de ferro pelos franceses (200 AC) e de ouro
e madeira pelos romanos, chineses e astecas (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Ja nos primérdios da existéncia humana, notava-se a busca por auxilio na
tentativa natural de restaurar lesdes e traumas. A utilizacdo de cataplasmas e
curativos de diversos compostos detém um avanco progressivo e acumulativo quanto
ao conhecimento e cultura referente a aplicagdo de coberturas para a pele. Na
literatura ha relatos de utilizacdo de varios agentes como extratos de plantas, agua,
neve, gelo, frutas e lama sobre as feridas (GIRARDI, 2005).

Nos dias atuais, percebe-se que o mercado relacionado a area de biomateriais
€ expressivo tanto do ponto de vista da quantidade de produtos comercializadas
guanto do montante financeiro movimentado por empresas nas diversas areas de
atencdo a saude.Busca-se portanto, através das pesquisas, a formulacao de u produto
destinado ao tratamento das lesGes de pele que apresentam algumas caracteristicas
como: facilidade de aplicacdo e remocéo, conforto ao paciente, manutencdo da
umidade adequada no leito da ferida, custo-beneficio atrativo, dentre outras
gualidades (OKUMA, 2013).
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Atualmente h4, no mercado mundial, diversas op¢fes de materiais que podem

ser utilizados nas diferentes etapas de tratamento das feridas com funcdes desde

higienizacdo do leito da ferida, debridamento para diminuicdo da populacéo

bacteriana, também para controle do exsudado ou ainda como estimulo a granulacéo
(SMANIOTTO et al., 2010).

Observa-se também que os curativos podem ser classificados em curativos em

passivos, com principios ativos, curativos inteligentes e curativos biologicos, de

acordo com os quadros descritos abaixo, exemplificando o principio ativo e suas

principais caracteristicas. Nota-se também a ascensdo por terapia por pressao

negativa, idealizada por Argenta e Morikwasem 1997 e introduzida no Brasil em 2003,
como uma opc¢ao a mais no tratamento das feridas (MEDEIROS; DANTAS, 2016).

Quadro 1 -Exemplos de cobertura (curativos passivos) encontrados no mercado brasileiro

. . ~ . o Contra
Composicao Mecanismos de acéo Indicagbes NG
indicacdes.
ueimaduras de .
Q : . |[Feridas
profundidade parcial, |
. Tela de acetato de . X infectadas e
Curativo aderente Livre fluxo de areas doadoras e
celulose com com grande
(Rayon) . exsudato. receptoras de
vaselina ou SF. volume de
enxerto e
~ exsudato.
laceracoes.
Cobertura permeével|Feridas com
Polimero de a gases e fechamento por
. poliuretano, com impermeavel a agua [primeira intengéo Feridas com
Filme transparente . o : : -
adesivo de acrilico |e microrganismos. |sem exsudato e exsudacao.

em uma das faces.

Manutencéo do leito
Umido. Alivio da dor.

Areas doadoras de
enxerto.

Fonte: SMANIOTTO, P. H. S.; GALLI, R.; CARVALHO, V. F.; FERREIRA, M. C. Tratamento clinico

das feridas: curativos.Revista Médica, v.89, n. 3/4, p. 137-141, 2010.

Quadro 2 -Exemplos de curativos com principio ativo encontrados no mercado brasileiro

Composicéo

Mecanismos de

Indicacbes

Contra indicac0fes.

Composicéao

acao
Absorgéo pouco .
Poliuretano exsudato. Mantém Prpt(fga_o d,e Feridas com
: . S proeminéncia 0ssea
. . semipermeavel (ext.) meio umido. , ~ grande
Hidrocoldide : o (Ulceras de presséo) ~
e celulose, gelatina e Alivio da dor ~ ; exsudacéo e
A X ; e Lesao parcial de :
pectina (int.). Estimula tecido ele infectadas.
granulacao. P
N L Ambiente hidréfilo N .
Alcool de polivinil, . Lesdo parcial de pele .
. NN Retem umidade. : . Feridas
Hidrogel poliacrilamidas e L e feridas com tecidos| .
Liquifacéo de infectadas

polivinil.

Nnecrose.

desvitalizados.
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Alginato de Calcio

Fibras de algas
marinhas
impregnadas com
calcio.

O célcio induz
hemostasia.
Absorcéo de

0 meio Umido
(desbridamento
autolitico).

exsudatos. Mantém

Feridas abertas
exsudativas,
cavitarias e
sangrantes.

Lesdes
superficiais com
pouca
exsudacéo e
limpas.

Fonte: SMANIOTTO, P. H. S.; GALLI, R.; CARVALHO, V. F.; FERREIRA, M. C. Tratamento clinico
das feridas: curativos.Revista Médica, v.89, n. 3/4, p. 137-141, 2010.

Quadro 3 -Exemplos de curativos com principio ativo enzimatico encontrados no mercado brasileiro

Composicéo

Mecanismos de
acao

Indicacbes

Contra indicacfes

Composicéo

necrose Umida ou
seca.

Papaina Enzima proteolitica |Ac¢&o de cisteina em|Tecido Hipersensibilidade a
do latex do Carica |dissolver desvitalizado, formulag&o ou dor.
papaya. seletivamente necrose Umida ou |Feridas limpas e
substratos seca. secas
necroticos
(desbridante
enzimatico).
Colagenase Enzima proteolitica |Degrada colageno [Tecido Feridas limpas e
Clostridiopeptidase |da ferida. desvitalizado, secas

Fonte: SMANIOTTO, P. H. S.; GALLI, R.; CARVALHO, V. F.; FERREIRA, M. C. Tratamento clinico
das feridas: curativos.Revista Médica, v.89, n. 3/4, p. 137-141, 2010.

Quadro 4 -Exemplos de curativos inteligentes encontrados no mercado brasileiro

Composicéo

Mecanismos de
acao

Indicagbes

Contra indicacdes

Composicéo

Carvao ativado
com prata

Fibras de carvao
ativado impregnado
com prata 0,15%.

Adsorcédo de
exsudato
Diminuic&o do odor.
Prata é
bacteriostatica.

Feridas fétidas,
exsudativas e
infectadas.

Feridas limpas e
secas.

Poliuretano ou

Alta absor¢édo com

silicone isolamento térmico. [Feridas exsudativas,
Espuma com prata entremeadas por .Aderenua d_o coIomzadas, Feridas limpas e
bolhas de ar silicone ao leito. superficiais ou secas.
impregnada com Prata é profundas.
prata. bacteriostatica.
Prata ibnica causa
precipitacéo de
. proteinas e age na Feridas com Hipersensibilidade a
Placa de Prata Sais de prata. membrana : ~ .
. L infeccéo superficial. prata.
citoplasmatica da
bactéria

(bacteriostética).

Fonte: SMANIOTTO, P. H. S.; GALLI, R.; CARVALHO, V. F.; FERREIRA, M. C. Tratamento clinico
das feridas: curativos.Revista Médica, v.89, n. 3/4, p. 137-141, 2010.

Quadro 5 -Exemplos de curativos bioldégicos encontrados no mercado brasileiro

Composicéo

Mecanismos de
acao

Indicacbes

Contra indicacdes

Composicéo
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Matriz de colageno

Colageno bovino ou
suino decelularizado
com celulose
oxidada.

Agrega
sinalizadores, que
coordenam a
ativacao de fatores
de crescimento
enddgenos.

Feridas cronicas e
anérgicas
(ex: diabéticos,
Ulceras venosas).

Experiéncia clinica
ainda limitada.

Matriz de celulose

Membrana de
celulose produzida
por Acinetobacter
xylinum desidratada,
acrescida de poros
artificialmente.

Manutencéo da
umidade da ferida e
ativacao de fatores

de crescimento.

Area doadora de
enxerto e feridas
superficiais.

Feridas muito
exsudativas e
infectadas.

Pele alégena

Lamina de pele
humana de doador
decelularizada.

Substituto
temporario da pele
humana.

Grande queimado,
feridas complexas
com perdas
extensas.

Limitag&@o de bancos
de tecidos em nosso
meio.

Fonte: SMANIOTTO, P. H. S.; GALLI, R.; CARVALHO, V. F.; FERREIRA, M. C. Tratamento clinico
das feridas: curativos.Revista Médica, v.89, n. 3/4, p. 137-141, 2010.

Quadro 6 -Exemplo de curativo utilizando presséo subatmosférica como forma de preparacao do leito

da ferida
Composicéo Mecar;gsargos de Indicacbes Contra indicacGes Composicéao
Presséo
. subatmosférica,
Esponja, tubos . N .
estimulo a Feridas extensas e

Terapia por
pressdo negativa

conectores, pelicula
adesiva,
reservatorio e
bomba de vacuo.

vascularizagéo, a
granulacéo, controle
do edema e da
populacéo
bacteriana

de dificil resolucéo.
Feridas complexas
agudas e crbnicas

Feridas com

Fonte: SMANIOTTO, P. H. S.; GALLI, R.; CARVALHO, V. F.; FERREIRA, M. C. Tratamento clinico
das feridas: curativos.Revista Médica, v.89, n. 3/4, p. 137-141, 2010.

2.2.2 Outras terapias

A gama de terapias topicas para o tratamento de lesdes de pele é inUmera,

denotando um conhecimento cada vez maior dos profissionais acerca de cobertura

ideal e avaliacdo da ferida, a fim de promover uma regeneracdo ideal, livre de

complicacBes como retracdo exacerbada, hipergranulacdo, maceracao ou necrose da

ferida.

Convencionalmente, ha disponivel largamente para a populacdo em geral os

curativos simples, como a utilizacdo de gaze no leito da ferida e fixagdo das mesmas

com micropore. Pelo custo reduzido associado ao efeito protetor e de controle de

umidade, este curativo € empregado em diversas lesdes agudas. Em situacdes de

cronicidade das lesbes ha a busca por um curativo ideal que promova a progressao
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das fases da leséo instalada, pois o tratamento convencional ndo realiza um suporte
adequado para a evolucao da cicatrizagéo.

Girardi (2005), relata que a utilizacdo de gases proporcionam pequena ou
nenhuma ocluséo e permitem a evaporacdo da umidade, resultando em uma ferida
ressecada demasiadamente, além de ndo promover barreira fisica a patégenos
externos (mesmo com 64 camadas de gazes sobre a ferida). Nesta problematica, h4
uma busca continua por aplicacdo de coberturas topicas que promovam a resolucéo
do meio umido ideal, desde o uso de parafinas nos anos 80 até o incremento do
silicone nas peliculas para utilizagcdo em feridas, estas atoxicas e de menor aderéncia
ao leito da ferida, reduzindo lesdes traumaticas em troca dos curativos.

As coberturas atualmente trabalham em varias grandes linhas de aplicacéo:
filmes, espumas, sprays e géis. Os filmes, que séo polimeros em forma de laminas
sobrepostas, séo largamente aplicados em diversas lesdes de pele, sendo que os
compostos usualmente encontrados sdo polimeros de poliuretano, polietileno,
policaprolactona, polietrafluoroetileno, dimetil aminoetil metacrilado,
carboximetilcelulose, entre diversos outros compostos poliméricos (SOUZA, 2014).

Ja as espumas promovem uma absorcdo de exsudato e protecdo térmica
superior aos filmes, favorecendo sua aplicacdo em feridas extensas e exsudativas.
Elas se moldam facilmente ao leito da leséo, podendo ser utilizada inclusive em lesdes
com cavidades irregulares. Negativamente, sua adeséo ao leito da ferida requer uma
cobertura secundaria para fixacdo, muitas vezes de dificil manuseio em algumas
partes do corpo, especialmente articulares. Nestas lesdes, o spray de copolimeros
empregados em filmes e espumas podem colaborar na formacdo de uma barreira
protetora moldada de acordo com a leséao e flexivel para cumprir sua atividade curativa
(GIRARDI, 2005).

Observando as qualidades referentes a cobertura, protecdo e adesao dos
filmes e a absorcao, controle de umidade e moldagem das espumas, as industrias
vem aprimorando a formulacdo de curativos compostos, onde sao associados
diferentes compostos, como exemplo o gel hidrocoloide (associacdo de adesivo
plastico com agente queloide), o hidrogel (polimeros hidrofilicos reticulados em
laminas ou amorfo) entre outras associacdes (SMANIOTTO et al., 2010).
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Observando as atualizacbes referentes a tratamentos tdpicos, destaca-se
também a busca por utilizacéo de biopolimeros (agregagédode proteina, &cido nucléico
ou polissacarideo de origem animal). Suas propriedades de renovabilidade,
biodegradabilidade e atividade biologica detém atencéo e esfor¢os para aplicacdo na
Medicina em geral. Os polissacarideos, por exemplo, possuem solubilidade ampla,
associado a propriedades como gelificacdo, emulsificacdo e hidratacao, cruciais para
aplicacdo em coberturas de pele como filmes e géis. A quitosana e o alginato
destacam-se entre o0s polissacarideos de utilizacdo atual na industria da saude
(PIRES, 2015; YADAYV, 2017).

Portanto, ao selecionar o tipo de tratamento a ser utilizado em uma ferida, &
necessario reconhecer os beneficios, indicacdo, contra indicacéo, e o custo de cada
produto, de forma a ponderar essas implicacbes e selecionar a cobertura mais
adequada para aplicacéo, lembrando as especificidades de cada etapa do processo
terapéutico da cicatrizagao (SILVA, 2014).

2.3 FITOTERAPIA E O TRATAMENTO DE FERIDAS

Conforme dados da Organizacdo Mundial de Saude — OMS, em paises em
desenvolvimento, o combate primario as doencas é realizado em cerca de 80% da
populacédo por praticas tradicionais e destas, 85% utilizam as plantas medicinais. Essa
ampla utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo no tratamento de saude
remonta a uma preocupagado crescente na seguranca terapéutica destas, sendo
necessarias, portanto, pesquisas cientificas que comprovem eficacia e seguranca

terapéutica da fitoterapia de uso popular em beneficio dos mesmos (POVOAS, 2015).

2.3.1 Fitoterapicos e uso atual em feridas

O uso de plantas medicinais € incentivado pela OMS e refor¢cado na reunido de
Alma-Ata, na declaragdo de Chiang Mai onde diz que “salvem plantas que salvem
vidas”. Porém, ha necessidade de seguir diretrizes e recomendacgdes de uso seguro
de plantas, lancadas em 2006 na Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS — PNPIC. Paralelo a isto, o Brasil € um dos paises com
maior biodiversidade do mundo, onde 10% dos 1,4 milhdes de organismos
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catalogados no mundo encontram-se em territorio brasileiro, e o0s vegetais
representam aproximadamente 55 mil espécies (GOMES, 2013; SANTOS, 2016).

Historicamente, ha relatos de uso de fitoterapia na cultura populares, desde
extratos vegetais para envenenar flechas na era Colonial pelos indios. Mais remoto
ainda, na execucdo de presos na Grécia antiga, com exemplo classico a morte de
Socrates apos ingestdo de cha a base de cicuta. O conhecimento etnobotanico era
desprezado, desconhecido ou ainda ignorado pelos pesquisadores até a década de
70, onde ocorreu o avanco de métodos experimentais de pesquisa de menor custo e
tempo, os permitiram ampliar as pesquisa na area de saude. Em 2010, a ANVISA
publicou uma resolucéo, a n° 14 de 31 de marco de 2010, estabelecendo requisitos
minimos para registro e manipulacdo de fitoterapicos, definindo critérios para
utilizacao de plantas como medicamento fitoterapico (GOMES, 2013).

A busca continua por melhorias na manipulacdo e formulacdo de compostos
pela industria quimica, onde as moléculas ativas sdo extraidas das plantas e
reproduzidas artificialmente, faz com que a maioria da populacdo substitua
progressivamenteas plantas in natura pelas drogas, nao por ineficiéncia dasprimeiras,
mas, principalmente, pela maior oferta dosmedicamentos sintéticos que, pela
comodidade, forammais aceitos pela populagdo, principalmente dos grandes
centrosurbanos. Porém, observa-se em discordancia com a efetividade do farmaco
sintético, a exacerbacédo de efeitos colaterais, potencializados pelo isolamento do
farmaco, efeito muitas vezes amenizado quando se utiliza o extrato botanico onde a
miscelanea de compostos quimicos favorece a compensacédo dos efeitos colaterais
(CASTELO BRANCO NETO, 2006).

Estudos recentes buscam a investigacdo de plantas com potencial cicatricial
utilizando ratos como modelo animal, como a associa¢cdo da roma (Punica granatum)
com a pitanga (Eugenia uniflora), sendo observado resultados positivos quanto ao
potencial antisséptico contra bactérias Gram-positivas em microbiota da pele.
(BERNARDO et al., 2015). Também ha estudo de cicatrizacdo empregando o ipé-
felpudo(Zeyheria tuberculosa), o qual apresentou potencial antimicrobiano e
cicatrizante satisfatorios (SARMENTO et al., 2014) e a erva-de-jaboti (Piper
hayneanum), com melhor desempenho cicatricialdas feridas infectadas em

comparagao com os grupos controles (BASTOS, 2011).
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2.3.2 Associagao fitoterapicos e outros compostos

Considerando que as feridas crénicas ndo possuem tratamento eficaz e de
baixo custo atualmente na rede publica, a proposta de producdo de biocurativos se
faz de grande valia para atendimento a populagdo em geral, podendo assistir a um
maior ndmero de pacientes com menor custo e maior efetividade do que os
tratamentos hoje disponiveis no mercado. Buscou-se na literatura alguns artigos
relevantes sobre a associacdo de extratos botanicos com potencial cicatrizante
(ABRUCEZE et al., 2014).

Castelo Branco Neto et al. (2006), realizaram a aplicacdo do extrato
hidroalcodlico da aroeira (Shinus Terebinthifolius) e concluiram que a aplicacdo do
extrato em concentracdo de 100mg/ml em comparacdo com aplicacdo de solucao
salina 0,9% proporcionou retardo no processo cicatricial de lesées experimentais em
ratos. Ja Czepula (2006), realizaram um estudo com extrato de margariddo ou picéo-
da-praia (Stryphnodendron adstringens) buscando avaliar efeito anti-inflamatério em
inducdo de edema de orelha em camundongos e avaliacdo de reducdo de edema
apos aplicacdo do extrato puro, preparacdes semi-solidas em creme, pomada
lipofilica, hidrofilica e gel sem o extrato e com a impregnacgéo do extrato boténico e
como controle positivo foi utilizado a pomada de dexametasona 0,1%. Observou-se
que o extrato proporcionou eficacia anti-inflamatéria similar a dexametasona em
aplicacdo de preparac6es em pomada e superior em extrato puro, porém com baixa
estabilidade do extrato para biodisponibilidade.

Em contrapartida, Coelho et al. (2010), realizou um estudo comparativo do
efeito da sulfadiazina de prata, extrato de ipé-roxo (Tabebuia avellanedae) e de
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) em feridas cutédneas de ratos com
hipertenséo venosa com grupo controle de aplicacao de apenas solucéo salina 0,9%.
Observou-se que ambos os tratamentos obtiveram resultados semelhantes no
favorecimento do processo de cicatrizagdo de feridas, comparados ao grupo
controle. Também Atzingen et al. (2011), utilizaram gel de banana verde (Musa
sapientum) realizou aplicacdo de gel a 4% do extrato botanico em feridas cirurgicas
no dorso de ratos, observando melhor cicatrizagcao e retracao da ferida, comparado a

outras preparacoes em gel.
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Okuma (2013), desenvolveu emulsdes com gel a base de 6leo de caléndula
(Calendula officinalis) e avaliou a atividade cicatricial e Ulceras cutaneas e ratos. As
emulsdes foram obtidas com fase gel lamelar, conferindo melhor estabilidade do
fitomedicamento comparado ao grupo controle. O extrato puro da caléndula
demonstrou baixa citotoxicidade in vitro. Ja Santos et al. (2014),realizaram a avaliacao
do efeito cicatrizante do extrato agquoso de urucum (Bixa orellana) com 2,5% de
norbixina (um carotenodide dicarboxilico hidrofilico presente no pericarpo das
sementes do urucuzeiro) em feridas cutaneas em ratos. Nao houve alteracéo
significativa no processo cicatricial, porém notou-se relevante efeito pré-inflamatorio e
indutor de angiogénese na aplicagao do extrato em feridas.

Batista et al. (2014), investigaram um creme base incrementado com 6leo de
pequi (Caryiocar coriaceum) a 10% também em feridas realizadas no dorso de ratos
e um grupo controle com apenas o creme base. Neste estudo observou-se que o
grupo que recebeu o 6leo de pequi obteve aceleracdo na evolucdo do processo
cicatricial, em especial a partir do 14° dia, com achados histologicos de reparacao
tecidual final (fibroblastos e fibras de coldgeno em fase de reepitelizacao).

Pb6voas(2015), realizou um estudo de atividade cicatrizante e antimicrobiana do
extrato etandlico das folhas de ipé-amarelo (Tabebuia aurea). Foi utilizado um creme
de base inerte acrescido de 5% do extrato e como controle positivo 0 mesmo creme
com dexpantenol a 5% para avaliacdo cicatrizante. Observou-se menor rubor
perilesional e inflamac&o no processo inicial da cicatrizacdo em relacdo aos grupos
controle, porém sem significancia estatistica no processo de cicatrizacdo. Também
ndo foi comprovado sua eficacia antimicrobiana e antifingica no estudo realizado,
mesmo com descricdo em literatura de presenca de metabdlitos secundarios com
potencial antimicrobiano.

Vasconcelos (2015), avaliaram a atividade antimicrobiana, antioxidante,
citotoxica e cicatrizante do sambacaita (Hyptis pectinata) através de extrato etandlico
de caule e folhas da planta. O extrato ndo apresenta citotoxicidade in vitro, demonstrou
atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro, porém nao apresentou capacidade
cicatrizante significativa, quando comparado aos controles positivo e negativo.

Atraves desta breve reviséo de literatura relacionada ao uso de fitoterapicos em

cicatrizagdo nota-se uma tendéncia em associacdo dos fitoterapicos a formulactes
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que garantam biodisponibilidade e reduzem efeitos citotdxicos a lesdo, comparados a

aplicacao in natura do extrato botanico.

2.3.3 Peliculas semipermeaveis e fitoterapicos

A utilizacdo de curativos bioldégicos ou sintéticos tem sido aplicado
frequentemente no tratamento de feridas, devido ao fato destes curativos oclusivos
possuirem acao antibacteriana, estimularem os processos de granulacdo, contracao
e epitelizacdo; promover ao leito da ferida protecdo contra 0 meio externo, assim como
garantirem meio umido ideal & lesdo, propriedades estas benéficas a cicatrizacdo A
gama de curativos oclusivos, em especial os filmes, sdo inUmeras, e conhecer suas
propriedades e efeitos frente ao processo cicatricial sdo de suma importancia para os
profissionais de saude (GIRARDI, 2005).

A utilizacdo de filmes biolégicos ou sintéticos impregnados com principios
ativos sintéticos ou extratos naturais sdo de suma importancia, podendo associar 0s
beneficios da aplicacao de filmes em feridas com as propriedades farmacologicas dos
compostos naturais ou sintéticos. A aplicacdo de biomoléculasem feridas,
principalmente extraidas de plantas, apresenta-se como facilitadora dos mecanismos
inatos de reparagcdo, promovendo atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatoria. Reduzem também a perda de agua e proteinas do leito da ferida, podem
inclusive favorecer debridamento autolitico de tecido necrético e regular a granulagéo
dalesdo. Os curativos bioldgicos em utilizacdo e pesquisas atualmente séo substitutos
de pele, membranas com fator de crescimento epitelial e tecidos (VYAS; VASCONEZ,
2014).

A associacdo de extratos naturais com formulagcbes em filmes gelatinosos
podemtambém favorecer a cicatrizacdo de feridas. Inpanya et al. (2012),
associaramAloe vera com gel a base de proteina da fibra de seda (Bombyx mori) e
avaliaram suas propriedades anti-inflamatorias, adesao celular, biocompatibilidade e
cicatrizacédo em feridas nos ratos com diabetes induzida por estreptozotocina. Obteve
em sua aplicacdo uma reducdo do tempo de cicatrizacado e melhor retracao da ferida
além de maior proliferagéo precoce de fibroblastos, mostrando potencial cicatrizante
para aplicacéo no tratamento de lesdes.
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Kim et al. (2015), avaliaram a influéncia da aplicacdo de Oxido nitroso em
lesbes, através da associagdo de quitosana e s-nitrosoglutationa (GNSO), que seria a
doadora de o6xido nitroso a pelicula. Em analise de sua atividade antimicrobiana,
mostraram sua acdo sobre Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
comparado ao filme de quitosana puro. A avaliacao in vivo de cicatrizacdo em modelo
de ferida em ratos mostrou através de estudos histopatoldgicos favorecimento de re-
epitelizacdo e reconstrucdo das lesdes, proporcionando uma nova perspectiva de
compostos para tratamento de lesdes.

Ainda Kim et al. (2015), avaliaram a eficacia da utilizacao de filmes a base de
quitosana em forma de gel contendo tirotricina em feridas induzidas em ratos. A adi¢ao
de antimicrobianos em filmes em base de quitosana favorecem a liberacao prolongada
e controlada no leito das feridas, em especial infectadas, promovendo melhor
tratamento de les@es, inclusive favorecidas pela aplicacdo de peliculas, as quais
promovem diversos favorecimentos a leséo, ja descritos anteriormente. Foi realizado
experimentalmente lesbes abrasivas, incisivas e infectadas em ratos e aplicado a
membrana de quitosana com tirotricina. Os resultados demonstraram equidade
estatistica em aplicacdo de antimicrobiano em peliculas e utilizacdo das mesmas sem
aditivos; porém com resultados satisfatorios, quando comparado a utilizacdo de
coberturas usuais no leito da ferida, comparado ao filme em gel de quitosana.

Em outro estudo, Krausz et al. (2015), prepararam curcumina encapsulado em
nanoparticulas com poli-I-lisinae testaram seu potencial antimicrobiano in vitro e in
vivo em modelo animal de ferida nos ratos. A curcumina in natura tem baixa
estabilidade em meio aquoso, porém possui inata capacitade antimicrobiana e
cicatrizante. Através de sua formulacdo em nanocapsulas conferiu melhor
estabilidade. A aplicagéo in vitro em meio de cultura com Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa demonstrou atividade antimicrobiana. Foi observado
também favorecimento na proliferacéo de colageno, neovascularizagéo e reducdo do
tempo de cicatrizacdo. E importante salientar a necessidade de seu uso cautelar em
lesbes oncologicas, pelo potencial proliferativo e de neovascularizagcdo no leito da
ferida. Estudos anteriores, como o de Li et al. (2012), ja haviam apresentado potencial

cicatrizante da curcuminaem associagcdo com nanoformulacéo de quitosana.
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Annabi et al. (2017), investigaram a formulagéo de um gel em spray e adesivo
elastico a base de hidrogel, buscando propriedades antimicrobianas em feridas. Nota-
se que o hidrogel puro tem baixa adesao ao leito da ferida, além de baixo espectro
antimicrobiano. Para isto, o0 autor associou biopolimeros derivados de matriz
extracelular (ECM), gelatina de metacriéleo e tropoelastina humana recombinante
substituida com metacriléleo. Adicionalmente, um peptideoantimicrobiano foi
conjugado ao hidrogel, conferindo atividade antimicrobiana para bactérias gram
positivo e negativo. Foi realizado diversas analises de propriedades fisicas
(porosidade, degradabilidade, evaporacao, propriedade adesiva e protetora). Em
testes in vitroem in vivo foi confirmado seu potencial antimicrobiano e facilitador da

reparacao tecidual das lesdes.

Jridi et al. (2017), também buscaram utilizar gelatina de sépia /
chocoenriquecido com extrato de hena (Lawsonia inermis), planta utilizada
comumente como corante artificial laranja a vermelho extraido de suas folhas. Estudos
fitobotanicos do extrato das folhas da hena evidenciaram potencial antidiabético,
antifangico, antiviral, antioxidante e anti-inflamatério, despertando interesse na
industria biomédica. A utilizacao de gelatina derivado da sépia provém um biomaterial
de alto poder de incorporacdo de componentes vegetais ou sintéticos, além de
potencial de formar filmes ou géis, conferindo melhor reparo tecidual as lesdes do que
tratamentos usuais. Em avaliacdo in vitro do extrato em gel e filme, demostrou
atividade antioxidante, transferindo ao leito da ferida melhor efeito cicatrizante. Notou-
se também que o filme ou gel de gelatina de sépia, isoladamente, ndo possui atividade
antioxidante e antimicrobiana eficaz, quando comparado a formulacdo com extrato
botanico.

Yadav et al. (2017), avaliaram as propriedades fisicas, potencial carreador de
farmacos e atividade cicatrizante de filme de goma (carboximetil) de tamarindo em
base de PVA (alcool polivinil). Estudos de microscopia evidenciaram formacéo de uma
matriz composta, e a espectroscopia FTIR sugeriu a ocorréncia de ligacdes de
hidrogénio entre os componentes do filme. A viscoelasticidade dos compostos foi
confirmada em estudos reologicos, visto que ambos ja possuem potencial elastico
naturalmente. Filmes carregados com ciprofloxacino demonstraram excelente

propriedade antibiotica, demonstrando capacidade de carreamento de medicamentos
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pela membrana. A avaliagdo cicatrizante foi realizada por estudo de proliferacdo de
queratinécitos humanos como modelo aceito para pesquisa epidérmica bioldgica in
vitro. Os resultados também foram satisfatorios, evidenciando potencial de associacao
de gomas e mucilagens a polimeros sintéticos para formacéo de filmes e aplicacéao
em feridas.

Zhao et al. (2017), também realizaram uma pesquisa utilizando um composto
em hidrogel de quitosana G polianilina quaternizada (QCSP) e um etilenoglicol-co-poli
(sebacato de glicerol) (PEGS-FA) como composto eletroativo. A QCSP foi mantida em
uma concentragao constante de 3% v/v e a concentragdo de PEGS-FA foi variada de
0,5 a 3% v/v. Foram realizadas andlises reolégicas, caracterizacao fisico-quimica,
forca de adesdao, atividade hemolitica e anticoagulante, biocompatibilidade, atividade
antimicrobiana e andlises de efeito cicatricial in vivo em feridas em ratos. Os
resultados demonstraram excelente atividade antibacteriana, eletroatividade,
capacidade de eliminacdo de radicais livres e propriedades anticoagulantes,
corroborando com eficacia no reparo tecidual de lesbes e também como agente
anticoagulante e propiciando um biomaterial com potencial para utilizacdo em lesdes

de pele, especialmente incisivas ou cirargicas.

Com base nos estudos acima descritos, observamos que um curativo ideal
deve atuar como um modelo tridimensional que pode imitar a matriz extracelular, ser
biologicamente estavel e flexivel, podendo remover o exsudado da ferida fornecendo
um ambiente Umido para o local da ferida. Deve também formar uma camada protetora
para cobrir a ferida de injurias externas. As coberturas em maior gama de utilizacéo
envolvem polimeros naturais ou sintéticos, além de hidrocoléides (BASU; KUMAR,;
MANJUBALA, 2017).

Os principais polimeros naturais descritos em literatura sdo colageno derivado
de bovinos, gelatinas extraidas de moluscos marinhos, alginato extraido de algas,
quitosana extraida de exoesqueleto de camarao, acido hialurénico, celulose natural e
bacteriana, sericina de seda, entre outros exemplos. Os hidrocoloides mais comum
constituem uma composicéo de carboximetilcelulose com alginato e elastomeros ou
adesivos. Como opcao tem-se ainda os polimeros sintéticos, tais como o PLGA, um
co-polimero de polilactina (PLA) e poliglicolico acido (PGA) com grande potencial

cicatrizante e modulador inflamatorio, porém com limitacao para controle de umidade
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devido discreta hidrofobia, efeito este que impede a entrada e saida adequada de
agua ao leito da ferida, impedindo um meio Umido ideal para cicatrizagao.

Em contrapartida, o polietilenoglicol (PEG) ja apresenta melhor hidrofilia
(atracdo a agua / umidade), garantindo melhor controle de umidade, como uma opg¢éo
para composi¢cdes de co-polimeros. Descreve-se ainda a utilizacao de filmes dePVA,
poliuretano (PU), policaprolactona (PCL), além da aplicacdo destas formulacfes em
apresentacao de gel, os chamados hidrogéis (BASU; KUMAR; MANJUBALA, 2017).

Em suma, percebe-se que ainda € um desafio a confec¢do de um curativo ideal,
o qual execute funcdes diversas no processo de cicatrizacdo, desde a ativacdo de
células, homeostase, coordenacdo das fases de cicatrizacdo e modulacdo de re-
epitelizacdo. H4 atualmente uma grande variedade de materiais de curativo disponivel
para favorecer o processo de cicatrizagdo de feridas, evidenciando que diversos
curativos favorecem apenas algumas etapas especificas da cicatrizacdo. Busca-se
assim a confeccdo de um biofilme que seja amplamente disponivel, de baixo custo,
com potencial cicatrizante em todas fases do reparo tecidual, justificando portanto os
estudos frente a novos biofilmes para a aplicacdo em lesdes cutaneas.

2.4 CANELA GUAICA

Explorando o potencial botanico das plantas, dentre as espécies existentes
destaca-se a Familia das Lauraceas, esta com distribuicdo tropical e subtropical, com
concentracdo nas florestas imidas da Asia e América, incluindo aproximadamente 67
géneros com mais de 2500 espécies. No Brasil ha aproximadamente 25 géneros e
400 espécies de Lauraceas, considerada uma das mais importantes familias de
composicao dos ecossistemas florestais e com potencial econdmico. Pode-se citar a
Ocotea porosa, popularmente conhecida como Imbuia, a Ocotea odorifera ou
sassafras, ou ainda o Oleo essencial extraido da Aniba rosaeodora, o linalol, um
excelente fixador de perfume, que agrega um alto valor econdmico (CUSTODIO;
VEIGA JUNIOR, 2014).

Na Floresta Ombroéfila Densa do Parana podemos encontrar um exemplar das

Lauraceas com utilizacdo para fornecimento de madeira propria para caixotaria e fabricacdo
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de papel,como também para utilizacdo em construcdo civil leve, construcdo interna,
marcenaria, méveis, caixdes de carroca e ainda em embalagens em geral. Esta planta da-se
o nome de Ocotea puberula, conhecida popularmente como guaicd, canela-guaica, canela-
goaica, canela-sébo, canela-parda, canela-de-corvo, canela-pimenta, canela-babosa, louro-

abacate, amansa-besta ou ainda aiui-saiiu (BROTTO, 2010).

De acordo com o Sistema de classificacdo de Cronquist, a taxonomia de Ocotea
puberula obedece a seguinte hierarquia: Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae); Classe:
Magnoliopsida (Dicotiledonae); Ordem: Magnoliales; Familia: Lauraceae; Espécie: Ocotea
puberula (Nees et Martius) Nees, Syst. Laurin. 472, 1836; Sinonimia botanica:
Strychnodaphne puberula Nees et Martius (CARVALHO, 2002).

AOcotea puberula (Rich.) Nees, Syst. Laur.: 472. 1836, também identificada como
Laurus puberula Rich. Actes Soc. Hist. Nat. Paris 1: 108. 1792., é uma é&rvore de
aproximadamente 15 metros de altura, ramos angulosos e glabros. Suas folhas séo alternas;
com peciolo de 1-2,5 cm de comprimento, canaliculado e glabro; a lamina foliar mede
aproximadamente 7 a 15 cm de comprimento por 2 a 5 cm largura, ovalada ou estreito-eliptica,
cartacea, com apice acuminado e base cuneada ou obtusa. Nota-se também que sua margem
€ ondulada, revoluta e de face adaxial glabra. Apresenta ainda reticulacdo densa, com
nervuras planas, face abaxial glabrescente, reticulagdo densa, nervura primaria saliente,
secundarias subsalientes, com 8 a 13 pares e angulo de divergéncia 30°-65°. O padrao de
nervagdo € broquidddromo e domacias ausentes. As inflorescéncias sdo axilares ou
subterminais; com panicula de 3 all cm de comprimento, multiflora, alvo-pubérula. As flores
sdo unissexuadas; estaminadas, pedicelo de 3 mm comprimento; hipanto inconspicuo,
internamente glabro. Suas tépalas com 2,8 mm comprimento, elipticas, iguais, face abaxial
pubérula, face adaxial glabra; filetes com metade do comprimento da antera, glabros. As
anteras sao ovalado-quadrangulares, apice obtuso, glabras, locelos introrsos. Nota-se ainda
estaminddios ausentes. O fruto mede 1,4 cm de comprimento e 1,1 cm largura, elipsoide com
cupula de 1cm comprimento por 0,6 cm largura. Apresenta-se infundibuliforme e margem
simples (BROTTO, 2010).

E importante salientar que o género Ocotea é constituido no mundo, por
aproximadamente 300espécies, das quais, pouco mais de 10% sao conhecidas
quimicamente,segundo o levantamento bibliografico realizado.As espécies do género Ocotea
sdo conhecidas por acumularem comometabdlitos secundarios, como alcaldides com
esqueletos benzilisoquinolinico ou bisbenzilisoquinolinico,oxo-aporfinico, aporfinico e proé-
aporfinico (ARAUJO, 2000).
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Observa-se ainda que a canela-guaica floresce de abril a julho e frutifica de
agosto a novembro. Seu habitat ocorre desde a Guiana Francesa, Guiana, Peru,
Colémbia, México e Brasil, nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul.
No Parana, aespécie é amplamente distribuida e facilmente encontrada. Apresenta
acentuada regeneracao em florestas secundéarias em estagio inicial de sucessao. Em
material vivo, a coloragéo da flor varia de creme a esverdeada e o fruto maduro tem
cupula vermelha. A madeira apresenta odor suave. Entre as espécies com flores
unissexuadas, € a unica com folha de base fortemente revoluta.

Vernengo e Mitteilungen (1963), identificaram e analisaram a estrutura da um
alcaléide presente na casca da canela guaica, a ocoteina. Diversos outros estudos
foram realizados visando a caracterizacéo destes alcaldides comumente encontrados
no género Ocotea. Zanin e Lordello (2007), realizaram um estudo de identificacdo dos
mesmos nas plantas do género. Demonstraram a presenca de 39 alcaldides
aporfinicos, sendo os mais comuns encontrados foram o predicentrina, o dicentrina, o
isocoridina, 0 ocoteina, o0 ocopodina, dentre outros. Na Ocotea puberula foram
encontrados 0s seguintes alcaldides: predicentrina, dicentrina, N-metillaurotetanina,
Isodomesticina, N-Oxido dicentrina, ocoteina, leucoxina, talicminina, deidroocoteina,
dideidroocoteina e 3-hidroxidicentrina.

Em outro estudo mais recente, Custddio e Veiga Junior (2014), enumeraram 0s
principais alcaldides presentes na Familia das Lauraceas. Dentre as espécies, foram
descritos como metabdlitos da Ocotea puberula a dicentrina, N-metillaurotetanina,
predicentrina, leucoxina, ocoteina, talicminima, isodomesticina, N-Oxido-dicentrina,
dehidroocoteina, didehidroocoteina e 3-hidroxidicentrina.Outros estudos com o
extrato das folhas de individuos jovens de Ocotea
puberulademonstramconcentracbes maiores de dicentrina, boldina, leucoxina e
isodomesticina, quando comparado as folhas de individuos adultos. Demonstra-se
abaixo a composicéo quimica de alguns dos principais alcaloides presentes na canela-
guaica (CUSTODIO; VEIGA JUNIOR, 2014).
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Figura 3 -Principais alcaléides presentes na canela-guaica
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Ha ainda relatos de utilizagdo da guaicé para alimentag¢do animal, porém sem
trabalhos robustos que comprovem seu potencial alimentar, além da presenca de
teores consideraveis de taninos (6 a 9%), conferindo provavelmente caracteristica ndo
palatavel aos animais.Observa-se que da casca interna da canela-guaica exsuda-se
uma goma ou resina pegajosa. Fato importante foi a descricao através de um estudo
etnobotanico com os indios de varias etnias do Parana e de SantaCatarina, 0s quais
relataram que utilizam a parte interna do caule da canela-guaica(quanto mais velha
melhor) e a casca do caule, no tratamentode furinculo. A seiva da casca serviu ainda
como um emplastro para auxiliar na remoc¢ao de espinhosou estrepes da pele; e o cha
das folhastambém foi utilizado no combate as diarréias edisenterias (CARVALHO,
2002).

2.4.1 Estudos sobre Ocotea puberula

Vernengo e Mitteilungen (1963), elucidaram a caracterizacéo e identificacao da
Ocoteina presente na casca da Ocotea puberula. Estudo similar foi realizado por
Baralle et al. (1972), quando realizaram um extrato metandlico da casca da canela
gauicd e através de técnicas de caracterizacdo (espectroscopia e ressonancia)
identificaram outros dois compostos, a dehidroocoteina e a di-dehidroocoteina. Neste
mesmo ano, Baralle e seus colaboradores, também publicaram a identificacdo da
talimicminine, com técnicas similares de caracterizacao.

Avaliando o potencial botanico da planta, foram realizados estudos também de
caracterizacdo da espécie. Devido ao desmatamento crescente em diversas regides
do Paran4, a populacéo da canela-babosa vem reduzindo drasticamente, porém nota-
se uma capacidade alta de reflorestamento e utilizacdo ampla na atividade econbémica,
ja descrito anteriormente. Para isto, conhecer a morfoanatomia das flores se faz
crucial para permitir um manejo de reflorestamento ideal, e ainda promover o
conhecimento do sistema reprodutor deste género, notadamente raros no campo de
pesquisa no Parana. Um aspecto importante observado foi que esta espécie pode
desenvolver frutos sem polinizacdo, promovendo a planta versatilidade por conseguir
se reproduzir de maneira assexuada (apomixia e vegetativa) e sexuada, sendo que a
presséo seletiva do ambiente define o equilibrio entre as alternativas de reproducao
(SOUZA; MOSCHETA, 1999).
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Em outro estudo, ao avaliar a composi¢ao fitoquimica das folhas da guaic4,
observou-se como principal metabdlito secundario os alcaldides. Ao realizar o extrato
etandlico das folhas e analisar através diversos processos cromatograficos, foi isolado
oito alcaloides aporfinicos, que foram ocoteina, dicentrina,predicenirina, N-metil-
laurotetanina, isodomesticina, leucoxina, 3-hidroxi-dicentrina e N-0xido dicentrina. Ao
avaliar a composicao do 6leo volatil das folhas e galhos, foi obtido por arraste de vapor
trés monoterpenos e dez sesquiterpenos, tais como o tujeno, pineno, mirceno,
elemeno, isoledeno, entre outros. Percebe-se, portanto, sua variabilidade de
compostos secundarios, com possibilidade terapéutica em diversas aplica¢cdes, mas
ainda sem estudos mais elaborados que comprovem sua eficacia fitoterdpica
(ARAUJO, 2000).

A morfoanatomia da casca da canela-sebo foi descrito por Farago et al. (2004),
sendo evidenciado um suber relativamente espesso, formado por cerca de 25
camadas de células tabulares. Sequencialmente, foram visualizados o felogénio e a
feloderme. No cortex da Ocotea puberula sé&o evidenciadas células parenquiméaticas
de paredes delgadas, contento amiloplastos. Apresenta também células pétreas com
paredes de espessamento irregular. Formam-se ainda pequenos agrupamentos de
fibras, e distribuicdo de células com conteudo lipofilico, células mucilaginosas e
células contendo compostos fendlicos na regido cortical. Esta composi¢do de células
contendo Oleo essencial e mucilagem sdo comuns na familia das Lauraceas
(FARAGO et al., 2004).

Estudos sobre estrutura populacional e disseminacao em areas de florestas ou
de reflorestamento também foram realizados. Caldato, Vera e Donagh (2002),
observaram a estrutura populacional da canela-guaicd em bosques do nordeste de
Missiones em Argentina. A Ocotea puberula demonstrou-se como uma planta com
namero abundante de espécimes em fase de regeneracdo natural em bosques
secundarios e isoladamente em bosques primarios, confirmando assim seu potencial
de disperséo de exemplares e reflorestamento.

Em 2011, Zanin et al. (2011), avaliaram a quantificacdo de alcaldides
aporfinicos em mudas de Ocotea puberula e sua concentracao nas diferentes porgdes
da arvore adulta. Observou-se um maior rendimento de extracdo de alcaldides em

folhas, seguido decrescente dos galhos, caule e raizes. Notou-se também
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semelhanca nas mudas durante 12 meses e com as plantas adultas. Observa-se,
portanto, o potencial de uso racional e sustentdvel da planta para extracdo de
metabdlitos secundarios sem necessidade de extirpacao da planta.

O potencial fitoterapico da canela-guaica foi comprovado com a avaliacao do
efeito antinoceptivo (reduz a transmisséo de estimulos que causem dor) da dicentrina
extraidas através de cloroféormio dos frutos da Ocotea puberula. Ao injetar uma
solucdo de 0,92% de formaldeido em musculatura abdominal dos ratos, estes
produzem contracdo muscular relacionado a dor. Ao administrar dicentrina em fracao
cloroférmica, notou-se efeito antinoceptivo, com comparagdo similar a efeito
analgésico de morfina ou aspirina (controles positivos). Neste mesmo estudo foi
administrado a dicentrina na mesma concentracdo (30-300mg/kg) e apos
administracdo de naloxona para testar se 0 composto possui efeito opidide. Como
resultados, concentracdes de 300mg/kg de dicentrina promove efeito antinoceptivo
similar a morfina por uma via ainda a ser estudada, ndo sendo nem via adenosinérgica
ou por sistema opiaceo (MONTRUCCHIO et al., 2012).

Estes mesmos autores, em outra pesquisa “in vivo” com modelos de dor
inflamatdria aguda e cronica em ratos, observaram que ao administrar dicentrina em
lesbes plantares nas patas dos ratos, a S - (+) - Dicentrina um importante efeito
antinociceptivo em condi¢des inflamatérias, reduzindo aa nocicep¢ao espontanea e
atenuando avhipersensibilidade mecanica e fria associada a estas condi¢cfes. Este
efeito parece ser devido a uma interacdo de S - (+) - dicentrina com canais TRPA1,
embora o exato mecanismo desta interacdo ainda nao € claro. Percebe-se portando
gue estes dados adicionam informacdes sobre propriedades antinociceptivas de S -
(+) - dicentrina e também indica que sua potencialidade no desenvolvimento de novos
medicamentos clinicamente relevantes para a gestdo da dor persistente,
especialmente sob condi¢des inflamatérias (MONTRUCCHIO, 2013).

Sendo assim, avaliando apenas um dos metabdlitos secundéarios da Ocotea
puberula, mostra potencial medicinal importante. Elucidar seus metabdlitos e sua
aplicacao para os agravos em saude em geral deve ser uma busca constante no meio
cientifico. Observa-se também um potencial de reflorestamento e regeneracao,
capacidade de reproducao alternadamente sexuada ou assexuada e ampla oferta nas

formacdes florestais secundérias, em especial na regido dos Campos Gerais e na
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Regido Sul. Esta busca de ampliar capacidade fitotergpica e inovar no tratamento de
um dos agravos mais comuns no meio hospitalar: as lesdes de pele; foram um dos

motivos da investigacao do presente trabalho.

3 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

A prevaléncia das feridas crénicas, como as ulceras de presséo, varia de 3% a
14% em ambientes hospitalares. O impacto econdmico sobre 0s gastos publicos com
a saude é menor quando o tratamento é realizado em carater preventivo e resolutivo,
sem necessitar de reinternacbes. Observando a prevaléncia destas lesoes,
especialmente na Unidade de Terapia Intensiva, justifica-se a busca por alternativas
terapéuticas que propiciem menor tempo de tratamento, reducdo de custos e,
principalmente, qualidade de vida ao paciente hospitalizado (GOGIA, 2003). Para
utilizacdo de medicamentos fitoterapicos, sdo necessarios estudos que comprovem a
eficAcia, sem causar danos a saude do paciente (REZENDE; COCCO, 2002,
ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005).

O uso de fitoterapicos tdpicos, como o extrato hidroalcodlico da Ocotea puberula
(EHOP) aplicados em feridas adquiridas no hospital requer uma pesquisa
experimental “in vivo” prévia, avaliando sua eficacia. Sendo este fitoterapico inovador
apto para uso em feridas, sua utilizacao favorecera a melhoria do conforto e prevencao
de complicacdes relacionadas a cronificacdo destas lesdes, visto que o enfermo é
submetido a outras diversas intervencdes, e a ferida é adquirida como um 6nus a mais

no quesito dor, infeccdo e possiveis complicacdes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

- Desenvolver um fitomedicamento para cicatrizagao de feridas contendo mucilagem

de Ocotea puberula (Rich.) Nees

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Coletar as cascas de Ocotea puberula;

- Promover a extracdo a quente e a frio das mucilagens de Ocotea puberula;

- Quantificar o teor de mucilagens no extrato hidroalcodlico obtido através da
extracdo a quente e a frio;

- Avaliar o rendimento do extrato de mucilagem da Ocotea puberula nas diferentes
técnicas de extragcdo (quente e frio);

- Realizar a analise de prospeccaofitoquimica do EHOP;

- Caracterizar por FTIR, DTG e TG do EHOP;

- Avaliar reologicamente o EHOP (viscosidade simples e complexa);

- Desenvolver uma formulacao fitoterapica contendo o EHOP, em diferentes
formulacgdes farmacéuticas (membrana PVA e membrana CMC);

- Investigar a estrutura e interacdes das membranas e do EHOP por FTIR das
membranas de CMC e PVA pura e impregnadas com EHOP,;

- Avaliar o efeito cicatrizante in vivo do EHOP e das diferentes formulacfes

(membrana PVA e membrana CMC) em modelo de ferida em ratos.
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Figura 4 — Desenho experimental
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada no Campus da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG), localizado préximo as coordenadas 25°05°39"" de
latitude S e 50°06°05"" de longitude W, no perimetro urbano do Municipio de Ponta
Grossa, Estado do Parana. As cascas foram coletadas na Primavera, em outubro de
2016 no periodo da manha. A arvore ilustrada abaixo foi a amostra padréo da arvore
e esta ja caracterizada previamente em outros estudos, sendo tombado exsicata no
Herbario da UEPG sob o nimero 19107 em 08/10/2012. Tomaram-se amostras da
casca de cinco individuos adultos, com diametro entre 70 - 90cm, da circunferéncia
da altura do peito (CAP). Foi extraida 1/3 do total do perimetro do caule de largura da
casca e com altura de aproximadamente 3 vezes a largura da coleta de casca
(FILIZOLA, 2015).

Figura 5 - Fotos de um espécime adulto de canela guaica

Fonte: O autor, Out. 2016
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Também foi realizado a coleta das cascas acima de 1,3m da altura do solo,
menos exposta ao eventual contato com fogo das pastagens ao redor da planta e as
infestacfes de pragas e doencas. Em seguida, realizou-se a retirada de epifitos
(liquens) e o suber através de raspagem mecanica. A coleta foi realizada com
acompanhamento de um especialista em identificacdo da planta Ocotea puberula, o
Prof. Dr Paulo Vitor Farago da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), o
qual as identificou no momento da coleta através de caracteristicas botanicas
peculiares a planta.

As cascas extraidas foram fracionadas em pequenas amostras de 2x2cm e
acondicionadas em material absorvente e deixados para secar em temperatura
ambiente, e local protegido de insetos e exposi¢cao ao sol. Previamente a secagem foi
realizado a pesagem das cascas para comparagcao com peso final pés secagem. A
cada 24 horas foi realizado a troca da superficie absorvente a fim de reduzir a umidade
e o risco de formacao de fungos. Ao final de duas semanas as amostras secas foram
acondicionadas em recipientes plasticos protegidos de luz e livres de umidade (com
agente absortivo de umidade silica gel). Algumas amostras da casca fracionada foram
acometidas por fungos, sendo as mesmas descartadas através de inspec¢do visual e
retirada das mesmas das amostras botanicas (FILIZOLA, 2015).
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Figura 6 Fotos das cascas da Ocotea puberula coletadas e fracionadas para secagem

s

Fonte: O autor, Out.2016

6.2 FORMULACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA OCOTEA PUBERULA
(EHOP)

6.2.1 Padronizacdo da Droga Vegetal

As cascas secas foram submetidas ao processo de cominuigdo por meio de um
moinho de facas tipo Willey com peneira em malha mesh 32 de crivo circular. Durante
a trituracdo, foi utilizado no equipamento malha para tamisagdo com gramatura 50
(500 um) para se obter uma granulometria correspondente a classificacdo de pé
moderadamente grosso (BRASIL, 2010).

6.2.2 Determinacao da Composicao Centesimal
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Observa-se que informacdes sobre a composi¢cao centesimal de fitoterdpicos
ainda séo escassos e, muitas vezes, estes sdo utilizados pela populacdo de modo
empirico, sem nenhuma identificacdo dos constituintes que possam estar envolvidos
na eficacia terapéutica (ROCHA, F. J.; PIMENTEL, R. R.; MACHADO, S. R, 2011).

Convencionou-se chamar “Composicdo Centesimal” a proporcdo em que
aparecem alguns constituintes em 100g do produto, As andlises realizadas foram as
seguintes: Umidade, Cinzas, Proteinas, Fibra bruta, Gorduras totais, Carboidratos,
Valor calérico. As técnicas de determinacdo dos dados acima foram seguidas pelas
normativas vigentes no Laboratorio do Departamento de Engenharia de Alimentos.
Foi encaminhado aproximadamente 50g de po bruto da casca da Ocotea puberula

para as analises neste Departamento.

6.2.3 Elaboracé&o do extrato aquoso de O. puberula (Rich) Nees
6.2.3.1 Método de Extracdo a quente

As cascas secas pulverizadas e tamisadas foram colocados em um béquer com
agua destilada, A propor¢cdo de massa por volume de agua da casca da planta teve
que ser ajustada até proporcdo de 1:40 (m/v), diferente da recomendacdo de
proporcao 1:1 (m/m) (NIEHUES et al., 2015). Tal ajuste fez-se necessério devido a
formacao de um colbide denso e espesso, impossibilitando a manipulagéo do extrato
para seguimento experimental. Portanto 20g do pé foram adicionados a800ml de agua
destilada. Procedeu-se agitacdo mecéanica em agitador marca DIST, modelo DI-14MP,
por 60 minutos a 300 rpm a temperatura aproximada de 60 °C, e mantida constante

por chapa de aquecimento marca TECNAL, modelo TE-085.
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Figura 7 - Extracdo da mucilagem da O. puberula a quente.

Fonte: O autor, Nov. 2016

Segundo a literatura, um aumento do tempo de extracdo pode induzir a
mudancas na estrutura dos polissacarideos e como consequéncia, diminuir o
rendimento da extracdo. O uso de temperaturas mais elevadas, em torno de 80 a
90°C, pode diminuir o rendimento da extracdo pelo aumento da hidrélise dos
polissacarideos (CAO, 2013).

ApoOs resfriamento até temperatura ambiente, o material sélido foi retido em

peneira doméstica. A mistura liquida posteriormente foi centrifugada em centrifuga
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SIGMA, modelo 2K15, por 15 minutos a 3600 rpm em temperatura ambiente. Duas
fracOes foram obtidas: solluvel e insoltvel. A fracdo soluvel foi novamente centrifugada
a 15000 rpm sob refrigeracdo a 8°C por 10 minutos em centrifuga SIGMA, modelo
2K15, para separacdo das partes solidas ainda presentes. Todo residuo sdlido foi
desprezado, sendo reservado a fracdo solUvel para precipitacdo da mucilagem por
extracao hidroalcodlica.

A formacéo da mucilagem foi realizada com etanol 95% P.A. na proporcéo de
trés volumes de etanol para cada volume de amostra (3:1 v/v). Apos a adicao de
etanol, a solugdo ficou sob refrigeracdo por 24 horas. ApoOs isto, formou-se um
sobrenadante superficial branco e denso, o qual foi separado do resto da amostra e
armazenado em frascos com tampa e sob refrigeracdo, obtendo um produto de
coloracdo esbranquicado. Este método de precipitacdo da fracdo sollvel com etanol
para obtencdo de mucilagem é recomentado por ser um método rapido, barato e
atoxico quando comparado ao método de precipitacdo com acetona (ITURRIAGA, L.;
SANCHEZ, S.; CORVALAN, M, 2007).

Figura 8 - Extracao hidroalcodlica da mucilagem da O. puberula

Fonte: o autor, Nov. 2016

O sobrenadante foi subsequentemente armazenado em um freezer a -80 °C, e
depois secado durante 4 dias em um liofilizador a -40° C e 400 yHg de vacuo. Apos

essa etapa, a mucilagem foi macerada em almofariz de porcelana e armazenada em
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embalagem de vidro a temperatura ambiente e em um dessecador para realizagao de
analises posteriores. As demais fracbes da extragcdo hidroalcodlicas foram
desprezadas seguindo boas praticas em descarte de residuos. Esta etapa também

esta descrita resumidamente no fluxograma abaixo.

Figura 9 - Fluxogramada Extra¢@o da mucilagem da O. puberula a quente.

Extracdo de Mucilagem de O. puberula a quente

10g pé triturado da Casca de O. puberula

Adicionar 400ml de Agua destilada

Aquecer até 60°C em manta e agitador mecanico por 1 h

Resfriar a Temperatura Ambiente

Centrifugar a 3600rpm por 30min

Separar a Fragao Soluvel e descartar o precipitado

Realizar nova centrifuga¢do a 15000rpm da fragao soltvel por
10 minutos

Separar novamente a Fragdo Soluvel e descartar o precipitado

Adicionar etanol (99,5%) na fragdo soltivel e manter em
refrigeracdo a 4°C por 24hrs

Retirar o sobrenadante (esbranquigado) da fragdo soltvel
Armazenar a mucilagem em freezer a -80°C

Secar em liofilizador a -40°C e 400p Hg de vacuo

Armazenar o extrato seco

Fonte: o autor, Nov. 2016

6.2.3.2 Método de Extragéo a frio

As cascas secas pulverizadas e tamisadas foram colocados em um béquer com
agua destilada, A propor¢cdo de massa por volume de agua da casca da planta teve
gue ser ajustada até propor¢cdo de 1:40 (m/v), diferente da recomendacgédo de
proporcdo 1:1 (m/m) (NIEHUES et al., 2015). Tal ajuste fez-se necessario devido a
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formacdo de um coldide denso e espesso sem possibilidade de manipulacdo do
mesmo para seguimento experimental. Portanto 20g do p6 foram adicionados a800ml
de 4gua destilada. O material foi conduzido a maceracéo dinamica em mesa agitadora
orbital MA140/CF a temperatura ambiente (25°C), durante 7 dias. Transcorrido esse
periodo, o material sélido foi retido em peneira domeéstica.

Apés esta etapa, a mistura liquida foi centrifugada em centrifuga SIGMA,
modelo 2K15, por 15 minutos a 3600 rpm em temperatura ambiente. Duas frac6es
foram obtidas: solavel e insolavel. A fracdo solavel foi novamente centrifugada a
15000 rpm sob refrigeracdo a 8°C por 10 minutos em centrifuga HIMAC HITACHI,
modeloCR21Gl, para separacdo das partes sélidas ainda presentes. Todo residuo
sélido foi desprezado, sendo reservado a fracdo solUvel para posterior precipitacao da
mucilagem por extracéo hidroalcodlica. Abaixo demonstrado a pesagem das amostras

para centrifugagao.

Figura 10 - Pesagem da casca em p6 hidratada da O. puberula para centrifugacéo.

| i

Fonte: O autor, Fev. 2017

A formacédo da mucilagem pela extracdo hidroalcodlica foi realizada da mesma
maneira que se realizou a extracdo de mucilagem descrito anteriormente. O
sobrenadante foi subsequentemente armazenado também em um freezer a -80 °C, e

depois secado durante 4 dias em um liofilizador a -40° C e 400 pHg de vacuo. Apos
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essa etapa, a mucilagem foi macerada em almofariz de porcelana e armazenada em
embalagem de vidro a temperatura ambiente e em um dessecador para realizagao de
analises posteriores. As demais fracbes da extracdo hidroalcodlicas foram
desprezadas seguindo boas praticas em descarte de residuos (ITURRIAGA , L.;
SANCHEZ, S.; CORVALAN, M, 2007). O método de extracdo a frio também esta
representado através de fluxograma abaixo.

Figura 11 - Fluxograma de extracdo da mucilagem da O. puberula a frio

Extracao de Mucilagem de O. puberula a frio

10g po triturado da Casca de O. puberula

Adicionar 400ml de Agua destilada

Maceragao Dindmica em mesa agitadora orbital — 7 dias em
temp. ambiente (25°C

Centrifugar a 3600rpm por 30min

Separar a Fragao Soluvel e descartar o precipitado

Realizar nova centrifuga¢ao a 15000rpm da fragao soluvel por
10 minutos

Separar novamente a Fragao Soltivel e descartar o precipitado

Adicionar etanol (99,5%) na fracao soltvel e manter em
refrigeracdo a 4°C por 24hrs

Retirar o sobrenadante (esbranquicado) da fragdo soluvel

Armazenar a mucilagem em freezer a -80°C

Secar em liofilizador a -40°C e 400 Hg de vacuo

Armazenar o extrato seco

Fonte: o autor, Nov. 2016
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6.2.3 Caracterizacéo das Mucilagens

6.2.3.1 Andlise de rendimento de extracdo da mucilagem

Apoés obtencao das fracdes de mucilagem liofilizadas pelo método de extracao
a quente e a frio, as mesmas foram pesadas e o rendimento calculado. Os compostos
foram avaliados em sua composicao quimica isoladamente (composto A e B). Todas
as analises foram efetuadas em triplicata.

A avaliacdo do extrato a quente e a frio e o rendimento da extracao permitiu
avaliar qual dos dois métodos é mais eficaz no quesito rendimento e pureza da
extracdo, garantindo assim um metabdlito fitoterdpico de qualidade e com maior
eficacia na sua extracdo da casca. Os métodos de avaliacédo foram DSC e FTIR para
teor de pureza (descritos posteriormente) e o peso do extrato seco total para

quantificar rendimento das extragdes.

6.2.3.2 Andlise da prospeccéo fitoquimica do EHOP

A prospeccao fitoquimica € um método qualitativo utilizado para identificar os
compostos bioativos nas espécies vegetais, sendo esta realizada segundo MOREIRA
(1979), modificada por Nakashima (1993), onde foi preparado o extrato hidroalcodlico
da casca da Ocotea puberula pela técnica de extracdo de mucilagem a quente, sendo
investigado o0s seguintes grupos quimicos: extrato hidroalcodlico: glicosideos
flavonicos, alcaldides, esterdides e/ou triterpenos, glicosideos antraquinénicos,
cumarinas e aminogrupos;

As reacOes realizadas para a caracterizacdo dos metabodlitos secundarios

foram as seguintes:

1. Teste da cianidrina ou Shinoda e oxalo-borica para a deteccao de flavonéides;
2 Reacao de Borntraeger para a pesquisa de antraquinonas;

3. Reacdo de Liebermann-Burchard para a deteccéo de esterdides e triterpenos;
4 Reacdes gerais, utilizando os reativos de Dragendorff (iodo-bismutato de

potassio), Mayer (iodo-mercurato de potassio), Wagner (iodo-iodeto de
potassio) e Bertrand (acido silico-tungstico), para a pesquisa de alcalbides;
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5. reacao de ninhidrina para detectar a presenca de aminogrupos;
6. reacdo com papel picro-sédico para a pesquisa de glicosideos cianogenéticos;

A identificacdo de classes de constituintes quimicos presentes no EHOP foi
realizada segundo a metodologia de quantificacdo dos constituintes presentes na
literatura. O extrato liofilizado a quente, que foi 0 composto de maior rendimento e
pureza, foi conduzido a analise de quantificagdo de compostos quimicos, entre eles
acucares totais e flavondides. Todas as andlises quantitativas foram realizadas
através de curva de absorbancia e medida em espectrofotdbmetro UV-VIS Shimadzu
Multispec 1501.

Os acucares totais foram determinados pelo método fenol-acido sulfarico, onde
o &cido sulfurico desidrata as pentoses e hexoses convertendo-os em furfural e
hidroximetilfurfural, respectivamente, os quais reagem com o fenol formando um
complexo de coloracéo alaranjada. O complexo formado com pentoses absorve maior
intensidade na regido de 480nm e com hexoses na regido de 490nm. Neste estudo foi
utilizando como padréo solucdo de D(+) glicose anidra MERCK (CeH1206) nas
concentracfes de 10-50 pg/mL. Nestas concentracdes, foi adicionado 0,5ml de Fenol
a 5%, seguido de repouso por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente foi
acrescido 2,5ml do H2SO4 concentrado. A leitura foi realizada em 490nm do
espectofotbmetro e anotado a absorbancia em cada concentracdo padrao de glicose.

A guantificacao de acucar total realizou-se com o auxilio de uma curva padréo
de glicose com as concentracdes ja descritas acima. Através da curva padrdo e a
equacdo de reta apresentada, com R? acima de 0,95, foi efetuada a avaliacdo do
extrato botédnico com concentragdo do mesmo no qual sua leitura no
espectrofotometro esteja dentro dos limites da curva padrdo. A concentracdo de
acucares totais foi fornecida através do calculo pela equacao da reta.

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau utilizando acido galico como padrdo de
referéncia. O reagente de Folin Ciocalteau é uma solucdo de ions complexos
poliméricos formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos.
Esse reagente oxida os fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul Mo-W. A
leitura foi realizada a 740 nm em espectrofotbmetro Shimadzu Modelo UV 1240V.
(MINUSSI et al., 2003)
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Uma aliquota de 0,5 mL de amostra diluente foi transferida para um tubo com
tampa de rosca e lhe foram adicionados 2,5 mL do reagente Folin Ciocalteau (Sigma
Aldrich Chemical Co.) diluidos em agua destilada 1:10. Esses reagentes ficaram em
repouso de 3 a 8 min e a eles foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio a 4%.
Os tubos foram deixados em repouso por 2 h ao abrigo da luz e, na sequéncia, feita a
leitura da absorbancia a 740 nm. Um reagente branco foi conduzido nas mesmas
condic¢bes. Foi construida uma curva analitica contendo 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg.mL"
1 de &cido galico e os resultados expressos em mg GAE.g™* de mucilagem. GAE:
equivalente em &cido gélico (KROYER; HEGEDUS, 2001; SINGLETON; JOSEPH,;
ROSSI, 1965).

6.2.3.3 Andlises reoldgicas

O perfil reoldgico das amostras foi determinado em reémetro hibrido Discovery
DR2 TA-Instrumentals, acoplado a um controlador de temperatura Peltier (TC81)
utilizando os sensores placa-placa (PP 40 Ti). Previamente as analises reologicas, foi
determinada a inércia (calibracdo do equipamento) para descontar os valores das
forcas centrifugas e centripetas geradas durante os experimentos. O extrato
hidroalcoolico da Ocotea puberula foi mantido refrigerado até o momento da analise.
Os extratos foram realizados em tempo inferior a 15 dias previamente a andlise de

perfil reoldgico.

Figura 12 - Testes de viscosidade complexa em redmetro com EHOP

\ /\
Fonte: o autor, Nov. 2017
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As analises foram realizadas em triplicata. Foi utilizado um disco plano de
40mm e base em Peltier com temperatura constante de 36,5°C (similar a temperatura
da pele humana). Foi aplicado aproximadamente 20mL do extrato hidroalcodlico da
mucilagem da Ocotea puberula e realizado testes de viscosidade linear e viscosidade
complexa (médulo de perda e de armazenamento). A tenséo de cisalhamento e taxa
de deformacédo permitem avaliar a caracteristica e comportamento do fluido frente a
forcas externas, similares a aplicadas na aplicacdo em superficies em geral, como a
pele.

Para analisar este comportamento, foi ajustado o redOmetro para temperatura
constante de 36,5°C (similar a temperatura da pele humana), com tempo de imerséo
de 30 segundos, tensao de 0,5, varredura logaritmica com frequéncia angular de 0,1
a 100 rad/seg e 5 pontos por década. Os resultados foram representados
graficamente através de médulo de armazenamento G* e médulo de perda G de
acordo com a frequéncia angular. A avaliacdo de deformacdo e armazenamento de
materiais € de grande valia para conhecer o comportamento do material frente a
qualquer forca de deformacéo (friccdo, pressao, rotacédo, entre outros).

Ao realizar uma forca de deformacgéo, o material apresenta uma resposta frente
a esta forca de deformacédo. A resposta também é medida graficamente. A diferenca
gréfica entre a deformacado e a resposta gera um angulo de fase ou defasagem (9).
Este angulo associado a representacéo grafica do extrato permite definir se o material
tem uma capacidade de absorver “stress” mecanico com maior ou menor resisténcia
para deformacédo. No caso da formacao de filmes para aplicacdo em peliculas, a busca
por extratos botanicos com estas caracteristicas contribui para a qualidade e

durabilidade da cobertura para pele.

6.2.3.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada em Fourier (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy — FTIR)

As amostras liofilizadas de mucilagem de Ocotea puberula em extracdo a
quente e frio foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho,
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4 mg de cada amostra

e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2%, m/m), no equipamento IR Prestige 21
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(SHIMADZU, Quito, Japéo), na faixa de 4000-400 cm-1, com resolucdo de 4 cm-1 e
32 scan.min-1. Os espectros obtidos foram avaliados frente aos espectros do extrato
puro e liofilizado (no método de extracdo a quente e a frio) e da formulacéo branco
referente.

Posteriormente foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho as membranas de CMC e PVA puras e também as membranas de CMC
e PVA com a mucilagem em EHOP, buscando comparar os espectros de cada
membrana e investigando possiveis interacbfes ou alteracdes estruturais nos

componentes das membranas associadas ao EHOP.

6.2.3.5 Derivada da Termogravimetria (Derived from Thermogravimetry— DTG) e

Termogravimetria (Thermogravimetry — TG)

As amostras liofilizadas de mucilagem de Ocotea puberula em extracdo a
quente e frio foram pesadas igualitariamente e acondicionadas em cadinho de
alumina. O instrumento STA 6000 (PERKIN ELMER, Waltham, MA, Estados Unidos)
foi calibrado usando indio (In; P.F.= 156,6°C; AH fusédo = 28,54 J.g-1) como padrao.
As amostras (5 mg extrato puro e liofilizado da mucilagem pelo método de extracédo a
guente e a frio) foram aquecidas a uma taxa constante de 10 °C.min-1, de 20 a 400
°C, sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min-1) constante.

A andlise termogravimétrica foi realizada no mesmo equipamento, STA 6000
(PERKIN ELMER, Waltham, MA, Estados Unidos), utilizando cadinho de alumina,
onde as amostras (5 mg extrato puro e liofilizado da mucilagem pelo método de
extracao a quente e a frio) foram aquecidas a uma taxa constante de 10 °C.min-1, de
20 a 600 °C, sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min-1) constante.

6.3 FORMULACOES PARA USO TOPICO

As formulages utilizadas neste experimento foram manipuladas no Laboratorio
de Farmacotécnica da UEPG. O EHOP puro foi acondicionado em embalagens livres
de contato com meio externo e luz (aluminizada) e aplicadas em formas de discos

padronizados com mesmo peso de composto (10g). Foi também preparado uma
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membrana de CMC a 2% e CMC 2% com 10% EHOP, assim como PVA 10% e PVA
10% com 10% EHOP.

Como |justificativa de uso do curativo “MegisorbAgR” para grupo Controle
Positivo, descreve-se que este é formado por uma espuma de alginato fibras
celulésicas, as quais possuem capacidade de absor¢do em feridas com altos niveis
de exsudacédo. Contém ainda prata idnica para fornecer liberacéo prolongada de prata
por até 4 dias, promovendo um efeito antimicrobiano rapido e sustentado. Destina-se
a feridas cirurgicas e traumatoldgicas, bem como Ulceras de perna, Ulceras de presséo

e Ulceras diabéticas normalmente exsudativas (SARHEED et al., 2016).

6.3.1 Filme de CMC puro (Al) e CMC com EHOP (A2)

Em meio a tantos produtos obtidos pela modificacdo da celulose, a
carboximetilcelilose (CMC) destaca-se pelo seu potencial emulsificante e na variedade
de aplicacbes. E um sal de éter de celulose, hidrossoltivel e obtido através da reacéo
de celulose com acido monocloroacético na presenta de hidréxido de sédio em
etanol/dgua. Na formacéo de filmes de CMC, foi utilizado 4g de CMC em um béquer
com 200ml agua. Esta mistura permaneceu em agitacdo magnética por 24hrs. Apos
esta etapa, a mistura de CMC em agua foi degaseificada em banho de ultrassom na
cuba de Ultrassom Cristofoli 220V por 30 minutos.

Posteriormente foi acrescido 20 ml de uma solucéo reticuladora, que foi o acido
citrico a 10%. Apds a adicdo, a solucdo foi novamente homogeneizada em agitacéo
magnética a 60°C em 200rpm por 5 minutos. Em sequéncia, a mesma permaneceu
descansando em temperatura ambiente por 30 minutos. Para formacéao de filmes de
CMC foi adicionado 20g da solucdo em placas de pétri PP 8cm. Permaneceram em
estufa biolégica a 37°C por 48 horas. Ap6s a secagem, a membrana foi lavada com
alcool etilico a 95% 3 vezes, extraindo assim o reticulador residual da placa. Foi
retirado as membranas da placa de pétri e as mesmas foram armazenadas em

embalagem livre de contato com luz e ambiente externo.
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Figura 13 - Fluxograma de preparo de membrana de CMC 2%
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A 4
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Descansar por 30min em temperatura ambiente
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Inserir 20g solugdo em Placa Pétri PP 8 cm
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Manter em estufa bioldgica a 37°C por 48hrs
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Lavar a membrana com &lcool etilico 95% 3x
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Retirar a membrana de CMC da placa e armazenar em embalagem

Fonte: O autor, Out. 2016

Para o preparo da membrana de CMC 2% com 10% de EHOP foi seguido os
mesmos passos experimentais da membrana pura de CMC a 2%, acrescentando na
etapa pré reticulacdo a mistura de 20g do EHOP na solucéo e agitagcdo magnética a

60°C por 10 minutos, conforme fluxograma abaixo.
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Figura 14 - Fluxograma de preparo de membrana de CMC 2% com EHOP 10%
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Fonte: O autor, Out. 2016

6.3.2 Filme de PVA puro (B1) e PVA com EHOP (B2)

O Poli (alcool vinilico) ou PVA € um polimero transparente de formula quimica
(C2H40)n, com densidade que pode variar de 1,19 a 1,31 g/cm3, ponto de fuséo de

aproximadamente 200°C e ebulicdo 228°C. Possui uma estrutura simples e seu
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mondmero é o &lcool vinilico. O alcool vinilico possui uma hidroxila e ndo é estavel em
forma de mondémero. O PVA ndo é toxico e possui boa biodegradabilidade. O PVA é
produzido por polimerizacdo do acetato de vinila com poli (acetato de vinila) (PVACc)
seguido da hidrolise de PVAc em PVA (ANDRADE; FERRARI, 2014).

O PVA pode ser aplicado em diversas funcdes, tais como adesivos, papéis
filmes usados para textos, revestimentos de papéis plasticos, empacotamento,
plasticos biodegradaveis para produtos de higiene, barreira para dioxido de carbono
em garrafas PET, agente aderente de outros polimeros, pelicula para fotografias,
lagrimas artificiais na industria de entretenimento, lubrificante de lentes de contato,
reforco de concreto, estrutura de apoio em impressédo 3D entre outros, mas em
especial como membrana para aplicacdo em feridas (ANDRADE; FERRARI, 2014).

Na formacao de filmes de PVA, foi utilizado 20g de PVA em um béquer com
200mL agua. Esta mistura permaneceu em agitacdo magnética a 60°C por 10 minutos
para homogeneizacdo. Apos esta etapa, a mistura de PVA em agua foi degaseificada
em banho de ultrassom na cuba de Ultrassom Cristofoli 220V por 30 minutos (YADAV
et al., 2017).

Posteriormente foi acrescido 2 ml de uma solucéo reticuladora, que foi a mistura
de 10ml de Glutaraldeido a 25%, 10ml &lcool etilico 95% e 0,1mL &cido cloridrico.
Apés a adicdo, a solucdo foi novamente homogeneizada em agitacdo magnética a
60°C em 200rpm por 5 minutos. Em sequéncia, a mesma permaneceu descansando
em temperatura ambiente por 30 minutos. Para formacdo de fiimes de PVA foi
adicionado 20g da solu¢do em placas de pétri PP 8cm. Permaneceram em estufa
biolégica a 37°C por 48 horas. Apds a secagem, a membrana foi lavada com alcool
etilico a 95% 3 vezes, extraindo assim o reticulador residual da placa. Foi retirado as
membranas da placa de pétri e as mesmas foram armazenadas em embalagem livre
de contato com luz e ambiente externo (YADAV et al., 2017). Segue abaixo desenho
experimental da formacdo da membrana de PVA.
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Figura 15 - Fluxograma de preparo de membrana de PVA 10%
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Fonte: O autor, Out. 2016

Para o preparo da membrana de PVA 10% com 10% de EHOP foi seguido os
mesmos passos experimentais da membrana pura de PVA a 10%, acrescentando na
etapa pré reticulacdo a mistura de 20g do EHOP na solucéo e agitacdo magnética a

60°C por 10 minutos, conforme fluxograma abaixo.
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Figura 16 - Fluxograma de preparo de membrana de PVA 10% com EHOP 10%
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6.4 AVALIACAO DO POTENCIAL CICATRIZANTE

6.4.1 Aspectos Eticos

Para realizagcédo da experimentacg&o “in vivo”, um projeto foi encaminhado para
Comissédo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ponta Grossa
(CEUA/UEPG) e aprovado sob o n° do processo 016/2016 (Anexo I). Os protocolos
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foram conduzidos respeitando-se os Principios Eticos na Experimentacdo Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA.

6.4.2 Calculo Amostral de animais para Pesquisa

O numero da amostra foi calculado com base nos trabalhos de Castelo Branco
Neto et al. (2006) e Caetano et al. (2012). Sendo adotado um nivel de significancia de
a=0,05, para 7 grupos de 12 animais cada. Os calculos foram realizados com base na
meédia e desvio padrao, estabelecendo um poder de teste em 95%, usando o programa
GPower 3.1.9.2. Foram acrescidos 30% do total obtido garantindo a viabilidade dos
grupos mesmo com perda de animais no desenvolvimento da pesquisa. Sendo assim,

totalizou-se uma amostra de 105 ratos (15 ratos para cada grupo de pesquisa).

Gréfico 1 - Calculo de tamanho amostral para 7 grupos de pesquisa

F tests - ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way
Number of groups = 7, o err prob = 0.05, Effect size f = 0.494872

-‘é 0.84

= 0.5]

0.1]

To " 2o " 07 4o 7 o7 G0 o 7 do ' do ' 1do

Total sample size

Fonte: O autor. Set. 2016
6.4.3 Selecao de animais para pesquisa

Foram utilizados 105 Ratus novergicus albinus da linhagem Wistar, machos,
com aproximadamente 3 meses de idade, pesando entre 290g a 380g, fornecidos pelo
Biotério da UEPG e transferidos para o Laboratério para Técnica Operatoéria - LTO.
Estes animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, com identificacdo numérica

do animal e grupo a que pertencerd; forradas com maravalha, ruidos minimos, ciclo



74

claro-escuro de 12 horas, temperatura de 21+ 2° C, sistemas de ventilacao
adequados, racao propria para a espécie e livre acesso a agua.

Os animais foram separados de seu grupo de convivéncia, sendo
acondicionado um animal por gaiola e mantidos em observacao por 14 dias antes do
bioensaio. O isolamento dos animais € necessario para que no decorrer da
experimentacdo néo haja a retirada dos curativos pelos outros animais do grupo. O
periodo pré-experimentacdo de 14 dias tera intuito de permitir a ambientacéo
(adaptacdo) dos animais a separacdo do grupo de convivéncia, além de verificar
condic¢des clinicas, realizar a avaliacdo do peso e temperatura e identificacdo de
variaveis que possam influenciar no experimento.

Os ratos foram pesados e separados pelo método probabilistico de escolhas
aleatérias em 7 grupos com 15 animais cada, identificados a partir da terapéutica:
grupo 1 controle positivo (CP) — espuma de alginato com prata (Megisorb); grupo 2
controle negativo (CN) — SF,9%; grupo 3 EHOP puro, grupo4 Al pelicula de CMC sem
EHOP; grupo 5 A2 pelicula de CMC com EHOP; grupo 6 B1 pelicula de PVA sem
EHOP e grupo 7 Pelicula de PVA com EHOP.

Figura 17 - Fluxograma ilustrativo dos grupos de pesquisa em ratos (7 grupos)

Grupos de Pesquisa com ratos

Controle positivo: Grupo G3: Extrato
espuma CMC com Ag Hidroalcodlico Ocotea
(Megisorb) puberula puro

A1l neg: filme CMC . A2: filme CMC
reticulado | reticulado com EHOP

B1 neg: filme PVA B2: filme PVA
reticulado ™ reticulado com EHOP

Controle negativo: SF
0,9% e gase

Fonte: O autor, Set. 2016
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6.4.4 Confeccao da ferida e tratamento das lesbes

Para a realizacdo do procedimento cirdrgico, os animais foram previamente
pesados e 0 peso utilizados para o calculo da anestesia. A anestesia foi realizada por
via intraperitoneal (i.p), em concentracao 40 mg/kg de quetamina a 10% e 10 mg/kg
de xilazina a 2%. Alcancada a profundidade anestésica necessaria, realizou-
seepilacdo dos pelos do dorso do animal, no local da confeccéo da lesdo. Com tesoura
e bisturi foi confeccionada uma leséo excisiva dorsal Unica (2cm x 2cm) até o nivel do
tecido aponeurotico e em seguida, as lesées foram limpas com soro fisioldgico (SF) a
0,9%, aplicado o tratamento topico (exceto no controle negativo) e cobertas com gaze
e ataduras, com técnica asséptica (SARMENTO et al., 2014).

Durante o tratamento foi dispensado em cada ferida amostras da membrana de
Megisorb, CMC e PVA no tamanho de 4x4cm de amostra, garantindo que a
guantidade das formulacfes utilizadas seja igual para todos os animais. Todas as
lesBes foram protegidas com gases estéreis e realizado curativo com esparadrapo,
mantendo-o por 7 dias para avaliagdo da interacéo tratamento X lesédo nos primeiros

7 dias de leséo (fase exsudativa).

6.4.5 Coleta de Material para estudo

Nos dias D7, D14 e D21 de pés-operatorio (DPO), seguiu-se a verificacao do
peso corporal dos grupos e realizado média simples para avaliagdo de peso médio
dos ratos e percentual de perda ou ganho de peso pés lesdo. Foi realizado retirada
do curativo de todos os grupos ap6s 7 dias de lesdo e fotografia de todas as lesdes
para acompanhamento da evolucéo (estas fotos realizadas sem flash, sem zoom e
com resolucéo padréo de 5 Mega pixels e Tamanho 4:3). Na realizagdo das imagens,
foi utilizado um aparato de metal onde a camera foi fixada numa base de metal distante
cm perpendicularmente a area das lesdes e realizado fotos com régua milimétrica para
calibracdo do aplicativo ImageJ na mensuracdo da area de ferida.

Foram eutanasiados cinco animais por grupo e tempo de seguimento. A
mensuracao da area de cada ferida foi realizada nos dias 7, 14 e 21 através de

programas computacionais de avaliacédo de retragcdo de ferida e a area de cada lesédo
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foi determinada através da digitalizacdo das imagens obtidas com os desenhos e
avaliadas utilizando o programa ImageJ 1.44.

Posteriormente foram coletadas amostras das lesdes/ cicatrizes para estudos
histolégicos (n=5 amostras por tempo e por grupo) dos animais nos dias 7, 14 e 21
dias. A pele dorsal ao redor das Ulceras foi extraida cirurgicamente por profissionais
habilitados na manipulagdo animal e técnica operatéria adequada. Estas amostras
foram acondicionadas em cassetes histologicos e fixados em solucédo de formaldeido
10% por 24 horas, e posteriormente conservados em alcool 70%.

A coleta de amostra de sangue para avaliagdo bioquimica foi realizada através
de puncdo cardiaca, sendo acondicionados em tubos falcon com gel separador,

centrifugados e armazenados posteriormente em freezer a -4°C

6.4.6 Avaliacdo do indice de cicatrizagdo das lesdes

As areas das lesfes foram calculadas a partir das fotografias de cada grupo e
seus dias de seguimento de tratamento, utilizando o software ImageJ 1.44. A area
inicial representou a superficie da lesdo no dia do procedimento cirdrgico e a area final
correspondeu a &rea da lesdo no dia da eutanasia. Seguidamente, foi calculado o
indice de Cicatrizac&o das Lesées (ICF) para analisar o percentual de reepitelizacao,
sendo que este foi representado pelo quociente entre a diferenca das Areas Inicial (Ai)

e Area Final (Af) e a Area Final (Ai) [ICF=(Ai-Af)/Ai] e expresso na férmula abaixo:

Ai-A
Ai—4r

ICF =
Ai

00

Adotou-se que valores maiores que zero representam diminuicdo da area
ulcerada e valores menores que zero representam aumento da area e valores iguais

a 1 representam reepitelizacdo completa.

6.4.7Estudo Histoldgico (histomorfometria)
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Nos dias D7, D14 e D22 ocorreram a eutanasia dos animais. A cada eutanasia
sacrificou-se 5 animais por grupo para retirada da ferida e coleta de sangue. Os
animais submeteram-se a anestesia com 4 vezes a dose utlizada para o
procedimento cirdrgico de confeccdo das feridas (eutanasia). Alcancada a
profundidade anestésica, foi retirado entre 2 a 5 mL de sangue por puncéo cardiaca.
Sendo confirmada a parada cardiorrespiratéria dos animais, a ferida foi retirada
(obtendo-se um fragmento de formato elipsdide abrangendo também a area
perilesional).

O sangue foi acondicionado em tubos de falcons com gel devidamente
identificados, posteriormente centrifugados para a separacdo do plasma dos
elementos figurados do sangue. O objetivo é realizar avaliacdo bioquimica para avaliar
0S seguintes testes séricos: Transaminase glutdmico-oxalacética (TGO),
transaminase glutamico-piravica (TGP), uréia e creatinina.

O fragmento de tecido obtido (ferida), além de fragmento de figado e de rim
esquerdo de todos animais foram acondicionados em frascos com formol, e
substituidos por alcool etilico ap6s 24 horas de submerséo ao formol. Posteriormente,
foram enviados os fragmentos de ferida ao Laboratdrio de Patologia Médica, situado
na cidade de Ponta Grossa - PR, sob superviséo técnica do Prof. Dr Mario Rodrigues
MontemOr Netto, para preparo das laminas histoldgicas, sendo que todo o processo
do preparo das laminas foi realizado neste laboratorio seguindo técnicas e

padronizacdes habituais deste estabelecimento.

6.4.8 Andlise microscoépica das feridas

A andlise das laminas foi realizada no Laboratério de Histologia do Programa
de Especializacdo de Odontologia por um profissional que desconhecia a metodologia
do trabalho, e as laminas foram identificadas por codificagdo que o examinador
desconhecia a qual grupo de animais pertencia as laminas.

Todos esses cuidados visaram evitar a possibilidade de viés ao estudo pelo
examinador das laminas. Foi utilizada a coloracdo com hematoxilina e eosina de
Harris para avaliacdo da resposta inflamatéria quanto a inflamacgéo e angiogénesee
para avaliacdo da colagénese (formacdo de fibras de colageno) foi utilizada a

coloragéo de Tricbmio de Masson.
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Para resposta inflamatéria, angiogénese e colagénese foram atribuidos
escores baseados na literatura, sendo estes: para auséncia (0), para presenca (1),

intensamente infiltrado (2), severamente infiltrado (3), conforme ilustrado na tabela

abaixo.
Tabela 1 - Escores utilizados para avaliacéo histologica das lesdes
Variaveis Ausente Presente Moderado Intenso
Inflamacéo 0 +1 +2 +3
Angiogénese 0 +1 +2 +3
Colagénese 0 +1 +2 +3

Fonte: SARMENTO, et. al. Avaliacdo do extrato da Zeyheria tuberculosa na perspectiva de um
produto para cicatrizacdo de feridas.Revista Latino-Americano em Enfermagem, v. 22, n. 1, p. 165-
172, jan./fev. 2014.

Dos escores obtidos através da analise histolégica das fotomicrografias das
laminas, foi obtido uma média de escore e seu desvio padrdo correspondente, para
posterior avaliacdo dos tratamentos com coberturas para as lesdes realizadas.

6.4.9 Testes Estatisticos

Todos os resultados estatisticos foram obtidos pelo programa GraphPad Prism
5® e as variaveis numéricas avaliadas pelo teste One-way ANOVA (analise de
variancia). Para os resultados do teste de cicatrizacdo e provas bioquimicas foi
utilizado o pos-teste de comparacdo multipla de Tukey. Os valores foram
considerados significativos quando p <0,05. Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média (M + E.P.M).

7 RESULTADOSE DISCUSSAO

Neste capitulo foram apresentados e discutidos os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho referentes ao processo de formulagcdo das membranas de
CMC e PVA impregnadas com o EHOP desde a coleta botéanica até a confecgcéo da
membrana, além de caracterizacdo da mucilagem e das membranas impregnadas
com o extrato botanico. Além disso, a atividade cicatrizante dos grupos experimentais

em modelo de ferida em ratos foi analisada através de analises morfoanatbnicas das
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feridas, andlise histolégica da lesdo e quantificagdo bioquimica de constituintes
sanguineos buscando avaliagdo de nefro e hepatotoxicidade.

7.1 EXTRACAO DA CASCAS DA OCOTEA PUBERULA

A etapa inicial da extracdo das cascas da Ocotea puberula é crucial para o
desenvolvimento de toda pesquisa. A identificacdo da planta foi realizada pelo Prof.
Dr Paulo Vitor Farago coma exsicata disponivel jA& depositada previamente no
Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa (ANEXO II).

Através da busca das plantas observou-se uma alta disponibilidade por toda
regido dos Campos Gerais, fato este que somente no local da pesquisa (Campus da
Universidade Estadual de Ponta Grossa), foi possivel identificar mais de 15
exemplares da espécie em fase adulta e outros exemplares em mudas ou formas
jovens, sendo uma espécie amplamente distribuida no Parana e facilmente
encontrada em florestas secundérias. (BROTTO, 2010).

O peso bruto extraido de cascas coletadas foi de 8.300g e desta amostra inicial
aproximadamente 900g foram descartadas por presenca visual de fungos,
representando 10% do total da amostra coletada. A presenca de fungos em cascas in
natura sem tratamento antifingico prévio é esperado em espécies de crescimento
rapido, como é o caso da Ocotea puberula, sendo também observada presenca dos
fungos no suber da canela-guaicéa quando realizado a coleta da mesma (PAES, 2002).

Portanto, totalizou-se 7400g de amostra in natura e o peso final das cascas
apos secagem foi de 5700g de amostra seca. Dados estes demostram a grande
guantidade de umidade presente nas cascas e a capacidade da mesma de armazenar
umidade. A fracdo de umidade presente na casca foi de 23% aproximadamente. E
importante salientar que as amostras nao foram avaliadas por teor de massa seca,
apenas a diferenca de peso entre a amostra in natura apos coleta e a mesma amostra
apos duas semanas de secagem a temperatura ambiente. Comparando o teor de
umidade no extrato em pd da casca de 11%, observamos uma alta capacidade de
reter umidade, fato este justificado por ser realizado a coleta da camada superficial do

caule da planta, responsavel pelo fluxo de floema, e este potencial de armazenar em



80

suas micelas a agua garante resisténcia da planta em condi¢cdes de estiagem
(FILIZOLA, 2015).

O processo de moagem e tamizacao foi realizado em um moinho de facas com
limpeza e garantia de pureza do extrato em po. Observado também a deposicao de
resina com alta capacidade de adesdo ao equipamento durante o processo de
moagem, fato este justificado pelo potencial de retencdo de umidade, o qual formou
um emplastro que aderiu aos compostos de inox do equipamento, sendo também
observado facil limpeza com agua aquecida ou alcool 70%, fato esperado pela
composicdo padrdo de mucilagens de compostos polissacarideos e baixo teor de
proteinas (ROCHA; PIMENTEL; MACHADO, 2011).

7.2 EXTRACAO DA MUCILAGEM DA CASCA DA OCOTEA PUBERULA

Com o p6 da casca da Ocotea puberula disponivel, foi realizada a etapa de
extragdo da mucilagem, através da extracdo hidroalcoodlica, conforme descrito por
Niehues et al. (2015). Porém, na titulacdo padréo descrita no método deste autor a
dissolucéo do p6 da casca para formar um composto liquido nédo foi possivel, devido
formacdo de um gel denso e sem possibilidade de manipulagdo do mesmo.
Observado esta caracteristica, realizou-se uma rediluicdo visando formar um
composto liquido que pudesse ser manipulado e transferido a outros recipientes.

As titulacdes de diluicbes subsequentes realizadas foram em peso de po6 da
casca da Ocotea puberula e volume de agua para diluicdo (p:v). Os testes foram
realizados em ajuste progressivo de titulacédo 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 até 1:40. A titulacédo
minima de diluicdo da casca que permitiu formar um liquido denso foi uma fracéo de
peso da casca em po para 40 fracbes de volume de agua destilada. Abaixo
exemplificado a formacéo de liquido denso em diluicdo 1:40 p/v da casca da Ocotea

puberula.

Figura 18 - Liquido denso obtido pela mistura de 4gua e casca em pé na proporcao 1:40 (p:v)
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Fonte: O autor, Nov. 2016

Posteriormente optou-se por realizar a extracdo através de duas técnicas
distintas: a primeira foi com o aquecimento do liquido por uma hora a 60°C com
agitador mecanico e a segunda foi com a agitacédo dinamica por 7 dias em temperatura
ambiente (25°C). Obtendo as mucilagens, as mesmas foram trituradas e separadas
apos liofilizacdo em frascos para posterior andlises laboratoriais (DSC, TG e FTIR) e
determinacao do rendimento de extracdo de mucilagem.

Avaliando o rendimento de extracdo de mucilagem, o extrato a frio teve peso
inicial de 80g de casca em pd da Ocotea puberula. Desta massa inicial, apés a
diluicdo, agitacéo, centrifugacao, separacéo dos residuos e extracao hidroalcodlica, o
EHOP foi liofilizado, obtendo um peso final em uma balanca analitica de 4 casas
decimais (Celtac FA2104N 220V) de aproximadamente 0,9048g de po liofilizado da
mucilagem.

Calculando o rendimento, o percentual de extrato seco em po de mucilagem foi
de 1,131%. Ja na técnica de extracado da mucilagem a quente, o peso inicial também
foi de 80g de casca em p6 da Ocotea puberula. Desta massa inicial, apés a diluicéo,
agitacdo, centrifugacéo, separacdo dos residuos e extragdo hidroalcodlica, o EHOP

foi liofilizado, obtendo um peso final de aproximadamente 1,0744g de pd liofilizado da
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mucilagem. Calculando o rendimento, o percentual de extrato seco em po de

mucilagem foi de 1,343%. Os dados estdo expressos na tabela abaixo.

TABELA 2 - Rendimento da extragdo por técnicas quente e frio de extragdo de mucilagem da Ocotea

puberula
80g de p6 da casca Peso final (liofilizado) Rendimento
Extracdo a Quente 1,0744g 1,343%
Extracdo a Frio 0,9048g 1,131%

Fonte: O autor. Dez. 2016

Estudos similares de rendimento de mucilagens em geral, como o de Tavares
et al. (2011), avaliou o extrato de mucilagem do inhame Dioscorea trifida (um
tubérculo), com rendimento final de 6,85% de mucilagem em comparagcdo com o
tubérculo bruto. J4 Campos et al. (2015), realizou avaliacao de extracdo de mucilagem
de sementes de chia Salvia hispanica através de extrato aquoso, obteve rendimento
de aproximadamente 4,95%. QUEIROZ et. al em 2013 avaliaram a composi¢ao
quimica da palma forrageira (Opuntia ficus indica), e observou um baixo rendimento
de extracdo de mucilagem, aproximadamente 1,68%, estes dados similares ao

rendimento da Ocotea puberula.

7.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DA CASCA DA OCOTEA
PUBERULA

Em analise quimica de diversos vegetais, € de suma importancia a
determinacdo de sua composicdo centesimal, com a finalidade de fornecer
informacdes sobre a composicdo quimica do extrato e seu potencial de utilizacdo para
a avaliacdo nutricional e controle da qualidade, além de desenvolvimento de novos
produtos conforme 0s constituintes presentes nestes extratos (LIMA, 2008).

A Composicao Centesimal do p6 seco da casca da Ocotea puberula demonstra
a proporcdo em que aparecem alguns constituintes em 100g do produto. Os

resultados foram descritos na tabela abaixo.
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Tabela 3 - Composicéo centesimal do p6 bruto da casca da Ocotea puberula

Determinacdes Valor
Umidade (%) 11,65
Cinzas (%) 4,05
Proteinas (%) 5,63
Fibra bruta (%) 17,65
Gorduras totais (%) 1,07
Carboidratos (%) 59,95
Valor caldrico (Kcal) 271,95

Fonte: Setor de Ciéncias Agrarias e Tecnologia - Departamento de Engenharia de Alimento. Relatério
de Analise 608/17 UEPG Ponta Grossa-PR Novembro 2017

Nesta analise, foi observado ainda um alto teor de umidade, confirmando o
potencial de retencédo de umidade. Apresenta um teor consideravel de fibra bruta, alto
teor de carboidratos, garantindo assim um valor calérico consideravel 271,95kcal/100g
da casca. O teor baixo de proteinas também exprime as caracteristicas das esperadas
das cascas de arvores da Ocotea puberula.

Segundo Farago et al. (2004), o cértex de O. puberula é formado por células
parenquimaticas, apresentando também grupos de células pétreas associados a
pequenos agrupamentos de fibras. Nota-se ainda células com contetdo lipofilico,
células mucilaginosas e células contendo compostos fendlicos distribuem-se na regido
cortical.

Sendo assim, a composi¢cao centesimal de um fragmento vegetal (como o
caule) exprime de forma grosseira o valor nutritivo desta amostra da planta. Podemos,
a partir da composicao centesimal, verificar a riqueza do composto em alguns grupos
homogéneos considerados, assim como verificar o valor calérico desse alimento. Os
dados obtidos conduzem de melhor seguranca as interpretacbfes dos testes

experimentais de caracterizacdo da mucilagem da Ocotea puberula.

7.4. ANALISE DA PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EHOP A QUENTE

As analises de prospeccao fitoquimica sdo essenciais para complementar os
dados obtidos da composigao centesimal das cascas, podendo assim transpor para o
extrato seco e liofilizado da mucilagem da Ocotea puberula a quantificacdo de alguns

grupos funcionais
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Os resultados obtidos através da marcha sistemética fitoquimica para as

cascas de O. puberula estdo expressos na Tabelas 03.

Tabela 4 —Pesquisa no extrato hidroalcodlico das cascas de O. puberula

Metabolito Resultado
Flavonéides Negativo
Antraquinonas Negativo
Esteréides e/ou Triterpenos Positivo (+)
Cumarinas Negativo
Alcaléides Positivo (+++)
Aminogrupos Positivo (++)

Legenda: + fracamente positivo; ++ positivo; +++ fortemente positivo

Fonte:O autor. Ponta Grossa-PR Novembro 2017

A andlise fitoquimica preliminar indicou a presenca de alcalbides, aminogrupos
e esterdides e/ou triterpenos no extrato hidroalcodlico das cascas da O. puberula. As
reacdes gerais para a verificagdo da presenca de alcal6ides, utilizando os reativos de
Dragendorff, Mayer, Wagner e Bertrand, demonstraram resultados fortemente
positivos.

Esses resultados estdo de acordo com Jacobucci (1954), que isolou um
alcaldide aporfinico a partir do extrato metandlico das cascas de Ocotea puberula, a
ocoteina e com Baralle et al. (1972), que identificaram dois novos alcaldides
aporfinicos nas cascas de O. puberula, a dehidroocoteina e a didehidroocoteina. As
estruturas quimicas da ocoteina e da dehidroocoteina estao representadas na Figura
16.

Figura 19 - Estrutura quimica da ocoteina (1) e da dehidroocoteina (2).

OCH, OCH,
s 0 0
H,C H,C
N N
N\ 0 “CHs 0 “CHs
H3CO HsCO
OCHjs OCHjs



85

Fonte: JACOBUCCI, G. A. Ocoteina, un alcaloide aislado de la corteza de Ocotea puberula (Rich.)
Ness. Anales de la Asociacion quimica Argentina, v. 42, n. 1, p. 18-19, 1954.; BARALLE, F. et al.
Dehydroocoteine and didehydroocoteine from Ocotea puberula. Experientia, v. 28, p. 875-876. 1972.

De acordo com Costa (1994), os alcaldides aporfinicos sdo alcaléides de nucleo
isoquinolinico, caracterizados quimicamente pela presenca do ndcleo triciclico de
9,10-dihidrofenantreno. Ainda, segundo o mesmo autor, o0 alcaldide que deu origem a
esses compostos foi a aporfina, sendo que os diversos derivados se distinguem pelo
namero e posi¢cao dos substituintes mais usuais.

Ao avaliar a quantidade de alguns grupos funcionais do EHOP liofilizado foi
observado também alguns dados que corroboram os testes qualitativos obtidos na
prospeccao fitoquimica acima descrita. Abaixo demonstrado realizacdo de curva

padrdo de glicose para quantificacdo de acUcares totais (Figura 17).

Figura 20 - Tubos de Ensaio com padréo de curva de glicose

Fonte: O autor. Out. 2017

O teor de acUcares totais obtido através do método de fenol-acido sulfarico
demonstrou uma concentracdo importante de acuUcares totais. Através da curva
padrdo de glicose foi possivel obter um gréfico linear e extrair a equacao da reta,

conforme demonstrado no grafico abaixo.

Grafico 2 - Equacao de Reta da curva padrédo de glicose
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Curva Padrao de Glicose

y =2,138x - 0,0318
R? = 0,9953

Absorbancia

Concentragao (pug/ml)

Fonte: O autor. Dez. 2017

Utilizando o método descrito acima, foi possivel quantificar o teor de acucares
totais, que foi de 1,439 pg/ml glicose por ug de EHOP.

O teor de compostos fendlicos foi obtido através do método de Folin-Ciocalteau
utilizando acido galico como padrao de referéncia. Através da curva padrao do 4cido
galico foi possivel obter um grafico linear e extrair a equacdo da reta, conforme

demonstrado no gréafico abaixo.

Grafico 3 - Equacao de Reta da curva padréo de acido galico

Curva Padrio de Acido Galico

y=0,9746x + 0,1174
R?=0,9938

Absorbancia

Concentragao (pug/ml)

Fonte: O autor.Fev. 2018

Utilizando o método descrito acima, foi possivel quantificar o teor acido galico,

gue foi de 0,0921 pg/ml de acido galico por mg de mucilagem de EHOP. Este dado
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também é similar aos dados obtidos na marcha sistematica, o qual evidencia uma
concentracdo minima de compostos fendlicos em uma grande propor¢do de amostra
analisada por este teste.

Sendo assim, podemos validar a marcha fitoquimica realizada como adequada

para avaliacdo de grupos funcionais presentes na casca da Ocotea puberula.

7.5. DTG, TG E FTIR DO EHOP EM EXTRACAO A QUENTE E A FRIO

Esta etapa foi essencial para avaliacdo da qualidade das amostras em
comparativo da extracao a quente e a frio da mucilagem da casca da Ocotea puberula.
Observou-se previamente um maior rendimento da técnica de extracdo a quente,
porém as analises laboratoriais foram necessérias para ilustrar qual método obteve

um extrato de melhor qualidade, sem outros constituintes ndo esperados na extracao.

Figura 21 - DTG em extra¢do a quente e a frio
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Fonte: O autor. Set. 2017

Observa-se atraves na andlise de Termogravimetria derivada (DTG) que ha em
aproximados 174°C a primeira perda de massa discreta, relacionado a perda de agua
estrutural. Os dados obtidos através do DTG mostram uma degradacdo de massa
uniforme no extrato a quente, sugerindo um comporto com maior quantidade de
compostos isolados ou sem residuos interferentes na pureza da mucilagem da Ocotea

puberula. Avaliando as demais perdas de massa, nota-se uma segunda perda de
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massa em aproximados 325°C, por provavel degradacdo de compostos alcaldides
presentes no extrato conforme descrito na marcha fitoquimica. llustra-se ainda uma
terceira perda massa em 445 °C relacionado a degradacdo de aminogrupos. Obtém-
se como massa final ap6s aquecimento até 600°C um teor de carbono e sais
inorganicos de aproximadamente 20%, percentual maior do que o obtido em avaliagao
das cascas in natura da Ocotea puberula.

A utilizacdo de um extrato com maior teor de pureza € essencial quando se
busca um potencial fitoterapico na aplicacdo do extrato em feridas. Potencializar o
extrato com maior teor de compostos uniformes € uma medida que pode garantir
eficacia na aplicacdo do extrato nos ensaios biologicos in vivo.

Seguindo as analises laboratoriais, foram realizados TGA e FTIR dos dois
extratos para comparacao e analise dos graficos obtidos. Os valores de TGA foram
similares na andlise dos extratos a frio e a quente, demonstrando a maior perda de

massa na mesma variacao de temperatura, que foi de 325 - 327C.

Figura 22 - TGA em extracao a frio e a quente
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Fonte: O autor. Set. 2017

O valor demonstrado nas figuras acimas mostram os valores de 325°C e
327°Cos quais sao os picos de maxima perda de massa. Os dados obtidos em curvas
de TGA mostram similaridade entre os extratos obtidos a quente e a frio, sendo que
esta andlise ndo pode definir isoladamente qual a técnica de extracdo oferece um
composto fitoterapico de melhor pureza. Podemos assim concluir através destas

analises que a quantidade de compostos alcaldides em massa presente no extrato a
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quente é superior ao extrato a frio, conforme demonstrado no DTG em 22 perda de
massa de 325 — 327°C, corroborando com o rendimento da extracdo a quente como
método mais adequado para extracdo de mucilagem da Ocotea puberula.

Seguindo a avaliagdo quimica dos constituintes, foi avaliado os dados obtidos
em FTIR, conforme ilustrado nos graficos abaixo. E importante salientar que a
espectroscopia na regido do infravermelho (IV) € uma técnica valiosa na analise
organica qualitativa, sendo utilizada por varios estudos nas areas de quimica de
produtos naturais, sintese e transformacdes organicas (LOPES, 2003). Na Figura 23
esta ilustrado os espectros em FTIR dos extratos liofilizados por técnica de extragédo

a quente e a frio, conforme ja descritos previamente.

Figura 23 - FTIR em extracdo a quente e a frio
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Conforme descrito anteriormente, a analise fitoquimica preliminar indicou a
presenca de alcaldides aporfinicos os quais possuem modos vibracionais no IR em
3040 correspondente ao radical OH-, 1585 e 1467 devido ao anel aromatico, 1039 e
935 cm-1 devido ao dioximetileno (PABON, 2010). Quando o alcaloide possui radical
formil (R1=COH), este apresenta absor¢des adicionais em 2830, 2700 e 1739 cm-1
(pabon 2010). Ainda com a presenca de ocoteol no extrato, podemos observar
absor¢cGes em 3375, 2945, 1736, 1614, 1516, 1450, 813 e 681 cm-1 (CANDIDO, 2016)

Na figura 23 temos os resultados de FTIR para os extratos obtidos pelos dois
métodos (quente e frio). Dentre as principais diferencas podemos destacar que a
forma da banda relacionada com o radical O-H possui maior intensidade para maiores
nameros de onda para a extracdo a quente, esta banda pode ainda ser relacionada
com vibracdes do tipo N-H. Também o pico que esta relacionado com grupos formil
em 1728 cm-1 para a extragdo a quente possui uma menor intensidade quando
comparado com o modo vibracional em 1628-1636 cm-1 sendo que a banda em 1628
e 1636 cm-1 que pode ser atribuida a deformacéo axial de C=0 em &cidos carboxilicos
(por exemplo) possui menor largura para a extracao a quente quando comparada com
a extracao a frio. As vibragées em 1042 cmcorrespondem ao estiramento de C-O
(1000-1300 cm-1), presente em estrutura quimica de diversos alcaldides aporfindides
da Ocotea puberula como a boldina, dicentrina, isomesticinina e leucoxina, ilustrados
na figura 26 (ZANIN et al., 2011; LOPES, 2004; CAPANEMA, 2016).

Para a extracao a quente as vibragdes em menores numeros de onda séo todas
alargadas, demonstrando desordem estrutural e possivel ocorréncia de outros
alcaloides de dificil indexacdo dos modos vibracionais. Entretanto, a partir destas
analises podemos inferir que o método de extracao influencia na composicao final das
mucilagens.

Neste sentido, optamos por seguir com a obtencdo das mucilagens por
extracdo a guente visto que a agitacdo em temperatura de 60°C por uma hora detém
melhor rendimento, quando comparado as analises do extrato a frio. Outro fato que
corrobora para a extracdo a quente € o tempo para extracdo, onde na técnica de
extracao a frio o tempo necessario para obtencdo da mucilagem € de 7 dias, diferente

da técnica de extracdo a quente que obtém o extrato em algumas horas.
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7.6 ELABORACAO DAS MEMBRANAS DE CMC E PVA

A escolha da elaboracdo das membranas contendo CMC e PVA foram
baseadas em literaturas, que demonstram ampla utilizacdo destas em membranas
simples ou associadas a outros compostos para utilizacdo em cobertura de feridas. A
técnica mais comum para incorporacao de compostos nas membranas de CMC e PVA
€ por adesividade, formando assim duas camadas distintas (uma com CMC ou PVA e
outra com composto ativo).

No caso do EHOP, este demonstrou baixa adesividade em utilizagdo por
camadas, porém ao realizar o processo de reticulagdo incorporando o EHOP na
membrana obteve um filme transparente, homogéneo e de facil manipulagéo apoés a
secagem, conforme ilustrado abaixo. A incorporacdo do composto ativo e posterior
reticulacéo € uma opcao para formacdo de membranas com fitoterapicos, comparado
a outros métodos descritos em literatura.

Figura 24 - Modelos de Membrana de PVA e CMC

Fonte: O autor. Set. 2017

7.7 FTIR DAS MEMBRANAS DE CMC E PVA PURAS E INCORPORADAS COM
EHOP
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Neste topico foram elucidadas as caracteristicas dos espectros de FITR da

CMC, do PVA e do EHORP liofilizados e isolados, também em forma de mistura fisica

e apos sua reticulacdo em forma de membranas. Foram demonstrados os espectros
separadamente do constituinte CMC e posteriormente PVA.

A Figura 25 fornece espectros de FTIR do CMC puro em p6 e membrana, do

EHOP em p6 e associado com a CMC em membrana e a mistura fisica dos dois

constituintes.

Figura 25 - FTIR CMC Membrana pura e incorporada com EHOP
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Fonte: O autor. Jan. 2018

Observa-se na CMC em membrana os picos de deformacéo axial de COOH
em proximidades de 1735 cmtanto na membrana pura como na incorporagéo do
EHOP. Também esta presente em proximidades de 1593 cm a deformacéo simétrica
de anion carboxilato tanto na membrana pura como incorporada com o EHOP.
Avaliando o EHOP isolado, nota-se presente componentes em comprimento de onda

de 1042 cm! podendo ser justificado como estiramento forte de C-O (1000-1300 cm?),
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presente em estrutura quimica de diversos alcaldides aporfindides da Ocotea puberula
como a boldina, dicentrina, isomesticinina e leucoxina, ilustrados na figura 26. (ZANIN
et al., 2011; LOPES, 2004; CAPANEMA, 2016).

Figura 26 - Estrutura dos alcaléides aporfinicos stricto sensu e de folhas de espécimens adultos de
Ocotea puberula
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Fonte: ZANIN, S. M. W. et. al. Mudas De Ocotea puberula (Lauraceae): Identificagdo E Monitoramento
De Alcaloides Aporfinoides. Revista Quimica Nova, v. 34, n. 5, p. 743, 2011.

Avaliando os deslocamentos das bandas e conformacao das mesmas, é notoria
a percepcédo do alto potencial higroscépico da CMC, ocasionando incorporacdo de
grande quantidade de agua nos constituintes da membrana, alterando polaridade e
interferindo na analise da membrana pelo substrato de CMC. Nota-se alargamento no
espectro no comprimento de onda de 1715 cm e distorcdo em comprimento de onda
de 3500 cm?, quando comparado a mistura fisica sem formacéo de membrana. A via
de regra, a incorporacdo de EHOP na membrana ndo demonstrou estabilidade
guimica adequada, porém o fato de higroscopia pode ter interferido significativamente

neste resultado.
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Em sequéncia as andlises das membranas, a Figura 27 fornece espectros de

FTIR do PVA puro em membrana, do EHOP em p6 e associado com o PVA em

membrana e a mistura fisica dos dois constituintes.

Absorbancia (A)

Figura 27 - FTIR PVA Membrana pura e incorporada com EHOP
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Fonte: O autor. Jan. 2018

Observa-se na membrana de PVA e também nos outros espectros

comprimento de onda de 3550-3200 cmos estiramentos largos de O-H (acido

carboxilico). Também esta presente em proximidades de 2936 cm™o estiramento

curto de C-H em grupos alquil para o EHOP e para C-H de aldeidos presentes na

membrana de PVA reticulado com glutaraldeido. Avaliando o EHOP isolado, nota-se

presente componentes em comprimento de onda de 1042 cm* podendo ser justificado

como estiramento forte de C-O (1000-1300 cm™t), presente em estrutura quimica de

diversos alcal6ides aporfinoides conforme ilustrados na figura 26 (ZANIN et al., 2011;
LOPES, 2004; MANSUR et al., 2008).
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Avaliando as bandas e conformagdo das mesmas, observa-se grande
similaridade nos espectros apresentados, identificando adicdo dos compostos em
forma de membrana e reticulados com glutaraldeido e mantendo suas caracteristicas
quimicas iniciais em analise por FTIR. Nota-se menor potencial higroscopico
comparado a membrana de CMC. Percebe-se assim um potencial de incorporacéo de
EHOP em PVA para formar membranas para serem aplicadas na assisténcia a saude,
com estabilidade quimica ap0s incorporacdo dos constituintes em uma membrana

Unica.

7.8 ANALISES REOLOGICAS DO EHOP

Os perfis reolégicos das amostras foram realizados os testes no redmetro em
triplicata. Foi utilizada um disco plano de 40mm e base em Peltier com temperatura
constante de 36,5°C (similar a temperatura da pele humana). Foi aplicado
aproximadamente 20ml do extrato aquoso da mucilagem da Ocotea puberula e
realizado testes de viscosidade linear e viscosidade complexa (médulo de perda e de
armazenamento). A tensédo de cisalhamento e taxa de deformagao permitiram avaliar
a caracteristica e comportamento do fluido frente a forcas externas, similares a
aplicadas sobre 0 mesmo em superficies em geral, como a pele.

Na Figura 28, estédo apresentados os graficos de médulo de armazenamento e
modulo de perda (G’ e G”) versus frequéncia angular (rad/s) para as amostras

contendo EHOP puro.

Figura 28 - Modulo de Armazenagem (G’) e Perda (G”) do EHOP
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Fonte: O autor. Jan. 2018
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Observou-se que o EHOP apresentou comportamento similar a pseudoplastico,
por apresentar um médulo elastico (deformagao) (G’) maior que 0 moédulo viscoso
(perda) (G”) e pontos de cruzamento dos moédulos em diferentes taxas de stress,
confirmando o potencial de absor¢ao de forca sem sofrer deformacéo significativa. A
avaliacdo de deformacdo e armazenamento de materiais € de grande valia para
conhecer o comportamento do material frente a qualquer for¢a de deformacao (friccao,
pressdo, rotacdo, entre outros). Ao realizar uma forca de deformacédo, o material
apresenta uma resposta frente a esta forca de deformagé&o. Para formacao de filmes
utilizados na aplicagdo em superficies, a busca por extratos boténicos com estas
caracteristicas contribui para a qualidade e durabilidade da cobertura na aplicacéo
sob a pele.

Ao realizar andlise de viscosidade complexa do EHOP e do o alcool etilico 95%
ao qual o EHOP estava acondicionado, as caracteristicas de viscosidade significativa
do EHOP nédo foi representada no alcool etilico 95%, garantindo assim a
confidencialidade da caracteristica peculiar do EHOP de viscosidade complexa
significativa, associado ao modulo de armazenagem maior que o médulo de perda
sem ponto de cruzamento dos médulos, podemos perceber que o EHOP € apto para
aplicacdo como cobertura tépica para pele, podendo este inclusive ter potencial
reologico para ser transformado em uma membrana e 0 mesmo nao sofrer alteracdes
estruturais com forcas de cisalhamento ou torcéo ao ser aplicada a pele. O gréafico de

viscosidade complexa do EHOP e do &lcool 95% esta expressado na Figura 29 abaixo.

Figura 29 - Viscosidade complexa do EHOP e do alcool etilico 95%
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Fonte: O autor. Jan. 2018

7.9 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VIVO PARA CICATRIZACAO DE FERIDAS

Os ensaios bioldgicos foram realizados nos sete grupos distintos descritos na
metodologia. Foram respeitados critérios técnicos de manipulacdo animal, calibracdo
dos profissionais envolvidos nos processos experimentais e padronizacao destes para
a elaboracdo na lesédo até a analise histolégica das mesmas, conforme demonstrado

nas ilustracdes abaixo.

Figura 30 - Manipula¢@o Animal (rato Wistar) para o preparo da leséo incisional no dorso do animal

Anestesia Intraperitoneal Demarcacéo da Lesdo 2x2cm Realizacio da Lesdo Dorsal Les&o Dorso do Animal 2x2cm

Fonte: O autor. Jan. 2018
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7.9.1 Avaliag&o do indice de Cicatrizacio das Lesdes (ICL)

Para avaliar a reepitelizacé@o das les@es foi calculado o ICL considerando a area
da Ulcera (calculada pelo software ImageJd) no inicio e no Uultimo dia de
acompanhamento. Os resultados obtidos foram expressos graficamente através das
diferencas das médias iniciais e finais de cada grupo, obtendo um percentual de
regresséo das feridas conforme ilustrado abaixo. O instrumento padronizado para

realizacdo das fotos padronizadas em todos animais esta demonstrado no ANEXO Ill.

Gréfico 4 - indice de Cicatrizac&o das lesdes (ICL) dos grupos experimentais

100,00%
Indice de Cicatrizacao de LesoOes 86,18% 85,42%
79,04%81,76%
80,00% 73,95% 72,88% 87,01%
66,72%°8:>5%  64,24%

60,00% 53,8
,73%

40,00% 36,89%

20,00%

1,29%

0,00% T
2 O Al 14 dias Al 21 dias
-20,00% -16,70% -9,63%
-19,4
-40,00% _32’31%

Negativo ' Positivo 7 Al (CMC) m A2 (CMC + EHOP) m B1 (PVA) m B2 (PVA + EHOP) m EHOP

Fonte: O autor. Fev. 2018

Comparando a reepitelizacdo dos grupos, observa-se uma regressao
significativa das lesbes no grupo negativo (CN), quando comparado aos outros
grupos. Outro grupo que teve regressao discreta apés 7 dias foi o grupo PVA/EHOP
(B2). O grupo com pior desempenho apos 7 dias de tratamento foi o grupo PVA (B1).
Pode-se sugerir assim que a aplicagdo do EHOP na membrana de PVA obteve
desempenho superior a membrana sem o extrato botanico e o extrato isolado nao

obteve 0 mesmo desempenho inicial de regressdao da lesdo. Previamente foi
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identificado em FTIR a melhor estabilidade da composicdo PVA/EHOP em
comparacao ao CMC/EHOP.

Nota-se assim que a aplicacdo de qualquer membrana na ferida incisional dos
ratos ocasionou aumento da area lesional, podendo ser explicada pelo alto teor
exsudativo das lesbes e favorecimento da maceracédo das lesdes quando utilizado
coberturas que mantinham o leito da ferida imido. Rocha (2014), relata que uma das
estratégias principais para tratamento de lesdes é o0 manejo adequado da umidade,
fato este também ja descrito na revisao de literatura desta pesquisa.

Apbs 14 dias a totalidade dos grupos obtiveram reducdo da éarea de lesdo em
mais de 50%, observando melhor desempenho mantido no grupo CN, porém notou-
se uma regressdo significativa dos grupos Controle Positivo (CP), CMC (Al),
CMC/EHOP (A2) e EHOP (C), quando comparados aos grupos tratados com

membrana de PVA e o controle negativo, conforme expresso abaixo.

Grafico 5 - Percentual de Retracdo das feridas entre 7 a 14 dias de tratamento

Percentual Retragao entre 7 a 14 dias
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Fonte: O autor. Fev. 2018

Ao final de 21 dias o grupo negativo manteve melhor performance de retracédo
das lesbes, seguido do grupo CMC (Al) e do grupo EHOP (C). Observou-se ainda
que o grupo tratado com PVA obteve pior desempenho final de regresséo da area de
lesé@o, e dentre os grupos a membrana de PVA com EHOP teve melhor desempenho,

comparado ao grupo PVA puro. Observou-se ainda que o Grupo Positivo (CP) e o
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Grupo PVA (B1) obtiveram o menor percentual de retracdo entre 14 a 21 dias, e 0s
demais grupos obtiveram desempenhos similares em relacéo a regressao da leséo.

Grafico 6 - Percentual de Retracdo das feridas entre 14 a 21 dias de tratamento

Percentual Retracao entre 14 a 21 dias
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Fonte: O autor. Fev. 2018

O estudo macroscopico permitiu observar diferencas entre 0os grupos, quanto a
cor da lesdo e pode ser realizado uma avaliacdo visual das lesdes, sendo possivel
observar alteracdes macroscopicas entre 0s grupos tratados com membranas e se
apresentaram similaridade em alguma caracteristica (SARMENTO et al., 2014).

Podemos demonstrar através da Figura 31 que as lesdes iniciais de todos 0s
grupos tiveram similaridade macroscopica, como observado na primeira coluna da
ilustracdo. Porém, apdés 7 dias de lesdes, os grupos Al, A2, C e Positivo apresentaram
maior teor de umidade visivel nas fotos, quando comparado ao Grupo B1, B2 e
Negativo. Nota-se também grande acumulo de secrecdo purulenta e enegrecida nas
imagens do Grupo Al e A2. Pode ser justificado essas apresentacdes devido o
potencial higroscopico intenso presente nas membranas de CMC, quando
comparados as membranas de PVA. O excesso de umidade, associado a lesdes de
pele, manutencdo de cobertura por longo periodo e o calor sdo 0os meios ideais para
proliferacéo bacteriana na pele (OLIVEIRA, 2010).
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Apos 14 dias também observam discretas diferengas visuais entre os grupos
experimentais, em especial ao alto teor de crosta presente no grupo tratado com PVA

(B1 e B2), quando comparado aos demais grupos.

Figura 31 - Fotos das lesGes nos grupos experimentais

Grupo Animal Lesao Inicial 7 dias 14 dias 21 dias

A1 (CMC)

A2
(CMC/EHOP)

B1 (PVA)

B2 (PVA /
EHOP)

C (EHOP)

NEGATIVO

POSITIVO

Fonte: O autor. Fev. 2018

Apbs 21 dias as lesdes com tratamento através do PVA foram as que tiveram

pior desempenho cicatricial, visivel nas ilustragdes a diferenca da caracteristica do
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leito da ferida e presenca de tecido cicatricial e reepitelizacdo com proliferacéo de
pelos perilesional. Em suma, o aspecto da lesdo, em relagéo a cor, reflete clinicamente
o desenvolvimento do processo de cicatrizacdo, onde a coloracdo amarelada indica
infeccdo. Esses dados atribuem que os grupos tratados com EHOP (C); Controle
Negativo e Controle Positivo tiveram uma quantidade menor de animais com essa
caracteristica, mostrando a atividade antimicrobiana do EHOP e o Controle Positivo,
e um melhor controle de umidade sem a presenca da membrana sob a leséo (Controle
Negativo).

E importante salientar que os escores obtidos no estudo histolégico
corroboraram esses dados, pois a avaliacdo inicial das caracteristicas macroscopicas
das lesbes sugere diferencas entre os grupos no potencial cicatrizante, porém o0s
estudos histolégicos elucidam estas diferencas de fases de cicatrizacdo das lesGes
(SARMENTO et al., 2014).

7.9.2 Avaliacéo histologica apos 7 dias de leséo

Os dados histologicos foram coletados de acordo com as fases de cicatrizacao
e organizados de acordo com 0s escores para quantificacdo. Na Tabela 5 é possivel
observar que as maiores médias nos escores de inflamacédo foram obtidas pelos
grupos que receberam a membrana e o grupo com o extrato puro (Al, A2, B1, B2 e
C). Observou-se que na avaliacao inflamatoéria apés 7 dias de tratamento o grupo Al,
A2 e C foram significativamente diferentes do grupo Negativo e Positivo. Os demais
grupos (B1 e B2, Negativo e Positivo) ndo tiveram diferenca significativa quando
comparados entre si.

Avaliando a Angiogénese dos grupos, podemos observar as maiores meédias
nos grupos Al e A2 em relagdo aos outros grupos, com diferenca significativa do
grupo C em relagédo ao grupo Al. Nota-se que os demais grupos, com excec¢ao do
grupo Al e C néo tiveram diferenca significativa, conforme andlise estatistica.
Observando a colagénese apos 7 dias podemos afirmar que ndo houve diferenca
estatistica no desempenho em formac&o de colageno entre 0s grupos, mesmo com

média discretamente maior no grupo A2.



Tabela 5— Avaliagdo histologica das lesdes apos 7 dias

Grupo Animal

Inflamacéao

Angiogénese

Colagénese

Média +- dP

Média +- dP

Média +- dP

Al (CMC) 2,6000 +- (0,547) 22,4000 +- (0,894)2  0,2000 +- (0,447)2
A2 (CMC/EHOP)  2,8000 +- (0,447)2  2,2000 +- (0,836)2 0,400 +- (0,547)2
B1 (PVA) 2,0000 +- (0,000)2  1,4000 +- (0,894)2>  0,2000 +- (0,447)2

B2 (PVA/EHOP)  1,8000 +- (0,836)@  1,8000 +- (0,447)2  0,2000 +- (0,447)2
C (EHOP) 2,2000 +- (0,836)2  1,0000 +- (0,000)® 00,2000 +- (0,447)2
Negativo 1,0000 +- (0,000)®  1,6000 +- (0,547)2  0,2000 +- (0,447)2
Positivo 1,0000 +- (0,000)®  1,2000 +- (0,447)2> 00,2000 +- (0,447)2

OBS: Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
Fonte: O autor. Abr. 2018

llustra-se abaixo também as fotos micrograficas dos grupos estudados e suas
diferenciacbes em avaliagdo das membranas e controles / extrato. E importante
salientar que ao avaliar a resposta inflamatéria dos grupos, podemos observar maior
namero de células de resposta inflamatéria nos grupos tratados com CMC, quando
comparado ao grupo tratado com PVA, com celularidade e infiltrado inflamatério
presente nas laminas deste grupo. Corrobora os dados estatisticos obtidos de maiores
médias nos grupos Al e A2 em relacdo aos outros grupos, com diferenca significativa
do grupo Al em relacdo aos demais grupos. A resposta inflamatéria exacerbada
favoreceu a angiogénese nestes grupos, observando maior nimero de vasos
presentes nas laminas com processo inflamatorio, justificado pela resposta do
organismo na neovascularizacdo estimulada por mediadores inflamatérios, em
especial as citoquinas (CASTRO, 2012).
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Figura 32 - Fotomicrografia das laminas das membranas ap6s 7 dias de tratamento

Gr_upo Infla!maf;éo e Coladinase
Animal Angiogénese

A1 (CMC)

A2
(CMC/EHOP)

B1 (PVA)

B2 (PVA/
EHOP)

Fonte: O autor. Mai. 2018

Observando as fotomicrografias das laminas dos grupos negativo, positivo e
extrato, podemos observar também as diferencas visuais similares a apresentadas na
Tabela 5, pois ha uma presencga mais intensa de células de resposta inflamatoria e
angiongénese no grupo tratado com extrato, comparado ao grupo negativo e positivo.
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Figura 33 - Fotomicrografias das laminas dos grupos néo tratados com membrana (EHOP,
Negativo e Positivo) apés 7 dias de tratamento

Grupo Inflamacéao e Colagénese (10x)

Animal Angiogénese (20x)

C (EHOP)

NEGATIVO

POSITIVO

Fonte: O autor. Mai. 2018

7.9.3 Avaliacéo histoldgica apos 14 dias de lesdo

Na Tabela 6 é possivel observar que as maiores médias nos escores de
inflamacéo foram obtidas pelos grupos que receberam a membrana de PVA (B1 e B2).
Observou-se que na avaliacdo inflamatéria apds 14 dias de tratamento o grupo B2
(PVA com EHOP) foi significativamente diferente do grupo Negativo e Positivo. Os
demais grupos (Al, A2, B2, C, Negativo e Positivo) ndo tiveram diferenca significativa
guando comparados entre si.

Avaliando a Angiogénese dos grupos, podemos observar as maiores médias
nos grupos A2 e C em relagéo aos outros grupos, com diferenca significativa do grupo
B2 e Positivo. Nota-se auséncia de diferenca significativa com os demais grupos.
Através destes dados, podemos observar que a resposta inflamatoéria foi mais intensa
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em dois grupos distintos, porém a angiogénese associada a resposta inflamatoria foi
presente somente no grupo C (EHOP). Como hipétese para esta questao, podemos
esperar que a atividade de modulacao inflamatoria dos alcaldides presentes no EHOP
foram biologicamente ativos nos grupos A2 e C, porém nao tiveram sua atividade
moduladora no grupo B2, talvez pela forte interagcdo entre estes compostos na
membrana, impedindo sua liberacéo ao leito da ferida.

Tabelab6 — Avaliacao histolégica das lesdes apés 14 dias

Grupo Animal

Inflamacéo

Angiogénese

Colagénese

Média +- dP

Média +- dP

Média +- dP

Al (CMC) 1,6000 +- 0,547 ab 1,4000 +- 0,547 ab 2,4000 +- 0,547 acd
A2 (CMC/EHOP) 1,4000 +- 0,547 2b 2,4000 +- 0,547 2 1,2000 +- 0,447 bc
B1 (PVA) 1,6000 +- 0,894 2> 1,8000 +- 0,836 2 1,2000 +- 0,447 bc

B2 (PVA/EHOP) 2,4000 +- 0,54742 1,2000 +- 0,447" 1,6000 +- 0,547 abed

C (EHOP) 2,0000 +- 0,7072b 2,4000 +- 0,5472 1,6000 +- 0,547 abed
Negativo 1,2000 +- 0,447°b 1,6000 +- 0,547 ab 2,6000 +- 0,547 ad
Positivo 1,0000 +- 0,000° 1,2000 +- 0,447° 1,4000 +- 0,547¢

OBS: Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
Fonte: O autor. Abr. 2018

Observando a colagénese apos 14 dias podemos notar diferencas distintas
entre o grupo Al e Negativo aos demais, pela maior média relacionado a presenca de
fiboras de coldgeno, com diferenca significativa aos grupos A2, B1 e o Controle
Negativo também com o grupo C (EHOP). A colagénese destes grupos corrobora com
dados obtidos na analise de retracdo de feridas, onde estes mesmos dois grupos
foram os que obtiveram maior indice de Cicatrizacio da Les&o (ICL) comparando aos
demais grupos. Esta caracteristica de intensificacdo de fibras de colageno e reducao
da angiogénese € presente na fase de remodelagem da cicatrizacdo, onde ha

contracdo da lesdo no intuito de promover a maturacao da cicatriz.
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Figura 34 - Fotomicrografia das laminas das membranas ap6s 14 dias de tratamento

Grupo Inflamacéo e Colagénese (10X)
Animal Angiogénese (20x

A1 (CMC)

A2
(CMC/EHOP)

B1 (PVA)

B2 (PVA/
EHOP)

Fonte: O autor. Mai. 2018

llustra-se acima também as fotomicrografias dos grupos estudados e suas
diferenciacbes em avaliacdo das membranas e controles / extrato. Observa-se
diferengas distintas na presenca de celularidade e infiltrado inflamatério entre os
grupos, associado a alteracdo da angiogénese e aumento da deposi¢ao de fibras de
colageno (CAETANO, 2012).
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Observando as fotomicrografias abaixo das laminas dos grupos negativo,
positivo e extrato, podemos observar também as diferencas visuais similares a
apresentadas na Tabela 6, pois ha uma presenca mais intensa de células de resposta
inflamatoria e angiongénese no grupo tratado com extrato, comparado ao grupo
negativo e positivo; e um maior apresentacéo de fibras de colageno dispersas por toda

area da lesdo no grupo negativo.

Figura 35 - Fotomicrografias das laminas dos grupos néo tratados com membrana (EHOP,
Negativo e Positivo) ap6s 14 dias de tratamento

Grupo Inflamacéo e Colagénese (10x)

Animal Angiogénese (20x)

C (EHOP)

NEGATIVO

POSITIVO

Fonte: O autor. Mai. 2018

7.9.4 Avaliacédo histoldgica apés 21 dias de lesao

Os dados histolégicos foram coletados de acordo com as fases de cicatrizacao
e organizados de acordo com 0s escores para quantificacdo. Na Tabela 7 é possivel
observar que as maiores médias nos escores de inflamacédo foram obtidas pelos



109

grupos que receberam o extrato (A2, B2 e C). Observou-se que na avaliacdo
inflamatoéria apds 21 dias de tratamento o grupo A2 e B2 foram significativamente
diferentes do grupo Al, Negativo e Positivo. Os demais grupos (Al, B1, C, Negativo

e Positivo) nao tiveram diferenca significativa quando comparados entre si.

Tabela 7 — Avaliagao histologica das lesdes apos 21 dias

Inflamacé&o Angiogénese Colagénese

Grupo Animal Média +- dP Média +- dP Média +- dP
Al (CMC) 1,0000 +- (0,000)a  2,6000 +- (0,547)2  1,6000 +- (0,894) @
A2 (CMC/EHOP) 1,8000 +- (0,447)° 2,0000 +- (0,000) & 2,6000 +- (0,547)2
B1 (PVA) 1,4000 +- (0,547)3%  1,2000 +- (0,447)" 2,4000 +- (0,547) 2
B2 (PVA/EHOP) 1,8000 +- (0,447)°b 1,2000 +- (0,447)b 1,2000 +- (0,447)"
C (EHOP) 1,4000 +- (0,547)2¢ 11,6000 +- (0,547)" 2,0000 +- (0,707) @
Negativo 1,0000 +- (0,000) a 1,4000 +- (0,547)b 2,4000 +- (0,547) @
Positivo 1,0000 +- (0,000) a 1,2000 +- (0,447)b 2,6000 +- (0,547)2

OBS: Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
Fonte: O autor. Abr. 2018

llustra-se abaixo também as fotomicrografias dos grupos estudados e suas
diferenciacbes em avaliagdo das membranas e controles / extrato. E importante
salientar que ao avaliar a angiogénese dos grupos, podemos observar as maiores
médias nos grupos Al e A2 em relacdo aos outros grupos, com diferenca significativa
do grupo Al em relacdo aos demais grupos. Nota-se que 0s demais grupos, com
excecdo do grupo Al nao tiveram diferenca significativa, conforme anélise estatistica.
Observando a colagénese apos 21 dias podemos afirmar que os grupos A2 e Positivo
foram os grupos com melhor desempenho na andlise de proliferacdo de fibras de
colageno, porém apresentou diferenca significativa apenas com o grupo B2, que foi o

tratamento com pior desempenho em formacao de colageno.
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Figura 36 - Fotomicrografia das laminas das membranas apds 21 dias de tratamento

Grupo Inflamacao e Colagénese (10X)
Animal Angiogénese (20x)

A1 (CMC)

A2
(CMC/EHOP)

B1 (PVA)

B2 (PVA/
EHOP)

Fonte: O autor. Mar. 2018

Nota-se na ilustracdo acima um maior infiltrado inflamatério nos grupos A2 e
B2 e uma angiogénese mais intensa nos grupos Al e A2. Em relacéo a colagénese
percebe-se uma pigmentacéo azulada mais intensa nos grupos A2 e B1, comparado
aos outros grupos de membranas. Através destes dados, podemos definir que o grupo
tratado com CMC associado a EHOP teve melhor resposta inflamatéria, associado a
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angiogénese presente e maior disseminacao de fibras de colageno no leito da ferida,
guando comparado aos outros grupos de membranas avaliadas.

Figura 37 - Fotomicrografias das laminas dos grupos néo tratados com membrana (EHOP, Negativo
e Positivo) apés21 dias de tratamento

Grupo Inflamacéao e Colagénese (10x)
Animal Angiogénese (20x)

C (EHOP)

NEGATIVO

POSITIVO

Fonte: O autor. Mar. 2018

Nota-se na ilustracdo acima um maior infiltrado inflamatério no grupo C, assim
como uma angiogénese mais intensa. Em relacdo a colagénese percebe-se uma
pigmentacdo azulada intensa nos grupem ambos os grupos (C, Negativo e Positivo),
discretamente aumentada no grupo Negativo. Através destes dados, podemos definir
gue o grupo tratado com EHOP puro teve melhor resposta inflamatéria, associado a
angiogénese presente e similar disseminacéo de fibras de colageno no leito da ferida,
guando comparado aos outros grupos negativo e positivo.

7.9.5 Andlise bioguimica de nefro e hepatotoxicidade
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A utilizacao de animais de laboratério € de suma importancia nas pesquisas na
busca do desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, desde o aperfeicoamento dos
meétodos de prevencao, diagnostico até o tratamento de diversas doencas. Por essa
razdo, o conhecimento dos valores dos diferentes parametros fisioldgicos, como
funcdo hepatica e renal é significativo para a avaliacdo de modificagBes induzidas por
testes experimentais e permite avaliar através dos resultados obtidos a confiabilidade
na aplicacdo de um composto livre de potencial toxico ao ser vivo. Os resultados estao
demonstrados na tabela abaixo, sendo expressados os dados de Uréia e Creatinina
em md/dL; transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e transaminase glutamico-
piravica (TGP) em UI/L.

Tabela 8 — Avaliacdo bioquimica dos grupos em Nefro e Hepatotoxicidade

Uréia (mg/dL) Creatinina (mg/dL) TGO (UI/L) TGP (UI/L)

Grupo Animal

Média +- dP

Média +- dP

Média +- dP

Média +- dP

Negativo 40,37 +- (5,45)2 0,350 +- (0,061)® 73,38 +- (15,67)@® 59,50 +- (11,49)
Positivo 37,00 +- (6,72)2 0,324 +- (0,054)@® 69,80 +- (20,16)2 49,87 +- (14,20)2

Al (CMC) 43,87 +- (5,60)2 0,329 +- (0,042)a 9513 +- (23,78)® 67,20 +- (10,39)b

A2 (CMC/EHOP) 42,00 +- (8,29)2 0,302 +- (0,063)2 86,33 +- (25,47)% 50,93 +- (16,75) 2

B1 (PVA) 44,13 +- (10,95)2 0,337 +- (0,091)8 9527 +- (28,85)b 62,93 +- (12,48) a

B2 (PVA/EHOP) 37,43 +- (4,05)2 0,352 +- (0,050)2 82,43 +- (10,07)2 66,43 +- (14,06)"
C (EHOP) 41,40 +- (4,03)2 0,371 +- (0,048)® 86,60 +- (13,90)2 65,13 +- (6,12)"

OBS: Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
Fonte: O autor. Abr. 2018

As amostras sanguineas foram coletadas por puncao intra-cardiaca em todas
as fases de cicatrizacao e realizado uma média entre os valores de todos as amostras
(15 amostras de cada grupo). As analises foram obtidas através do Autoanalizador
Winier Lab CT 300i, com testes de calibracéo e controles de qualidades prévias, estes
realizados no Laboratério Escola da UEPG, sob a supervisdo técnica da Prof. Me
Marcia Viviane Marcon.

Ao analisar os valores de uréia, podemos observar uma maior média no grupo
B1 e menor média no grupo Positivo, porém sem diferencga significativa. Na analise de
dosagem de creatinina, notamos maiores medias no grupo C e menor meédia no grupo

A2, com diferenca estatistica entre estes, porém o grupo de maior valor ndo teve
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diferenca estatistica com o grupo Negativo, este o qual ndo recebeu nenhum
tratamento, sugerindo como controle para a avaliagdo dos demais grupos.

Em artigos cientificos observa-se valores de uréia e creatinina acima do valor
encontrado em outros biotérios, como descrito por Dantas (2006), com valor de uréia
de 48mg/dL +- 7,6 e creatinina de 0,5 mg/dL +-0,07. Melo et al. (2012), também
observou em seu estudo com ratos Wistar valor médio de uréia de 35,9mg/dL +- 3,58
e creatinina de 0,5 mg/dL +- 0,05. Podemos assim sugerir que as analises bioquimicas
nao evidenciaram potencial nefrotoxico ao aplicar sob as lesdes dos ratos testados
nesta pesquisa.

Complementando a andlise de toxicidade, foi realizado quantificacao de valores
de TGO e TGP dos grupos testados quando ao potencial de cicatrizacdo. Em
avaliacdo dos valores de TGO, podemos observar a menor média apresentada pelo
grupo Positivo e as maiores média pelo grupo Al (CMC) e B1 (PVA), com diferenca
estatistica entre estes grupos. Os demais grupos ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os extremos de médias, como € o caso do Grupo Negativo que nao
foi diferente significativamente dos grupos Al e B1.

Ao realizar andlise similar aos valores de TGP, podemos observar a menor
média no grupo Positivo e as maiores médias nos grupos B2 (PVA/EHOP) e C (EHOP)
com diferenca significativa. Entretanto, o grupo Negativo n&o foi diferente de nenhum
dos grupos testados. Buscando dados em literatura, observa-se valores de TGO e
TGP similares aos grupos pesquisados, sugerindo, portanto, auséncia de potencial
hepatotoxico na aplicagdo de membranas com EHOP em modelos de feridas em ratos
(DANTAS, 2006; MELO et al., 2012).
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8 CONCLUSAO

Através deste trabalho concluimos que a canela guaica (Ocotea puberula) é
uma planta de ampla distribuicdo na regido dos Campos Gerais, onde sua extragao
do caule, secagem e trituracdo em po obtém um rendimento adequado. A obtencédo
da mucilagem pela técnica de extracdo hidroalcodlica € uma opcdo de baixo custo
para disponibilizacdo do fitomedicamento, onde as possibilidades de extragao com
emprego de calor ou por maceracéo dinamica a temperatura ambiente tem respostas
similares e o rendimento através do emprego do calor até 60°C mantém as
propriedades quimicas similares a extragcdo em temperatura ambiente. Observa-se
uma maior propor¢do de compostos alcaldides na extragdo a quente, conforme
ilustrado na DTG dos extratos. Portanto, a utilizagdo da extracdo com emprego de
calor é uma opc¢éo adequada para disponibilizacdo da mucilagem da Ocotea puberula.

A anadlise reolégica do EHOP obteve importantes dados referentes a
comportamento sob tensdo, mantendo sua estrutura e absorvendo forgas de tracéao
sem deformar-se, podendo observar o seu carater mais elastico do que viscoso,
denotando a sua resisténcia e potencial aplicacdo nas lesdes e formacédo de
membranas. As formulacdes tdpicas para aplicacdo em feridas foram obtidas atraves
da incorporagédo do EHOP com concentracao de 10% em membranas de CMC e PVA.
Através de andlises em FTIR podemos notar estabilidade quimica na reticulacdo da
associacdo de PVA/EHOP, porém nao foi duplicado estas caracteristicas na
reticulacdo da associacdo de CMC/EHOP.

A aplicagdo em modelo de leséo animal em ratos Wistar foi adequada, podendo
ser observado a evolucdo da cicatrizacdo das lesdes e as diferenciacbes entre 0s
grupos. Pelas caracteristicas do animal de formar lesdes altamente exsudativas, a
auséncia de membranas com potencial de retencdo de umidade foi transmitida em
melhor potencial de regresséo das lesfes. Observou-se, porém, que as membranas
de CMC obtiveram melhor performance tanto pelo ICL quanto pelas analises
histoldgicas. O grupo tratado com EHOP puro também obteve importantes resultados
em potencial cicatricial, quando comparado ao controle positivo de Megisorb, um

curativo com potencial cicatrizante e antimicrobiano conhecido largamente entre os
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profissionais de saude. As analises bioquimicas denotaram auséncia de atividade
nefrotoxica ou hepatotdxica.

Podemos assim concluir que a aplicacdo de membranas de CMC/EHOP e o
EHOP isolado em lesbes experimentais em ratos provém atividade cicatrizante, com
modulacéo inflamatoria e estimulo na angiogénese das lesdes, assim como regressao
significativa das lesfes apds 21 dias de tratamento. Nota-se também que a aplicacédo
da mucilagem das cascas da Ocotea puberula sdo seguras, livre de acao toxica aos
rins e figado, podendo assim expor cientificamente a eficacia do conhecimento

etnobotanico dos indios sobre esta planta.
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9 PERSPECTIVAS

Espera-se estudos posteriores sobre a Ocotea puberula explorando seu
potencial fitoterapico devido a presenca de alcaldides aporfindides, com possibilidade
de acao anti-inflamatoria e analgésica, conforme pesquisas preliminares citadas nesta
dissertacao.

Observa-se através das caracteristicas macroscopicas das feridas apos a
utilizacdo das membranas um teor de exsudato purulento intenso, denotando possivel
inatividade antibacteriana, podendo ser realizado estudos posteriores acerca do
assunto e associar antimicrobianos nas membranas para promocdo de melhor
controle bacteriano do leito da ferida. Outro fato a ser considerado € a utilizacao de
adjuvantes nas membranas que propiciem melhor controle de umidade dos curativos
topicos ao ser aplicado em lesdes exsudativas

Busca-se, portanto a associacdo do EHOP com as membranas
semipermeaveis e testes de cicatrizagdo com diferentes concentracbes de
fitomedicamento, ndo apenas 10% como apresentado neste estudo. Outra opcéo a
ser estudada é a formacdo de membrana com o EHOP puro através da identificacéo
de um reticulador que propicie a formacéo de um curativo semipermeavel com maior
fracdo botanica na sua formacéo, visto o potencial reolégico do EHOP.

Os estudos futuros com a presente espécie, assim como o0s realizados neste
trabalho visam principalmente a utilizacdo da planta em feridas agudas e cronicas na
populacdo em geral, fornecendo um tratamento eficaz com custos reduzidos
promovendo a valorizacao da planta como espécie medicinal, atualmente um adjetivo
ausente para a Canela GuaicA comumente presente nos Campos Gerais de Ponta

Grossa-PR, Brasil.
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ANEXOS



ANEXO | — Parecer Consubstanciado — CEUA
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ANEXO Il — Excicata Ocotea puberula
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ANEXO IIl — Instrumento para realizacdo das imagens das lesdes




