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neutro (pH 7,2), (24a) e Grau de intumescimento das membranas
GELPG e GEL em meio acido (pH 1,2), (24b).
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Fotomicrografias eletronicas de varredura (5 kV, 2.000x e 10.000x,
10 um) de superficie: GEL - membranas de gelatina (a - 2.000x) e
(b - 10.000x), e GELPG - membranas de gelatina contendo extrato
aquoso de Punica granatum Linn (c - 2.000x) e (d - 10.000x).
Fotomicrografias eletr6nicas de varredura (5 kV, 2.000x e 10.000x,
10 pum) de seccéao transversal: membranas de gelatina (a - 2.000x) e
(b - 2.000x), e membranas de gelatina contendo extrato aquoso de
Punica granatum Linn (c — 10.000x) e (d - 10.000x).

Espectros de Infravermelho da membrana de gelatina (linha
vermelha) e da membrana de gelatina com extrato aquoso de
Punica granatum (linha preta).

indice percentual médio de retracéo da ferida ao longo dos 21 dias
experimentais. Grupo controle (CTR), grupo tratado com
membranas de gelatina (WGEL) e grupo tratado com membranas de
gelatina contendo extrato aquoso de Punica granatum (GELPG).
Fotografias das feridas dérmicas demonstrando o indice de retracdo
dos grupos CTR (Controle), wGEL (tratados com membranas de
gelatina) e WGELPG (tratados com membranas de gelatina
contendo extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum)
nos tempos de 0, 3, 7,14 e 21 dias da confecgao da ferida.

Seccdes histologicas dos grupos (areas feridas), ao longo do tempo
de cicatrizacdo no ensaio biolégico. (a/b) Resposta inflamatoria
intensa e edema sdo observados em CTR e wWGEL. (c) Formacgéao
do tecido de granulacdo imatulro em wGELPG em menos de trés
dias. (c/d) Formacao de tecido de granulacdo bem vascularizado é
observada em CTR e WGEL. (e) tecido fiboroso no wGELPG em
menos de sete dias. (f/g/h) cicatriz fibrosa primaria vista em todos
0s grupos de 14 dias. (h) Inicio de formacé&o de foliculo piloso em
WGELPG. (j/k/l) Formacéao de tecido conjuntivo denso fibroso € visto
em todos os grupos. (I) Mdltiplos foliculos pilosos sdo observados
em WGELPG (HE, 40/400 x ampliacao).

Seccdes histologicas dos grupos (areas feridas), ao longo do tempo
de cicatrizacdo no ensaio biolégico. Em trés dias, a deposicdo de
gelatina tipo Ill, escassa, esverdeada é observada em CTR (a),
WGEL (b) e WGELPG (c). Aos sete dias, fibras reticulares de
gelatina do tipo Il sdo evidenciadas nos CTR (d) e GEL (e) e, em
paralelo colageno do tipo | é visto em WGELPG (f). Aos 14 dias,
fibras de gelatina tipo I, densamente dispostas paralelamente, sédo
observadas no CTR (g) e wGEL(h), enquanto que em wWGELPG (i),
as fibras mostraram um ligeiro arranjo entrelacado. Aos 21 dias,
fiboras de gelatina tipo |, entrelacadas, sdo vistas em todos o0s
grupos, mas foram menos compactados em CTR (j) e do wGEL (k)
do que em wWGELPG (I) (Sirius Red/luz polarizada, ampliacdo de
400x).
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DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DO POTENCIAL
CICATRIZANTE DE MEMBRANAS DE GELATINA CONTENDO EXTRATO
AQUOSO DE Punica granatum Linn.

MARISMAR FERNANDES DO NASCIMENTO

Punica granatum é uma espécie vegetal amplamente utilizada como fitoterapico no
tratamento de lesbes da pele. A incorporagdo de extratos vegetais com atividade
biolégica antioxidante em coberturas de feridas tem sido utilizada para melhorar o
processo cicatricial. Portanto, os objetivos deste trabalho foram desenvolver
membranas poliméricas de gelatina contendo extrato de Punica granatum Linn,
caracterizar suas propriedades morfofuncionais e avaliar o efeito dessas membranas
sobre a cicatrizacdo de feridas dérmicas abertas em modelo murino experimental.
Extrato aquoso, metandlico e hidrometandlico foram obtidos por maceracao
dindmica, e caracterizados quanto ao rendimento, e seus compostos tanicos
majoritarios foram identificados por cromatografia liqguida de alta eficiéncia com
espectrometria de massa (CLAE-EM). Foram produzidas por casting, membranas
de gelatina (GEL) pura e contendo extrato aquoso de Punica granatum (GELPG), e
caracterizadas quanto as propriedades fisico-quimicas (apresentagcdo macroscopica,
tensao/deformacéo, permeabilidade ao vapor d’agua, intumescimento, andlise de
microsestruturas em microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier). Para o ensaio biologico de cicatrizagao,
feridas foram induzidas na pele do dorso de ratos Wistar (n=60) distribuidos em trés
grupos (n=20): wGEL, cobertas com membranas de gelatina; wGELPG, cobertas
com membranas de gelatina contendo extrato aquoso de Punica granatum a 1% e
CTR, feridas sem coberturas. Cinco animais de cada grupo foram eutanasiados
apos 3, 7, 14 e 21 dias. As feridas foram analisadas macroscopicamente quanto ao
indice de retracdo percentual das feridas (IRF) e histologicamente quanto a resposta
inflamatoria, reacdo de granulacdo e colagenizacdo. O rendimento do EAPG foi de
58,34 + 1,71 e sua atividade antioxidante foi considerada alta (ICs,=1,715 = 0,24
png/mL). O acido galico, punicalagina a, punicalagina B e acido elagico foram os
compostos majoritarios dos extratos. As membranas GELPG se mostraram
levemente amareladas, mas continuas e homogéneas, além de mais espessas
(p<0,001), mas nao houve alteracdo nas suas propriedades mecanicas quando
comparadas a GEL. Além disso, GELPG se mostrou menos permeavel ao vapor
d’agua e apresentou maiores indices de intumescimento (p<0,05). A analise em
FTIR sugeriu a incorporacdo do EAPG nas membranas. As feridas cobertas com
GELPG apresentaram IRFs significativamente maiores em 3 (p<0,01), 7 (p<0,001) e
14 dias (p<0,001), melhor reacdo de granulacdo, deposi¢cdo e arranjo arquitetural
das fibras de colageno cicatriciais quando comparado a GEL. Concluiu-se que, neste
estudo, o uso de membranas de gelatina contendo extrato aquoso da casca do fruto
da Punica granatum promoveu melhorias substanciais do processo de cicatrizacao
de feridas abertas em modelo murino, expressas por meio da aceleracdo da
contracdo da ferida, modulacdo da magnitude da resposta inflamatéria e
aprimorando a colagenizacdo durante a formacéo da cicatriz fibrosa.

Palavras-Chaves: Punica granatum, gelatina, membrana bioativa, cicatrizacao.
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DEVELOPMENT, CHARACTERIZATION AND ASSESSMENT OF THE HEALING
POTENTIAL OF Punica granatum Linn AQUEOUS EXTRACT-INCORPORATED
GELLATIN-BASED MEMBRANES

MARISMAR FERNANDES DO NASCIMENTO

Punica granatum is a widely used phytotherapic in the treatment of skin lesions. The
incorporation of vegetal-derived extracts with anti-oxidant activity into wound
dressings has been applied to improve wound healing. Therefore, the purpose of this
study was to develop and characterize the morphofunctional properties of gellatin-
based membranes containing extract of Punica granatum Linn, as well as to assess
their healing potential on non-sutured dermal wounds in rodent model. Aqueous,
methanolic and hydromethanolic extracts were obtained by dynamic maceration, and
characterized in terms of yield, tannin content, whose major compounds were
identified by high performance liquid chromatography with mass spectrometry
(HPLC-MS). Thus, the gelatin-based membranes (GEL) and AEPG-incorporated
gelatin-based membranes (GELPG) were developed by casting process and further
characterized according to the physical-chemical properties (macroscopic
presentation, tension/deformation rates, water vapor transmission, swelling rates,
analysis of microstructures by scanning electronic microscopy and infrared Fourier
transform infrared spectroscopy). For the wound healing assay, wounds were
performed in the back of Wistar rats (n=60), assigned into three groups (n=20):
WGEL, dressed with collagen-based membranes; wGELPG, dressed with of 1%
AEPG-incorporated gelatin-based membranes; and CTR, undressed wounds. The
yield of the AEPG was 58.34 + 1.71 and the anti-oxidant activity was regarded as
high (IC50=1.715 £ 0.24 ug/mL). Gallic acid, ellagic acid, punicalagin a and
punicalagin B were the major tannic compounds of the extracts. GELPG membranes
were shown to be slightly yellowish, but continuous and homogeneous and thicker
than GEL (p<0.001), but no significant difference was observed regarding the
mechanical properties in comparison to GEL. Furthermore, GELPG showed lower
rates of water vapor transmission, but higher swelling rates (p<0.05). FTIR analysis
suggested the incorporation of the AEPG to the membranes. The wounds dressed
with GELPG membranes showed significantly increased wound contraction rates at 3
(p<0.01), 7 (p<0.001) and 14 days (p<0.001), improved the granulation tissue, and
provided better collagen deposition and arrangement during wound healing. In
conclusion, this study suggests that the application frit peel-derived AEPG-
incorporated gelatin-based membranes promoted substantial improvement of wound
healing in rodent model, expressed by acceleration of the wound contraction rates,
modulation of the inflammatory response and better collagenization of the fibrous
scar.

Key Words: Punica granatum, gelatin, bioactive membrane, healing.
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INTRODUCAO

A pele exerce fungdes importantes para 0s seres vivos. Os traumas,
intervencgdes cirdrgicas, queimaduras, ou ainda feridas decorrentes das deficiéncias
metabdlicas (diabetes) podem resultar na formacdo de lesdes que interrompem a
continuidade tecidual, expondo o tecido conjuntivo subjacente (NITZ et al., 2006).

A terapia topica € conduta indispensavel no tratamento de feridas,
fundamentada na escolha de coberturas locais que mantenha umido e limpo o leito
da ferida e sejam capazes de absorver o exsudato (CASABURI, 2009). Nesse
sentido, tem-se intensificado a pesquisa de produtos naturais para auxiliar na
cicatrizacdo (COELHO, et al., 2010).

Os substitutos dérmicos atuam na aceleragdo da angiogénese e promovem
debridamento autolitico. O uso dessas coberturas bioativas ainda mantém as
células viaveis e permitem que elas liberem fatores de crescimento estimulando sua
proliferacdo (OLIVEIRA, 2010).

A gelatina € um hidrocoloide gerado a partir da degradacdo parcial do
colageno, formando uma proteina solivel que vem ganhando atencdo por possuir
propriedades funcionais adequadas & producdo dessas membranas (CORREA,
2011). Determinadas macromoléculas proteicas apresentam propriedades
desejaveis na preparacdo de membranas com destaque da habilidade em formar
fibras ou redes, boa elasticidade e plasticidade (CARDOSO, 2005).

Membranas poliméricas produzidas a base de gelatina tém sido utilizadas na
reparacao de traumas quimicos e mecanicos de pele e mucosas (GIRARDI, 2005).
A eficacia dessas membranas esta associada a compostos com potencial
cicatrizante, a exemplo do acido usnico (NUNES et al., 2011), e a prépolis verde e
vermelha (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009), que apresentaram resultados
promissores na reparacédo tecidual e contracdo da ferida.

Polimeros naturais sdo as primeiras opcdes em veiculacdo de farmacos na
linha de membranas. A Punica granatum é uma espécie vegetal amplamente
estudada como fitoterapico que se destaca no processo de cicatrizacdo de lesdes
na pele (DI STASI, 2007). Extratos de Punica granatum tém sido experimentados
pelo seu potencial anti-inflamatério (LEE et al., 2010; BAGRI, et al., 2010),
antioxidante (CELIK et al.,, 2009; PRAKASH, et al., 2011; WANG, et al. 2013) e
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analgésico (SINGH et al., 2010). Os frutos (romd) sao ricos em elagitaninos, e estes
apresentam potencial cicatrizante atribuido aos compostos polifendlicos (QU et al.,
2012).

A invencdo de uma cobertura dérmica, obtida a partir de cascas do fruto de
Punica granatum Linn, contribui para o aproveitamento de residuos vegetais na
bioproducdo de farmacos inovadores na area de produtos naturais e saude. Esse
bioproduto possui competéncia quimica (boa solubilidade e polaridade), alto
potencial antioxidante, anti-inflamatério e cicatrizante, além de ser biodegradavel e
apresentar compatibilidade com o uso epitelial, favorecendo a reabilitagéo tissular
em menor intervalo de tempo. Outra caracteristica bastante favoravel é que o
bioproduto é totalmente absorvido na area lesada nao permitindo a geracao de lixo
biologico e, consequentemente contaminacdo ambiental.

Tais evidéncias justificam um estudo mais detalhado sobre os componentes
bioativos do fruto desse espécime vegetal, visando colaborar para a construcéo de
um consenso referente a terapia topica das feridas e, de contribuir para a melhoria
da qualidade de vida das pessoas portadoras de feridas.

Para tanto, o objetivo geral desse estudo foi desenvolver, caracterizar, e
avaliar o potencial de membranas de gelatina contendo extrato de Punica granatum

Linn sobre o processo de reparo cicatricial dérmica por segunda intencdo in vivo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver, caracterizar, e avaliar o potencial de membranas de gelatina
contendo extrato de Punica granatum Linn sobre o processo de reparo cicatricial por

segunda intengao in vivo.

2.2 Especificos

= Obter extrato aquoso, metandlico e hidrometandlico da casca de frutos de
Punica granatum Linn;

= Calcular rendimento dos extratos obtidos;

= |dentificar compostos tanicos majoritarios, cicatrizantes e anti-inflamatorias,
nos extratos obtidos;

= Avaliar a atividade antioxidante do extrato de melhor rendimento;

= Desenvolver membranas de gelatina com e sem extrato de Punica granatum;

= Caracterizar as propriedades morfofuncionais e quimicas das membranas
produzidas;

= Avaliar o potencial cicatrizante de membranas de gelatina contendo extrato

de Punica granatum em ensaios de cicatrizacdo dérmica in vivo.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Pele

A estrutura da pele consiste em um érgdo grande, que mede uma area entre
1,8m% e 2,0 mm de espessura, pesa cerca de 5,0 Kg, apesar de ser uma fina
camada, exerce fungbes muito importantes no corpo, como termorregulacéo,
protecdo imunolégica e sensitiva. Também atua como barreira de protecdo
impedindo a perda exacerbada de fluidos corporais e de eletrélitos (NEEL et al.,
2012).

A pele recobre toda superficie do corpo humano. Sua composicdo
morfologica é organizada por duas camadas distintas. A camada epitelial de origem
ectodérmica, caracterizada pelo tecido epitelial pavimentoso estratificado
gueratinizado, denominada epiderme, seguida da derme que é composta de tecido
conjuntivo e a outra porgdo conjuntiva de origem mesodérmica, a derme. Abaixo da
derme se encontra a hipoderme, que, apesar de ter a mesma origem da derme, nao
compde as partes da pele, somente faz adesdo com os o0rgaos subjacentes, sendo
a camada responsavel pela reserva energética, protecdo contra choque mecanico e
isolamento térmico (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A pele atua como uma estrutura organica que oferece protecdo mecanica as
partes abaixo desse tecido e serve de barreira contra traumas externos e invasao
de microrganismos patégenos, além de se destacar pela funcdo da percepcédo. A
especificidade do tecido tegumentar € demonstrada pelos estimulos tateis,
pressoricos, vibratorios, dolorosos, térmicos e pela resposta galvanica da pele. A
funcdo secretora engloba as glandulas sudoriparas e sebaceas, importantes para a
manutencao tissular (com preservacao da camada cornea). (NEEL et al., 2012).

Junqueira e Carneiro (2004) consideram a pele como o 6rgdo que exerce
funcdes importantes, a exemplo de protecdo do organismo contra a perda de agua
por evaporacdo, protecdo mecanica, colaboracdo na termorregulacdo, protecao
imunoldgica, elasticidade, a depender de sua localizacdo. Exerce ainda protecao

contra os raios ultravioletas, formacao de vitamina D3,



UNIVERSIDADE TIRADENTES - Dissertagio de Mestrado Marismar Fernandes do Nascimento

Essa estrutura cutdnea como matriz de colageno constitui-se de camadas
importantes, a epiderme — epitélio escamoso estratificado e a derme — camada
composta de 80% de &gua, fibras de colageno, elastina e fibrilas organizadas em
rede, na qual estdo presentes, faneros cutaneos, rede vascular e receptores
sensoriais, também agrega fibroblastos que desempenham papel vital na
modelagem da matriz de colageno fibrilar (NEEL et al., 2012).

3.1.1 Epiderme

s

A epiderme é constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
gueratinizado. A espessura da pele depende da sua regido anatdmica, como
exemplo a planta do pé e a palma da méo a pele é espessa, onde estdo presentes
as camadas basal, espinhosa, granulosa, lucida e cornea. Outras regides
apresentam a epiderme mais fina, chamada pele delgada, onde a camada cornea é
mais reduzida e a camada lucida n&o existe. Nessa camada estao presentes quatro
tipos de células: Queratindcitos, Células de Merkel, Melandcitos, Células de
Langerhans (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A epiderme €& composta, predominantemente de queratindcitos, que
promovem a adeséo célula-célula dando origem a camada cornea (mais externa),
constituida de células eosindfilas anucleadas com grande quantidade de filamentos,
principalmente a queratina, proteina responsavel pela funcado de impermeabilizacéo.
O extrato ou camada basal é responsavel pela reposicédo celular, promovendo a
renovacdo da epiderme continuamente e, consequentemente, eliminacdo e
substituicdo de células da camada coérnea. Por fim, as camadas, espinhosa e
granulosa também constituem a epiderme. O aporte de oxigénio e nutrientes dessa
area chega por difusdo, a partir de vasos sanguineos da derme, ja que essa
camada ndo possui vasos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; ALBUQUERQUE-
JUNIOR, 2009; IGNACIO, 20009).

3.1.2 Derme

E o tecido conjuntivo sobre o qual se apoia a epiderme. O tecido conjuntivo é

caracterizado pelos tipos de células e fibras que o compde. Essas células podem
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ser: fibroblastos responsaveis pela producdo de fibras e de uma substancia
gelatinosa, a substancia amorfa; fibrécitos, macrofagos, linfécitos, plasmacitos,
mastécitos, células adiposas e melandcitos. Sua superficie externa € irregular.
Essas irregularidades sdo denominadas papilas e aumentam a area de contato
derme-epiderme, trazendo maior resisténcia a pele. A derme possui duas camadas:
papilar, a mais superficial, e reticular, a mais profunda (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

A derme consiste numa camada de sustentacdo da epiderme, composta de
tecido conjuntivo e, constituida de numerosos fibrocitos que sintetizam as proteinas
das fibrilas do colageno e da elastina, responsaveis pela sustentacdo tecidual.
Nessa parte ha acomodacdo dos vasos sanguineos e linfaticos que nutrem a
epiderme, além de agregar nervos e 0Orgaos sensoriais como, 6rgao de Ruffni
(sensiveis ao calor), corpusculo de Vater-Pacini (sensiveis a pressao), corpusculo
de Meissner (deteccdo de pressfes de intensidades variadas), célula de Merckel
(sensiveis ao tato e a pressdo) e foliculo piloso, com terminacbes nervosas
associadas; terminacdo nervosa livre, com dendritos livres sensiveis, visualizados
na Fig. 1 (IGNACIO, 2009).

Na ocorréncia de perda extensa, superior a 4,0 cm de diametro na area da
derme e epiderme, a pele necessita de reconstrucao cirargica, por enxerto, em que
existe o risco potencial de rejeicbes e possiveis outras intercorréncias. Isso reforca
a teoria de que a pele ndo é apenas uma membrana permeavel que recobre a
superficie corporal, mas um 6rgdo muito mais complexo (NEEL, et al., 2012).

A ruptura da pele confina a barreira mecanica de protecdo contra
microrganismos patdgenos exdgenos e, ao evento de traumas ocorridos na pele
provocando descontinuidade tecidual e desarranjo tegumentar em que altera a
homeostase, denomina-se ferida (ALEMDAROGLU et al., 2006; CARLUCCI et al.,
2007; ISERI et al., 2008).
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Figura 1: Estrutura anatémica da pele, indicando principais elementos (IGNACIO, 2009).

3.2 Feridas na pele

As feridas sé@o definidas como qualquer lesdo que infere a descontinuidade
cutanea causada por cirurgias, traumas, isquemia, queimaduras, pressao
continuada por longa permanéncia de tempo ou qualquer outro tipo de agressao
externa que altere as condi¢c6es morfofuncionais da pele (BLANES, 2004; ARAUJO,
2010).

Essas lesbes propiciam ao ambiente da ferida, condicbes adequadas a
proliferacdo de microrganismos permitida pelo potente meio de cultura ali existente,
entendido pela presenca de exsudato rico em nutriente e temperatura local
apropriada (MIYAZAKI et al., 2012).

Tao logo ocorre a descontinuidade da pele, inicia-se o processo de
cicatrizacdo que perpassa desde a ocorréncia da lesdo até sua remodelacao tardia,

considerado como um processo complexo de reabilitacdo, induzida por agresséo
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local que abrange modificacdes entre as células e os componentes da matriz
extracelular (MUZZARELLI, 2009).

3.2.1 Fisiopatologia da ferida

O pH é um fator importante que ajuda a controlar o microambiente das
feridas crbnicas. As feridas agudas cicatrizam em meio acido, como uma resposta
fisiologica temporaria, resultante de fatores diversos: 1) producdo de acido lactico;
2) aumento da exigéncia de O, e diminuicdo da perfusdo tecidular, com aumento
local de pCO,. As lesbes que apresentam pH mais alcalino apresentam periodos de
cicatrizacdo mais demorada, demonstrando que o pH das feridas cronicas encontra-
se entre 7.15 e 8.9 (MENOITA et al., 2012).

Imediatamente apOs a instalacdo do ferimento, o processo de protecdo é
iniciado com a chegada do sangue preenchendo a area lesada. Consequentemente
ocorre a coagulacédo, desidratacdo e formacédo de crosta. Os coagulos formados
liberam mediadores quimicos produzindo uma reacdo inflamatéria aguda. Logo
surgem os neutrofilos, seguido de macrofagos e linfocitos, que invadem a area
lesada, respectivamente (NITZ et al., 2006).

O processo prossegue com 0 aumento da permeabilidade que é favorecida
pela neoformacdo de capilares, apresentando o aspecto edemaciado. A partir dai,
fibroblastos, capilares e células inflamatdrias residuais, passam a constituir o tecido
de granulacdo. Os miofibroblastos migram para a lesdo em busca de promover a
retracao da ferida, através de sua capacidade contrétil. O aumento da densidade de
fibras colagenas e suas retracdes promovem a reducéo do diametro dos capilares, o
endotélio desses vasos prolifera para a luz causando sua obstrucdo e,
consequentemente, ocorre diminuicdo do fluxo sanguineo, assim determinando uma
reducdo dos constituintes do tecido de granulacdo. Arteriolas e vénulas surgem na
area lesada por diferenciacdo de células mesenquimais em células musculares que
envolvem os capilares, passando a constituir a parede desses novos vasos. Estas
alteracdes fazem com que o tecido de granulacdo mude sua estrutura, constituindo
um tecido conjuntivo tipico (NITZ et al., 2006; LAMANO, 2008).
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3.2.2 Tipos de feridas

As feridas sdo diferenciadas em agudas, injurias causadas por corte ou
resseccao cirdrgica que completam o processo cicatricial dentro do tempo
esperado. Contrastando com as feridas crénicas, que sao injurias dos tecidos em
que a cicatrizagdo ocorre lentamente (ARAUJO, 2010).

Quando a ferida envolve a derme incompleta e ocorre depois de repetidos
procedimentos de agresséo a pele, esta € considerada ferida de espessura parcial;
por outro lado, quando acomete a derme completa ou é estendida no tecido celular
subcutaneo necessitando da formacdo de um novo tecido, é classificada em ferida
de espessura total (MADELBAUM, et al., 2003).

3.3 Inflamacgéo

O sistema imunoldgico é constituido por um conjunto de células e moléculas,
gue buscam a manutencdo da homeostase no combate as agressdes organicas. A
imunidade caracteriza-se pelo acelerado retorno a agressdo, independente de
gualquer estimulo recebido previamente, sendo a primeira linha de defesa do
organismo (CRUVINEL et al., 2010).

A imunidade inata atua em conjunto com a imunidade adaptativa e seus
mecanismos envolvem barreiras fisicas, quimicas e biologicas, componentes
celulares e moléculas soluveis. A defesa elementar do organismo frente a um
agravo tecidual envolve outras etapas secretamente integradas e constituidas pelos
diferentes componentes desse sistema. A resposta inflamatdria € considerada
favoravel ao organismo, resultando na expulsdo de microrganismos por fagocitose,
diluicdo ou neutralizacdo de substancias importunas ou toxicas pelo extravasamento
local de fluidos ricos em proteinas, e limitacdo da lesao inicial pela deposicdo de
fibrina (CRUVINEL et al., 2010).

A inflamac&o € um processo que provoca modificacdes do sistema vascular,
componentes liquidos e celulares, visando destruir, diluir ou isolar o agente lesivo e
caracteriza-se pelos sinais e sintomas de dor, calor e rubor (MELO et al., 2011,
TAKEUCH e AKIRA, 2010).
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Dentre os agentes causadores da inflamagdo, destacam-se 0s agentes
biolégicos, quimicos, imunes e fisicos (incisbes, traumatismos, fraturas), sendo
chamados de agentes inflamatérios ou flogbgeno. [Esse processo,
clinicopatologicamente, divide-se em inflamacao aguda e crénica. A aguda € aquela
que tem duracdo rapida e apresenta alteracdes vasculares como exsudacao
plasmética e neutréfila (MELO et al., 2011).

Essas alteracdes sdo desencadeadas pelos diferentes mediadores quimicos
gue se originam do plasma ou de células locais, que agem juntos ou em sequéncia,
modificando a resposta inflamatéria inicial influenciando sua evolug¢do, devido
regular as subsequentes respostas vasculares e celulares. Cessado esse processo
agudo, a liberacdo de mediadores é reduzida, a microcirculagdo recupera o
equilibrio hemodinamico e ha o retorno das células e liquidos extravasados a
circulacdo, geralmente pelos vasos linfaticos. A inflamacdo crbénica tem uma
permanéncia mais longa e estd associada a presenca de outras células como
linfocitos e macrofagos, além da proliferacdo de vasos sanguineos e necrose
tecidual (MELO et al., 2011).

Lawrence et al. (2010) consideram a inflamacdo uma resposta primaria a
infeccdo ou lesdes que removem 0 agente causador, consequentemente conduz a
reparacao tecidual, regulacéo da permeabilidade vascular ocorrendo o recrutamento
de leucdcitos sanguineos. O organismo reage através do processo inflamatério a
todos os tipos de lesdo, abrangendo respostas vasculares, humorais, neuro
hormonal e celular, no local da perda tecidual que se inicia logo apds a inflamacéo e
€ caracterizada pela formacéo de gelatina, responsavel pela forca e integridade dos
tecidos. Assim, a forca e a integridade do tecido de reparacao residem no tipo de

fibra colagena sintetizada e na quantidade de ligacdes cruzadas (MAIA et al, 2008).

3.4 Cicatrizacao

A maioria das lesGes do organismo € reparada pela regeneracdo das células
parenquimatosas, seguida da cicatrizacdo do tecido conjuntivo. Quando ocorrem
feridas parciais da espessura da pele, forma-se um coagulo, secando em seguida
com a finalidade de proteger a leséo. Inicia-se o processo de migracdo celular,

sendo este o primeiro evento responsavel pelo reparo tecidual. (ALBUQUERQUE-
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JUNIOR et al., 2009). Ignacio (2009) avigora que 0 processo cicatricial advém de
inflamacéo, seguido por constituicdo de tecido de granulacdo e remodelacdo
tecidual.

O processo biolégico da cicatrizacdo envolve diferentes tipos de células,
matriz extracelular, proteinas e seus receptores, mediado por citocinas e fatores de
crescimento. O recrutamento, a ativacdo, a migracdo e a diferenciacdo de células
no leito da ferida sdo afetadas devido a liberacdo de varios fatores de crescimento
gue ocorrem na ferida, como fator de crescimento derivado plaqueta-PDGF que
induz a proliferacdo de fibroblastos com consequente producdo da matriz
extracelular durante a contracdo da ferida e reorganizacdo da matriz; fator de
crescimento epidérmico-EGF, fator de crescimento basico de fibroblastos-FGF, fator
de crescimento transformante beta-TGF-B1, principal responsavel pelo estimulo
inicial da migracdo das células epiteliais; o fator de crescimento transformante alfa-
TGF-a (SANTORO e GAUDINO, 2005; ARAUJO, 2010).

A fibrose ocorre subsequentemente a formacdo de tecido de granulacéo,
sendo destaque na reducdo do tamanho da lesdo. Regeneracdo epidérmica e
dérmica (contracdo da lesdo) podem usualmente fechar a ferida suavemente.
Fibroblastos ricos em actina, em tecidos de granulacdo, conhecidos como
miofibroblastos, sdo os responsaveis pela contracdo da ferida. A cicatrizacdo de
feridas é considerada a reparacéo tecidual do organismo humano que envolve uma
sequéncia de fatores de crescimentos peptidicos determinados por plaquetas,
macrofagos, células epidérmicas e dérmicas importantes nessa reconstrucdo dos
tecidos (ULUBAYRAM et al., 2001; KAWAIA et al., 2005; IGNACIO, 2009).

Sehn et al. (2009) afirmam que a cicatrizacdo é caracterizada pelo tipo de
célula e, respectiva fase que predomina a lesdo, enfatizando ainda que essa etapa
contempla uma sequéncia dividida em fases distintas, e segue eventos
sequenciados e simultaneos, que envolvem a inflamacdo, reepitelizacao,
reconstrucao dérmica, contracdo e remodelacéo do tecido lesado.

Ignacio (2009) enfatiza a variedade de fatores sistémicos e locais que podem
interferir no processo de cicatrizacdo, interrompendo o processo de inflamacgéo e
ocasionando falhas na producao e interligacdo do colageno. Considerando assim,
trés fases interligadas no processo de cicatrizacdo, a fase inflamatéria, fase

proliferativa e fase de maturacdo. Samy et al. (2012) evidencia que esse processo
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inicia pela recuperagédo ou reparagao celular, buscando a revitalizagdo do tecido,

neoformacéo vascular, epitelizacdo, contracdo e remodelamento histologico.

3.4.1 Classificagdo quanto ao tipo de cicatrizacao

Segundo Mandelbaum et al. (2003), o fechamento das feridas ocorre de
maneiras distintas, a depender das caracteristicas e origem da leséo, classifica-se o

tipo de fechamento em primeira, segunda ou terceira intencao (Fig. 2).
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Figura 2: Feridas e tipos de cicatriza¢do. Modificado de MANDELBAUM et al. (2003)

3.4.1.1 Primeira intencéo

Processo em gque ocorre a unido primaria das bordas da ferida com possivel

aproximacdo dos bordos da lesdo por suturas, ocorrendo perda tecidual minima,
reducdo do potencial de infeccdo e do edema intersticial. Nessa etapa, o tecido de

granulacéo néo é visualizado (IGNACIO, 2009).
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3.4.1.2 Segunda intengé&o

A cicatrizacdo por segunda intencdo ocorre quando as bordas da ferida néo
estdo apostas, como nas queimaduras ou em ferimentos profundos que sé&o
deixados abertos para formacgéo de tecido de granulacdo. Neste caso, o tecido de
granulacdo preenche a ferida e esta se contrai e reepiteliza (AMORIN, 2005). Para
Martins et al. (2006), na cicatrizacdo por segunda intencdo apés a lesdo, sao
identificadas trés fases consecutivas: a primeira fase exsudativa ou inflamatoria; a
segunda, fase proliferativa ou fibroblastica; e terceira, fase, denominada como fase

de maturag&o ou remodelagéo.

3.4.1.3 Terceira intencao

A terceira intencdo ocorre quando ha fatores que retardam a cicatrizacéo da
lesdo, inicialmente submetida a fechamento por sutura secundaria. Isto ocorre
guando a incisdo é deixada aberta para drenagem de exsudato e sO entdo é
fechada ou simplesmente, quando a ferida aberta é fechada secundariamente dias
apos a lesao, cicatrizando por primeira intencéo tardia. Geralmente estas feridas
sdo mantidas abertas para a resolucdo de edema e infeccdo (AMORIN, 2005;
DANTAS e JORGE, 2005).

3.4.2 Classificacdo quanto as fases de cicatrizacéo
Sao trés as fases cicatriciais, (1) Fase inflamatéria ou exsudativa, (2) Fase
proliferativa ou de tecido de granulagéo (3) remodelacéo.

Estas fases ndo sdo mutuamente excludentes, mas sobrepostas no tempo
(BALBINO et al., 2005; GANTWERKER e HOM, 2012).

13



UNIVERSIDADE TIRADENTES - Dissertagio de Mestrado Marismar Fernandes do Nascimento

3.4.2.1 Fase inflamat6ria ou exsudativa
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Figura 3: Fase inflamatéria do processo de cicatrizacdo. Modificado de GANTWERKER e HOM,
2012.

A primeira fase, inflamatdria ou exsudativa, inicia-se ap0s a ocorréncia do
ferimento, com o0 extravasamento sanguineo que preenche a area lesada com
plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas, conforme Fig. 3. A
agregacao plaquetaria e a coagulacdo sanguinea geram um tampéao rico em fibrina,
gue, além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra a invasao de
microrganismos, organiza matriz proviséria necessaria para a migracao celular
(MENDONGA e NETTO, 2009).

Existem células especificas no organismo que desempenham funcéo
importante na defesa contra agentes agressores. A maioria chega ao local da injaria
pela corrente sanguinea, como acontecem com os polimorfonucleares (neutréfilos e
eosindfilos), os mondcitos e os linfocitos. Outras constituem aquartelamentos locais
de defesa, como os histiocitos (macrofagos moveis) e os linfécitos e plasmécitos
dos foliculos linfoides, disponiveis imediatamente apds a injaria. Algumas dessas
células exercem o papel de defesa preparando substancias especificas (anticorpos
e linfocinas) que neutralizam ou destroem o agente agressor - linfécitos e

plasmécitos da defesa imunolégica. JA o0s macrofagos e leucocitos
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polimorfonucleares granulécitos (neutréfilos e eosindfilos) fagocitam e digerem, no
seu interior, o agente agressor (LAMANO, 2008).

A resposta inflamatéria ocorre a partir da migracdo sequencial de células de
defesa para a ferida, facilitada por mediadores bioquimicos que aumentam a
permeabilidade vascular, favorecendo a exsudacdo plasmatica e a passagem
desses elementos celulares para a area lesada (MONACO e LAWRENCE, 2003).
Os mediadores bioguimicos de acao curta sdo a histamina e serotonina e as mais
duradouras séo a leucotaxina, bradicinina e prostaglandina. A prostaglandina é um
dos mediadores mais importantes no processo de cicatrizacdo, pois além de
favorecer a exsudacdo vascular, estimula a mitose celular e a quimiotaxia de
leucacitos (TAZIMA et al, 2008).

A fase aguda da reacdao inflamatéria desencadeada no inicio do reparo tem
longevidade variavel, durando de cinco a sete dias, quando ocorre a cronificagdo do
processo necessaria a instalacdo da reacdo de granulacdo caracteristica da
segunda fase do processo cicatricial. Essa fase é marcada pelos sinais de dor,
calor, rubor e edema. Nessa fase ha liberacdo de mediadores quimicos provocando
a vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade dos vasos favorecendo a
guimiotaxia que combatem 0s agentes invasores e 0s macrofagos, que irdo
promover a fagocitose. (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009).

A alteracdo no perfil de infiltracdo leucocitaria € determinada pela reducao
nos sinais quimiotaticos com diminuicdo gradativa no influxo de neutréfilos e
substituicdo destes leucdcitos por linfocitos e macrofagos (NUNES et al., 2011). A
relevancia deste processo se pauta na capacidade destas células de secretar
grande quantidade de fatores de crescimento responsaveis por uma cadeia de
eventos proliferativos indispensaveis a formacéo do tecido cicatricial (DIEGELMANN
e EVANS, 2004).

15



UNIVERSIDADE TIRADENTES - Dissertagio de Mestrado Marismar Fernandes do Nascimento

3.4.2.2 Fase proliferativa ou de tecido de granulacao

Divisdo
células basais

Epiderme

Detalhe da
migracdo das . -
ceIuIas basais

Estrato basal

' _~Membrana basal

- =~Derme

Figura 4: Divisdo e migracdo das células basais através da fase de granulagéo da ferida. Modificado
de GANTWERKER e HOM, 2012.

A segunda fase (Fig. 4) compreende trés fendmenos bioldgicos distintos, mas
intensamente interligados: angiogénese, fibroplasia e reepitelizacdo da area lesada.
Nessa fase acontece o preenchimento da lesdo entre sete e vinte e um dia
(IGNACIO, 20009).

A angiogénese e fibroplasia compdem a reacdo de granulacdo responsavel
pela ocupacao do tecido lesionado, instalando-se cerca de quatro dias apos a leséo.
Os fibroblastos produzem a nova matriz extracelular necessaria ao crescimento
celular, enquanto 0s novos vasos sanguineos carreiam oOxigénio e nutrientes
necessarios ao metabolismo celular local (MENDONCA e NETTO, 2009). Badylak et

(1999) considera o crescimento de novos vasos sanguineos um processo
necessario para que ocorra a nutricdo das células que irdo suprir o tecido-suporte,
de forma que os produtos da degradacdo destas ceélulas sejam eliminados e as
células de defesa tenham acesso ao local, evitando a contaminacdo por agentes
infecciosos, a esse processo denomina-se angiogénese.

Havera, portanto, o reparo do tecido conjuntivo com a formacéo de tecido de
granulacao e do epitélio lesado, através do aprisionamento dos fibroblastos na rede
de fibrina recém-formada que se multiplicam e passam a produzir fibras colagenas,

promovendo uma intensa proliferagdo vascular local. Esse tecido formado por fibras
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colagenas, fibroblastos e vasos sanguineos é denominado tecido de granulacéo
(DIEGELMANN e EVANS, 2004).

A reepitelizacdo, por sua vez, se inicia com a movimentacdo das células
epiteliais oriundas tanto da margem epitelial remanescente como de apéndices
epidérmicos marginais (PATEL et al., 2005). Fibroblastos ativos sdo capazes de
estimular a proliferacdo de queratinécitos (células epiteliais) in vitro em matrizes de
coladgeno sugerindo uma intima relacdo entre a fibroplasia e o processo de
reepitelizacdo na superficie da ferida (VOROTELYAK et al., 2002).

Um fenbmeno de extrema importancia que ocorre durante 0 processo
cicatricial estd representado pela contracdo da ferida caracterizado pelo
tracionamento das bordas da ferida em direcdo ao centro, a fim de reduzir as
dimensdes da area lesada e minimizar a formacédo de tecido cicatricial fibrético
(DESMOULIERE et al., 2005). Ignacio (2009) cita os miofibroblastos como tipo
singular de fibroblastos que compartilha caracteristicas fenotipicas com células
musculares lisas e ocasionam tensdes que potencializam a retracéo da ferida.

No inicio do processo de cicatrizagdo de uma ferida plana, sua area torna-se
progressivamente menor, devido ao movimento centripeto de suas bordas,
sobretudo em resposta a acdo de miofibroblastos presentes no tecido de
granulacdo. A contracdo tecidual pode perdurar por meses, sendo muitas vezes
incompleto. A mediacdo dos macrofagos planeia a producao inicial de fatores de
angiogénese que estimulam a migracdo de células endoteliais das bordas para o
leito da ferida, dando origem a nova vascularizacdo que sé ocorre em meio Umido
(IGNACIO, 20009).

A fase proliferativa caracteriza-se pela formacao de tecido de granulagéo,
gue consiste de uma densa populacdo de macrofagos, fibroblastos, nervos, vasos
embebidos em uma matriz frouxa de colageno, fibronectina e &cido hialurdénico.
Nessa etapa ocorre a neo-angiogénese, producdo de colageno jovem pelos
fibroblastos e intensa migracdo celular, principalmente de queratindcitos
promovendo a epitelizacdo. E, por fim, a fase de cicatrizacdo propriamente dita que
tém formas distintas de fechamento (CUNHA, 2006).
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3.4.2.3 Fase de maturacao ou remodelamento
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Figura 5: Fase de maturagéo do processo cicatricial. Modificado de GANTWERKER e HOM,
2012.

Na terceira e ultima fase da cicatrizacéo, remodelagem ou maturacao (Fig. 5),
ocorre uma tentativa de recuperacdo da estrutura tecidual normal. Esta fase é
marcada pela secrecado de enzimas com atividade colagenolitica (metaloproteinases
ou colagenases) por fibroblastos que clivam as moléculas de colageno tipo | em
sitios especificos, cujos produtos de clivagem sofrem posterior desnaturacao,
digestdo por outras proteinases (gelatinases) e fagocitose pelos préprios
fibroblastos circunvizinhos (DIEGELMANN e EVANS, 2004).

Subsequentemente acontece a fibroplasia e a formacdo da matriz
extracelular, fatores fundamentais no processo de formacdo do tecido de
granulacdo (IGNACIO, 2009), incluindo novas cadeias de colageno que sao
depositadas de maneira a promover melhor entrelacamento arquitetural das fibras,
de maneira semelhante aquela observada na derme normal (NUNES et al., 2011).

A formacdo do tecido de granulacdo depende dos fibroblastos que sé&o
indispensaveis a formacdo da matriz. Além de produzirem colageno, produzem
também elastina, fibronectina, glicosamina e proteases, que sao responsaveis pelo
debridamento e remodelamento fisiolégico, dentre outros componentes (IGNACIO,
2009; GANTWERKER e HOM, 2012).
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3.5 Coberturas e Curativos

As feridas podem ser ou ndo cobertas, considerando que o curativo € um
meio terapéutico, que através de técnica asséptica previne a contaminacao e
elimina fatores deletérios que possa retardar o processo de cicatrizagdo, (CUNHA,
2006).

Considerado ainda como a interacdo de procedimentos técnicos que
envolvem da antissepsia a cobertura, com intuito de favorecer o processo de
cicatrizacao livre de contaminacdo por microrganismos patégenos e alivio da dor.
Os diferentes materiais utilizados para cobrir feridas tém caracteristicas peculiares a
cada tipo, e variam desde sintéticos aos naturais (ULUBAYRAM, et al. 2001,
IGNACIO 2009).

A incidéncia elevada de feridas com perda de substancia e/ou tecidos
profundos, tem determinado a busca de novos bioprodutos capazes de acelerar os
mecanismos de proliferacéo celular, buscando propiciar melhores condi¢cdes para a
recuperacdo da pele (GOMES et al., 2008). Os tratamentos disponiveis as lesdes
abertas buscam recursos que proporcionem uma aceleracdo no processo de
cicatrizacao de forma a restaurar a integridade do tecido lesionado mais proximo do
fisiologico (MENDONCA, 2009).

A medicina regenerativa e Engenharia de Tecidos tem ampliado a acédo de
alguns biomaterias no provimento de sinais bioldgicos capazes de nortear a funcao
celular, através da introducéo de fatores de crescimento e liberacdo controlada de
farmacos. A pesquisa na engenharia de tecidos se restringia ao desenvolvimento de
elementos estruturais de arquitetura definida e outros que visavam gerar suporte ao
metabolismo celular (SANTOS et al., 2012).

A Biotecnologia e a Engenharia de Tecidos buscam compreender a
morfofuncionalidade perdida pela pele lesada, visando encontrar substitutos na
forma de coberturas. Esses substitutos sdo classificados, a partir do ponto de vista
estrutural e funcional em: a) temporario ou permanente; b) biossintético, sintético ou
bioldgico e c) epidérmico, dérmico ou composto (NEEL et al., 2012).

A selecdo do biomaterial varia do tipo e condicdo da ferida atentando-se,

portanto, aos requisitos de biocompatibilidade adequada e disposicao de
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microestrutura porosa apropriada permitindo a infiltracdo celular, proliferacéo e
diferenciacao (XINGANG et al., 2012, NELL, et al., 2012).

Existe uma grande variedade de coberturas comercializada, que tém como
finalidade proteger as feridas contra microrganismos e ressecamento durante a
cicatrizacdo, além de manter as células viaveis e permitir que elas liberem fatores
de crescimento estimulando sua proliferagéo (SANTANA et al., 2012).

Para o Ministério da Saude, a selecdo de escolha da cobertura ideal para
realizacdo do curativo deve estar pautada em critérios norteadores para garantia de
expansao do farmaco, de modo a considerar que deve possuir capacidade além da
protecdo contra traumas externos, incluindo os fatores de capacidade de repor
células do tecido lesado, serem biodegradaveis, absorviveis, eliminarem tecido ndo
viavel, atraves de debridamento, diminuirem risco de infec¢cdes, serem praticas para
0 paciente e familia, terem boa relacdo custo/beneficio, estarem sempre disponivel
(BRASIL, 2009).

Pesquisas conduzem investigacdes cientificas na busca de melhores
resultados de elementos que operem na dinamica da reparacdo tecidual,
principalmente relacionado a promocao da bioestimulacdo celular o que poderia
resultar em acelerac&o no processo de cicatrizacdo, sem causar efeitos danosos as
células, tecidos ou orgdos (BARRETO, 2008). Os biomateriais vao além de uma
simples cobertura de protecdo, atentando ainda para a regeneracao tecidual e sua
morfofuncionalidade (NEEL et al., 2012).

O processo cicatricial de feridas dérmicas com agentes macromoleculares,
como polimeros naturais estd como escolhida entre as opc¢les preferidas como
substitutos dérmicos, devido seus beneficios, como biocompatibilidade, atoxicidade,
facilidade ao manuseio e seguranca na aplicacdo. Membranas poliméricas auxiliam
no processo de protecdo contra traumas externos e microrganismos, favorecendo
condicBes ideais para a cura da ferida (MELO et al., 2012).

A tabela 1 representa esquematicamente dados das coberturas com suas
indicacdes e mecanismos de acdo, comumente utilizadas nos servicos de saude
(BRASIL, 2009).
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Tabela 1: Coberturas mais utilizadas em curativos nos servigos de saude do Brasil, de acordo com o

tipo de ferida e indicac&o clinica do Ministério de Saude do Brasil, 2009.

MECANISMO DE ACAO

COBERTURA INDICACAO
Acidos Prevencao de Ullceras de
graxos presséo e tratamento de

essenciais feridas abertas.
(AGE)

Hidrocoloide Prevencao e tratamento
de feridas abertas ndo

infectadas.

Alginato de Tratamento de feridas
célcio abertas, hemorrégicas,
exsudativa, com ou sem
infecgédo.
Carvéo Tratamento de feridas
ativado infectadas exsudativa,

com ou sem odor.

Sulfadiazina  Queimaduras, prevengao

de prata e tratamento de feridas

infectadas.

Os AGEs promovem quimiotaxia (atracdo de leucécitos) e
angiogénese (formacgdo de novos vasos sanguineos) mantém
0 meio Umido e aceleram o processo de granulacéo tecidual.
A aplicacdo topica em pele integra tem grande absorcao:
forma uma pelicula protetora, previne escoriacdes — devido a
alta capacidade de hidratacdo — e proporciona nutricdo celular
local.

As particulas de celulose expandem-se ao absorver liquidos e
criam um ambiente Umido, que permite as células do
microambiente da UP fornecer um debridamento autolitico.
Esta condicdo estimula o crescimento de novos vasos, tecido
de granulagdo e protege as terminagdes nervosas. Ele
mantém o ambiente Umido, enquanto protege as células de
traumas, da contaminac&o bacteriana, e mantém também o

isolamento térmico.

Tém propriedade desbridante. Antes do uso, em seco, e
quando as fibras de alginato entram em contato com o meio
liquido, realizam uma troca ibnica entre os ifons célcio do
curativo e os fons de sddio da Ulcera, transformando as fibras
de alginato em um gel suave, fibrinoso, ndo aderente, que
mantém o meio Umido ideal para a cicatrizacgao.

Possui um alto grau de absor¢céo e eliminagdo de odor das
Ulceras. O tecido de carvéo ativado remove e retém as
moléculas do exsudato e as bactérias, exercendo o efeito de
limpeza. A prata exerce funcdo bactericida, complementando
a acao do carvao, o que estimula a granulagdo e aumenta a
velocidade da cicatrizagao.

O ion prata causa precipitacdo de proteinas, age diretamente
na membrana citoplasmatica da célula bacteriana e tem agao
bacteriostatica residual pela liberacéo desse ion.
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Diferentes biomateriais tém sido utilizados como suporte no reparo de
tecidos, sendo cada tipo selecionado para o uso mais adequado, conforme suas
caracteristicas e propriedades. Membranas tém sido aplicadas na substituicdo de
tecido (IONESCU e CHIRITA, 2008, ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009).

Na atuagcdo junto as lesdes cutaneas, os biomateriais absorviveis e
biodegradaveis a base de colageno possibilitam a nutricAo das células que
preenchem o tecido afetado e 0 acesso das células de defesa ao local e promovem
a maturacdo da ferida por fornecerem um apoio para uma transicdo mais rapida a
producdo do coldgeno maduro e seu alinhamento. Esses produtos sao resistentes a
degradacédo e funcionam como suporte para a adesdo, migracado e proliferacéo
celular, fatores benéficos a cicatrizagédo de feridas (GIRARDI, 2005, PARENTEAU-
BAREIL et al., 2011).

Desta forma, estudos tém se concentrado em promover a incorporacao de
compostos bioativos, a exemplo do acido Usnico, ou extratos de produtos naturais,
como da propolis vermelha, em membranas de gelatina no intuito de promover a
liberacdo controlada do produto incorporado diretamente no tecido danificado por
gueimaduras, demonstrando resultados promissores em ensaios experimentais de
cicatrizacdo (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009; NUNES et al., 2011).

3.6 Colageno

Os colagenos sdo proteinas que fazem parte de uma rede de
macromoléculas (colagenos, elastina, glicoproteinas e proteoglicanas) secretadas
pela Matriz Extracelular — MEC, e totalizam perto de 25% da massa proteica total do
organismo. Exercem ainda funcdo importante na arquitetura tecidual, além de atuar
na resisténcia dos tecidos e em diversas variedades interativas célula — célula e
célula — matriz (ROCHA et al., 2006). Ainda considerados como uma cadeia
organizada de aminoacidos que constroem uma fibra resistente que constitui a
estrutura do corpo (OHGUCHI et al., 2006; OHARA et al., 2007).

Neel et al (2012) consideram os coladgenos como a principal proteina na
constituicdo do tecido conjuntivo, e acrescentam que, além de preencher as lacunas
dos tecidos parenquimatosos, produz fibras colagenas, elasticas e reticulares e séo

responsaveis pela organizacdo estrutural dos tecidos permitindo que cada um
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desempenhe sua funcdo pretendida, através da flexibilidade da matriz. Destacam
dentre as fun¢des do colageno para o corpo, sua propriedade mecanica como a
mais importante para a morfogénese e reparacao.

Os colagenos sdo abundantes proteinas no corpo, constituindo 30% de
massa proteica. As superfamilias dos colagenos podem ser subdividas com base na
forma de associacdo ou outras caracteristicas sendo numeradas de | a XXVII de
acordo com sua ordem de descobrimento. Alguns coldgenos sao restritos em
determinados tipos de tecido: por exemplo, tipo II, X e Xl s@o exclusivamente
encontrados nas cartilagens; a familia do tipo IV nas membranas basais; e tipo XVII
nos hemidesmossomas da pele. Por outro lado, alguns tipos de colagenos séo
encontrados na maioria das MEC. As fibrilas do colageno frequentemente consistem
de mais que um tipo de colageno (MYLLYHARJU e KIVIRIKKO, 2004).

Esses colagenos sao qualificados em dois tipos fundamentais, aqueles que
formam fibrilas e os que n&o formam fibrilas. Ressalvando que, as fibrilas
colagenosas da derme séo hibridas dos colagenos, tipo | e Il. E que o colageno do
tipo | € 0 mais abundante, incidindo em um grande namero de tecidos, garantindo a
alta resisténcia a tenséo da pele, de tenddes e ligamentos (ROCHA et al., 2006).

A manutencado da estrutura fisica do corpo é considerada uma das funcdes
mais importantes do colageno, o que é permitido a partir da capacidade de
resisténcia mecanica imposta pela sua organizagcdo macromolecular, que finda na
constituicdo de fibras, em especial o colageno tipo |. Dado o destino dessas
moléculas para o MEC, fragmentos terminais sao clivados, através de enzimas
(colagenases) ocorrendo formacdo de moléculas de colageno, que sofrem
polimerizacdo para formar fibrilas e estas, se agregam para constituir as fibras
colagenas (GOISSIS, 2008).

Sao mais de 27 tipos de colagenos encontrados na natureza, portanto o
colageno tipo | tem destaque por manter a integridade da maioria dos tecidos,
devido suas propriedades mecanicas. Possuem outras func¢des importantes, como a
adesdao celular, quimiotaxia e migracao e a relacdo dinamica entre as células, e o
colageno regula a remodelagem do tecido durante o crescimento, diferenciacéo,
morfogéneses e cicatrizacdo bem como estdo envolvidos em varias patologias
(GOISSIS, 2008; HEINO et al., 2009).
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A taxa de sintese colagena declina por volta de quatro semanas e se
equilibra com a taxa de destruicdo e, entdo, se inicia a fase de maturagcdo do
coldgeno que continua por meses, ou mesmo anos. Essa sintese é dependente da
oxigenacao das células, da hidroxilacdo da prolina e lisina, reacdo essa mediada
por uma enzima produzida pelo préprio fibroblasto, em presenca de coenzimas
(vitaminas A, C e E), ferro, testosterona, tiroxina, proteinas e zinco. Essa proteina
(Fig. 6) possui alto peso molecular e possui composicdo de glicina, prolina,
hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina, que se organizam em cadeias longas de trés
feixes polipeptidicos em forma de hélice, responsaveis pela forca da cicatriz
(TAZIMA, et al., 2008).

- (&) Hyp = Hidroxiprolina
o®, o &9‘?’”’" yp p

ﬁ‘_‘i 82 Gly = Glicina

@0 O Pro = Prolina
% ’ o, Pro

& dov 8

© Hyp

Figura 6: Arranjo Estrutural do colageno. Adaptado de SHOULDERS et al., 2008.

Tazima (2008) descreve o coldgeno como material responsavel pela
sustentacdo e pela forca tensil da cicatriz, produzido e degradado continuamente
pelos fibroblastos. Inicialmente, a sintese de colageno novo € a principal
responsavel pela forca da cicatriz, sendo substituida ao longo de semanas, pela
formacéo de ligacbes cruzadas entre os feixes de colageno.

Alguns estudos tém demonstrado a incorporacdo de compostos bioativos
(fArmacos sintéticos ou produtos naturais) em biomateriais implantaveis. O colageno
| tem evidéncia no auxilio como veiculador de substancias ativas nesse processo,

devido os beneficios relacionados a liberacdo controlada do produto diretamente no
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tecido danificado. Além de o sistema de liberacéo controlada permitir a manutencéo
de niveis constantes da droga no organismo, caracterizando eficdcia maior na
utilizacdo do agente e aplicacado diretamente no local de acdo, o que concentra
muito as dosagens liberadas e minimiza ou evita efeitos colaterais sistémicos,
diminui a frequéncia de administracdo do agente ativo, havendo um prognostico
mais promissor (LEE, SINGLA e LEE, 2001).

As fontes naturais mais comuns para extracdo dos colagenos séo a pele de
bovino, os tenddes, pele de suinos e rabo de ratos. A obtencdo do colageno
hidrolisado (gelatina) ocorre principalmente a partir das cartilagens, ossos e pele de
bovinos, suinos e peixes. A extracao de colageno da pele de bovinos € realizada a
partir de partes da derme e tecido subcutaneo gerando as fibras e o pé de colageno,
que apods a hidrélise gera a gelatina (NEEL, et al., 2012; GOMEZ-GUILLEN et al.,
2011).

Oesser e Seifert (2003) exibem que o processo de transformacdo quimica
acontece a partir da hidrolise da molécula de gelatina de aproximadamente 450 KDa
gue é fragmentada em pequenos peptideos de peso molecular bastante inferior ao
inicial, estimado em 2 a 5 KDa. Os aminoacidos ndo sofrem alteracéo, sendo esses

0s mesmos (20) encontrados tanto no colageno quanto no colageno hidrolisado.

3.7 Polimeros

Para Cardoso (2005), polimeros s&o sustancias de alto peso molecular com
unidades monomeéricas repetidas. Podem apresentar cadeias lineares ou
ramificadas que podem estar unidas por reticulacdo. Uma extensa reticulacéo pode
levar a uma rede polimérica tridimensional e frequentemente insolavel. As
propriedades e reatividade do polimero estdo relacionadas ao modo em que estes
mondmeros se arranjam no espaco. Sdo amplamente utilizados em formulacdes
farmacéuticas como agentes suspensores, emulsificantes, adesivos, materiais de
revestimento como barreira em sistemas de liberacdo de farmacos (SLF),
membranas e embalagens de alimentos.

Para a utilizacdo eficaz e segura de polimeros faz-se necessario estudar
suas propriedades fisicas, quimicas, além de sua toxicidade. Para o

desenvolvimento de membranas biodegradaveis exige-se a adicdo de solvente
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organico que agrava o risco potencial de efeitos deletérios, partindo do principio que
isso gera também maior risco laboral e ambiental. O interesse pelos polimeros
hidrofilicos naturais ou biopolimeros tem sido alvo de estudo e interesse dos
pesquisadores, no intuito de desenvolver dispersdes coloidais aquosas para
aplicacdo destas proteinas em membranas que favorecem o efeito benéfico e
afastam os efeitos deletérios (CARDOSO, 2005).

As proteinas ou polipeptideos séo tipos de polimeros naturais formados a
partir da unido de aminoacidos (mondémeros). Estdo presentes em todas as células
vivas, enzimas, fibras musculares, cabelo e pele. Considerados polimeros de
condensacao, devido a interagdo que ocorre entre o grupo acido (COOH) e o grupo
bésico (NH,) esquematizado na Fig. 7 (ROMAN, 2010).

H,0

Molécula Eliminada

Forma condensada

R = CH (NH;)-COOH

C

Forma Condensada

+ — Polimero
(CH 3 (NH,) - CONH -
CH (CH,) COOH) ,
Mondmeros Mondmeros
/(Aminoacidos) (Aminoacidos)

Figura 7: Representagdo esquematica de um polimero condensado.

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos se deve a grande variedade
de combinacbes que acontece na natureza e 0S compostos resultantes,
denominados polifendis (GOMES, 2011).

3.8 Biomateriais e membranas poliméricas

Os biomateriais utilizados na medicina regenerativa sao escolhidos a
depender da area a ser tratada, embora todos sejam planeados para auxiliar a
funcdo de matriz extracelular (MEC) no suporte de fixacdo celular, proliferacdo e

diferenciacdo. Neste sentido, componentes ou produtos da MEC, dentre eles, as
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proteinas, glicoproteinas, glicoaminoglicanos, ou de matriz intacta tém sido
explorados como materiais de suporte. Simultaneamente, surgem preocupacdes
com a biocompatibilidade, por isso biomateriais de origem natural estdo em
evidéncia (NEEL et al., 2012).

Biomateriais veiculados sob a forma de membranas bioativas tém sido
amplamente empregados na area de saude com intuito de estimular a cicatrizacao
de feridas dérmicas e mucosas. Essas membranas podem ser absorviveis ou nédo, e
fatores como sua constituicdo, morfologia, textura da superficie, tamanho das
porosidades e duragdo da integridade funcional podem influenciar no éxito da sua
utilizagdo no processo cicatricial (YAMATOGI et al., 2005).

Esses tém sido utilizados como suporte no reparo tissular, especialmente
devido a capacidade de interagir com células e/ou outras macromoléculas presentes
na area lesada, modulando sua atividade biolégica (WELLER e SUSSMAN, 2006).

Agentes macromoleculares sdo excelentes opc¢des para veiculagcdo sob a
forma de membranas a ser utilizada como substitutos dérmicos, pela
biocompatibilidade, atoxicidade, facil manuseio quando da aplicacdo sobre a derme
(SEZER et al., 2007).

Algumas macromoléculas proteicas apresentam propriedades desejaveis na
preparacdo de biomateriais, como a habilidade em formar fibras ou redes,
elasticidade e plasticidade. Dentre elas, o colageno vem sendo bastante utilizado na
area de saude, devido a variedade de vantagens de biocompatibilidade
(CARDOSO, 2005).

As membranas bioativas absorviveis e degradaveis servem de suporte para o
crescimento de novos vasos sanguineos e possibilitam a nutricdo das células que
preenchem o tecido lesado e 0 acesso das células de defesa ao local, permitindo
assim a adeséo, migracéo e proliferacéo celular (SANTANA et al., 2012).

Membranas produzidas a base de coldgeno sdo comumente utilizadas na
reparacao de traumas quimicos e mecanicos de pele, posto que funcionem como
um substrato para a hemostasia e a quimiotaxia para elementos celulares
envolvidos na cicatrizacdo, como 0s granuldcitos, macréfagos e fibroblastos, e
promovem a maturacao da ferida por fornecerem um suporte para uma transicao
mais rapida a producdo do coldgeno maduro e seu alinhamento (GIRARDI, 2005).

Também sédo concebidos como sistema de liberagdo em niveis de concentracdo
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controlada de farmacos nos tecidos, atingindo o efeito terapéutico desejado
evitando possiveis reacdes toxicas inerentes ao composto ou concentracao
plasmatica (LEE e ROBISON, 2004).

3.9 Caracterizacbes de membranas poliméricas

3.9.1 Propriedades mecanicas

Consideradas como um dos parametros mais importantes na analise de
membranas, as propriedades mecanicas influenciam diretamente na sua utilidade,
isso porque estas propriedades definem o comportamento das membranas
relacionado as influéncias mecanicas externas. A identificacdo quanto a adequacao
de uso de uma membrana é determinada pelas caracteristicas de flexibilidade,
resisténcia a tracédo e alongamento adequados, (LIEBERMAN e GILBERT, 2007).

A maxima tensao suportada pela membrana até a sua ruptura (resisténcia a
tracdo), a medida de maleabilidade, considerada a habilidade da membrana em
deformar antes de ocorrer sua ruptura (elongacéo), a relacao entre a resisténcia a
tracdo e a porcentagem de alongamento, indicando o grau de rigidez (médulo de
elasticidade ou médulo de Young) sédo propriedades mecanicas estudadas em
membranas poliméricas. Os estudos das propriedades mecanicas estdo centrados,
basicamente, nos resultados das curvas tensdo-deformacdo (SCARMINIO, 1989).

A resisténcia a tracdo é considerada a forca maxima que uma membrana
pode suportar até 0 momento de sua ruptura; a elongacéo, o grau de maleabilidade
da membrana, caracterizado como capacidade que a membrana tem em se
deformar antes de se romper; o modulo de Young ou médulo de elasticidade, a
relacdo entre a resisténcia a tracdo e a porcentagem de alongamento que indica o
grau de rigidez da membrana e forca resultante € a forca de tracdo que promove o
inicio da deformacéo nao elastica da membrana (RIGO, 2006; SARKER et al. 2011).

A espessura de uma membrana filmégena corresponde a distancia
perpendicular entre as suas superficies e a gramatura como peso de uma
determinada area, estando ambas diretamente relacionadas a resisténcia mecanica
(OLIVEIRA et al., 1996). Em membranas que possuem caracteristicas morfologicas

iguais, a relacdo da espessura e resisténcia ao fluxo interfere no processo de
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permeacgdo. Quanto mais espessa a membrana, maior a resisténcia ao fluxo e
menor a taxa de permeacdo (TRINDADE, 2010). Essa propriedade designa
parametros de uniformidade para validacdo do material durante a secagem de
membranas poliméricas produzidas pelo método casting, que quando colocadas em
superficie irregular pode gerar um mesmo produto com areas mais, ou menos
espessas e, consequentemente, respostas mecanicas dispares (SOBRAL et al.,
2002).

As propriedades mecanicas podem ser diretamente afetadas por varios
fatores, como a natureza do material flmégeno e a coeséo da estrutura da matriz
polimérica, que esta relacionada com a distribuicdo e concentragcdo inter e
intramolecular na estrutura filmogénica (CUQ et al, 1997). A estrutura, a
composi¢cdo quimica do produto, a presenca de aditivos, o tipo de solvente e as
condi¢cdes do ambiente para formacdo da membrana também determinam o poder
de coesado da membrana. O grau de coeséo influencia nas propriedades mecanicas
e de barreira das membranas, sendo que quanto maior a coesao estrutural, menor
sera a flexibilidade, a porosidade e a permeabilidade (RIGO, 2006).

A influéncia da adicdo de plastificantes sobre as caracteristicas mecanicas
tem sido notificada podendo, a fragilidade de uma membrana esta relacionada ao
guantitativo de moléculas plastificantes, que quando em excesso agem afastando
as cadeias poliméricas, favorecendo a diminuicdo de interacdes importantes para
manter a estrutura filmogena (SCARMINIO, 1989).

3.9.2 Permeabilidade ao vapor d’agua

Considera-se permeabilidade como a caracteristica de barreira que possui
uma membrana polimérica avaliada pelo processo de passagem de um material
permeante de um lado para o outro da membrana quando ambos sdo expostos a
diferentes concentracbes desse permeante em um determinado periodo de tempo.
A espessura e a area sdo também necessarias (CORREA, 2011). Outros aspectos
também poderdo influenciar na permeabilidade ao vapor de &agua, tais como, a
natureza do material permeante, o tipo de concentracdo do plastificante, a
polaridade e as interacBes entre as cadeias poliméricas, o tamanho e forma das
moléculas que se difundem na membrana (RIGO, 2006; CORREA, 2011).
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Altas concentracfes de compoésito poderdo dificultar o percurso que as
moléculas de agua (penetrantes) deverdo percorrer para atravessar a membrana,
de maneira que esse /caminho longo e tortuoso ocasiona a reducdo da
permeabilidade (SINHA e OKAMOTO 2003).

Quanto menor a permeabilidade ao vapor de agua apresentada por uma
membrana utilizada como cobertura em ferimentos maior a vantagem no processo
de cicatrizacao, isso porque inclui a prevencao da desidratacdo do tecido que leva a
morte celular; aumenta a aceleracdo da angiogénese; ha uma estimulacdo da
epitelizacéo, seguida de aceleracdo da formacéo do tecido de granulacdo (FRANCO
e GONCALVES, 2008).

3.9.3 Indice de intumescimento

O intumescimento em polimeros depende relativamente da difusdo do
penetrante e equilibrio da matriz polimérica. A adsorc¢ao fisica do penetrante sobre a
superficie satura as moléculas sujeitas a migracao para a matriz associando-se aos
grupos polares intermoleculares. Essa associacdo leva a solvatagcdo dos grupos
ibnicos que enfraquece as ligacdes de hidrogénio, 0 que provoca uma expansao
entre as cadeias e 0s espacos na matriz, que favorecem a infiltracdo de agua e
demais moléculas movidas por forcas polares associadas a mecanismos de
capilaridade (ASSIS, 2010).

O baixo indice de intumescimento de membranas bioativas promove a
umidade em longo prazo e diminui o risco de ruptura dessas membranas. Quando
utilizadas como coberturas de feridas, considera-se essa condi¢do favoravel ao
microambiente da ferida (ASSIS e ALBERTINI, 2009).

3.9.4 Colorimetria

FRANCIS, CLYDESDALE, (1975) consideram o comprimento de onda visivel
a olho nu, a faixa de 390 s 750 nm, que corresponde a uma pequena parte do
espectro eletromagnético inteiro. As cores contidas dentro da faixa visivel do
espectro podem ser descritas objetivamente pelo comprimento de onda. Assim o

vermelho tem um comprimento de onda ao redor de 680 nm, o amarelo ao redor de
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575 nm, o verde ao redor de 520 nm e o violeta ao redor de 450 nm, o conjunto de
todas corresponde a luz branca, ou seja, ela é composta por todas as cores do
espectro visivel (FERREIRA, 1991, HENRIQUE, et al., 2007).

A Commission Internacionale de I’ Eclairage (CIE) padronizou trés fontes de
luminosidade, A (luz de tungsténio, lampada incandescente — 2854 K), B (luz do sol
— 4870 K) e C (luz do dia — 6770 K), em 1931. Em 1976 foi desenvolvida a série de
iluminantes D, que incluiam no espectro, pequena porcdo da luz na faixa do
ultravioleta, constando dos iluminantes D55 (5500 K), D65 (6500 K) relativos a luz
do dia e D75 (7500 K) (FERREIRA, 1991; HENRIQUE, et al., 2007).

Cores de filmes foram medidas pelos padroes CIE C Lab: L* (O =preto e 100
=branco); -a* (verde), +a* (vermelho); -b* (azul), + b* (amarelo) (GHORPADE et al.
1995). A cor onde ndo ha luminosidade é chamada Croma. Quando a luz incide no
objeto e o atravessa com o minimo de absorcéo e reflexdo, o objeto é considerado
transparente. Ao contrario da transparéncia, é considerada opacidade quando o
objeto absorve ou reflete toda luz nele incidente, sem que ocorra a transmissao de
luz. A cor das amostras transparentes é avaliada pela transmissao da luz, fazendo a
leitura da luz transmitida (FERREIRA, 1991; HENRIQUE, et al., 2007).

3.9.5 Morfologia microestrutural

A morfologia microestrutural pode ser observada pela analise de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) que possibilita determinar, através de registro da
imagem microscoépica, a espessura da membrana, bem como a visualizacdo da
isotropia ou anisotropia (morfologia). Além disso, permite visualizacdo da
porosidade superficial em funcdo da distribuicdo dos diametros dos poros na
superficie (TRINDADE, 2010).

A incorporacdo de componentes ativos na matriz polimérica é influenciada
por fatores variados, tais como, tamanho e tipo da molécula, além da interacdo com
a macromolécula. Os resultados esperados sofrem influéncia dos compostos
incorporados que aumenta a concentracdo do bioativo, consequentemente aumenta
sua porosidade (ALTIOK et al., 2010).
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3.9.6 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

A FTIR é um método padrdo na Quimica Analitica utlizada para
caracterizacdo das estruturas poliméricas, através de informacdes sobre vibracdes
das moléculas presentes no material (ALBUQUERQUE, 2008). Na andlise, bandas
sdo geradas pela absorcdo da radiacdo e sua conversdo em movimentos
especificos das ligacdes quimicas. O modo de reflectancia total atenuado tem sido
utilizado em larga escala na andlise de biomateriais. A profundidade de penetracéo
da radiacéo ideal para gerar informagdes a partir de uma grande regido na amostra
é de 1 a5 pm (RATNER, 2004).

Esses métodos analiticos tém sido amplamente utilizados para Investigacdes
do potencial de plantas medicinais e de fitoterapicos, refletindo a inovagbes em
relacdo as espécies vegetais de uso terapéutico que estdo sendo gradativamente
substituidas por medicamentos sintéticos com interesse de retorno aumentado,
pelos pesquisadores, sociedade e profissionais, reproduzindo o panorama atual de
valorizacao da biodiversidade, da saude, do ambiente, dos produtos naturais e dos
conhecimentos tradicionais (TOMAZZONI et al., 2006).

3.10 Produtos naturais

A sustentabilidade de um pais depende de um consistente plano politico, que
abrange os aspectos de educacéao, ciéncia, tecnologia e inovagcdo, amparada pela
preservacao da biodiversidade, através da utilizacdo racional de fontes naturais, de
modo a atender as necessidades basicas dos seres vivos, além do avanco social e
econdmico, num cenario que assegura o equilibrio ordenado do meio ambiente e
seres vivos. A biodiversidade das florestas tropicais serve como foco para a
descoberta de plantas medicinais promissoras para a cura de doencas e agravos a
saude. A interacdo entre plantas tropicais e seus predadores naturais pode ser
usada como suporte para a descoberta de substancias ativas e, consequentemente
como forma de orientar as investigacdes farmacoldgicas (BRAZ-FILHO, 2010).

Plantas medicinais sdo espécies vegetais usadas com a finalidade de

prevenir, aliviar ou tratar sintomas de doencas. O uso descomedido desses
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espécimes vegetais, cultivadas e consumidas pela populagéo brasileira, podera ser
controlado e transformado em uso sustentidvel passando a ser uma opg¢do que
agregara valores as matérias primas disponiveis nas regides brasileiras melhorando
a saude das pessoas, contribuindo na renda das comunidades rurais, favorecendo a
conservacao das espécies nativas e, aumentando a oferta no mercado (PINTO,
2008).

A valorizacdo da utilizacdo das plantas medicinais tem sido estimulada e
regulamentada pela Organizacdo Mundial da Salude- OMS. O Ministério da Saude
também tem incentivado o uso de terapias complementares, tendo sido implantado,
em 2006, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
no Sistema Unico de Salde (SUS), inserindo as plantas medicinais através da
fitoterapia (BRASIL, 2003).

No sentido de inclusdo social, a OMS recomenda aos 0rgaos responsaveis
pela saude publica que atentem para realizacdo de levantamentos de plantas
medicinais regionais e caracterizacdo etnobotanica; estimulo e recomendacdo da
utilizacdo de plantas com comprovacdo cientifica de sua eficacia, seguranca
terapéutica; a implantacdo de programas de cultivos de espécimes vegetais e
utilizacdo de preparacfes seguras e eficazes; o combate do uso descomedido de
produtos e/ou plantas medicinais, denominado como Medicina Popular (LORENZI e
MATOS, 2008; DEGASPARI, et al., 2011).

A dinamica ambiental que envolve as interacdes planta-planta, planta-animal
e animal-animal, depende da convivéncia controlada pelo quimismo de diversos
organismos vivos. A quimica de produtos naturais (QPN) de vegetais, fitoquimica,
se dedica principalmente a caracterizacao estrutural, avaliagdo de propriedades e
investigacOes biossintéticas de substancias naturais produzidas pelo metabolismo
secundario de organismos vivos. As plantas superiores constituem uma das fontes
mais importantes de novas substancias utilizadas diretamente como agentes
medicinais (BRAZ-FILHO, 2010).

Partindo do principio que esse contento pode ser modificado pelos fatores de
sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento que podem modificar o ciclo
natural de composicdo quimica, envolvendo a temperatura (faixa de variaces
anuais, mensais e diarias), disponibilidade hidrica, radiacéo ultravioleta (intensidade

e quantidade de incidéncia luminosa), nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica
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(consequéncias de niveis elevados de O3 ou de CO;) no metabolismo de derivados
fendlicos, além da idade da planta e seu processo de desenvolvimento, Gobbo-Neto
e Lopes, 2007 sugerem o controle analitico de qualidade para garantir constancia
na composicdo de metabdlitos secundarios nos preparados fitoterapicos. Os
metabdlitos secundarios concebem uma interconexao quimica entre os vegetais e o
ambiente (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Apesar de o Brasil valer-se de um vasto acervo natural de vegetais nos
ambientes aquéticos e terrestres e de relativa facilidade para coleta, condicdo
ambiental favoravel para desenvolvimento sustentavel, biodiversidade estrutural de
substancias organicas naturais e a possibilidade de avancos para descoberta de
principios ativos entre tais constituintes quimicos permitem diagnosticar e destacar
as plantas como a principal fonte renovavel para o surgimento e desenvolvimento
de novos farmacos, o pais néo dispde de estudos pautados nessa linha de pesquisa
na mesma proporcao da diversidade etnobotéanica existente (BRAZ-FILHO, 2010).

Na biodiversidade da flora brasileira, a Punica granatum Linn destaca-se
pelas diversificadas acdes bioldgicas. Embora nédo seja considerada uma espécie
vegetal nativa do Brasil, apresenta larga distribuicdo por todo o pais, principalmente,
no Nordeste brasileiro (MIGUEL et al., 2010).

No tratamento de feridas, tem-se intensificado a pesquisa de produtos
naturais para auxiliar na cicatrizacdo, como no caso da Punica granatum Linn
(romazeira). Desta forma, a propriedade farmacodinamica anti-inflamatoria e imuno-
reguladora dos produtos naturais tém sido avaliadas em diferentes tecidos
humanos, com o intuito de auxiliar no processo de reparacdo (WERKMAN et al.,
2008).

3.11 Punica granatum Linn

A Punica granatum Linn tem destaque entre as diversas plantas medicinais
com potencial biolégico (MIGUEL et al., 2010). Sua nomenclatura varia de acordo
com o pais, no Brasil a Punica granatum é popularmente conhecida como
romazeira, e seu fruto, romad (CURRO et al., 2010). Na Franca, roma denomina-se
grenade; na Espanha, granada; na Italia, melograna; no Jap&o, zakuro - €< %: na

Africa, granaatjie; em latim malogranatum e em inglés, pomegranate.
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Figura 8: Cultivo de Punica granatum Linn. Projeto Irrigado Senador Nilo Coelho-Nucleo 4 (Petrolina-
PE). Setembro de 2011.

Arbusto grande que mede de dois a quatro metros de altura, lenhoso,
ramificado, nativo da Asia Central e cultivado mundialmente, em outras regides,
como Oriente Médio, Mediterranea da Asia, Américas do Norte, Sul e Central, Africa
e Europa (HASNAOUI et al., 2012). Punica, tradicionalmente da familia Punicaceae,
uma familia de duas espécies, Punica granatum e Punica protopunica. A Punica
granatum € uma planta cultivavel em clima tropical e semitropical (LORENZI e
SOUZA, 2001; LEE et al., 2010).

A planta (Fig. 8) apresenta folhas relativamente pequenas, rijas, brilhantes e
membranaceas, que medem em torno de 4 a 8 centimetros de comprimento. As
flores, vermelhas- alaranjadas, sdo compostas comumente de 5 a 7 sépalas que se
mantém no apice do fruto dispostas nas extremidades dos ramos, 5 a 7 pétalas e
estames. A flor evolui originando frutos esféricos que medem de 6 a 12 cm de
diametro (CURRO et al., 2010). As sementes sao angulosas e muito humerosas. E

0 suco doce, ligeiramente acido, representados na Fig. 9 (GOMES, 2007).
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Figura 9: Partes do fruto (rom&) de Punica granatum e suas camadas etnobotanica. Flor vermelha-
alaranjada (a), folhas pequenas, rijas, brilhantes (b), Flor evoluindo para originar um fruto esférico (c).
As sementes (d) estdo agrupadas em arilos (e) e o suco, de coloracdo vermelhada (f). As camadas,

externa — epicarpo (gl), camada mediana — mesocarpo (g2) e camada mais externa — endocarpo
(93).

Baseado na etnobotanica considera-se pericarpo, o fruto na sua totalidade, o
epicarpo € a parte mais externa, uma casca de coloracdo amarela ou vermelha,
com aspecto de couro. O mesocarpo é a entrecasca, de coloracdo esbranquicada
gue agrega os arilos polposos (sementes em camadas). E o endocarpo é a parte
gue envolve as sementes, pelicula que acomoda o suco (GOMES, 2007).

A arvore da Punica granatum, possui uma extensa narrativa ethnomedical e
apresenta um amplo potencial fitoquimico de valor medicinal, sendo dividida em
partes para estudo das atividades farmacoldgicas: raiz, caule, folhas, flores, frutos
(casca, suco e semente), que sdo bastante estudados pelas suas propriedades
medicinais, apesar dos estudos etnobotéanicos, toxoldgicos e de farmagnosia, ainda
nao parecerem suficientes para comprovar as atividades e propriedades quimicas
dos seus compostos (MACHADO et al., 2003).

A composi¢do quimica de uma planta modifica a depender das diversas
variaveis como situagdes sazonais, cultivo, tipo de regido, situacdo climatica e a
pratica de cultivo (ZHANG et al.,, 2010). Estudo a partir da andlise genética de

plantas da Punica cultivadas em varias regides geograficas diferentes demonstrou
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uma diversidade genética e diferencgas significativas entre os grupos (NOROUZI, et
al., 2012).

Santos et al.,, (2011), demonstram em estudo fisico-quimico da Punica
granatum Linn que seus frutos s&o ricos em fibras, carboidratos e gordura. Os
mesmos autores discorrem a importancia do alto teor de gorduras encontrado na
polpa (inclui sementes) do fruto, para escala industrial, além de ratificar que os
carboidratos estdo presentes na andlise, apesar de nao demonstrarem
predominancia dos aclUcares, como a glicose e sacarose (ndo detectada). A
umidade da roma (73,93/100q) foi outra varidvel importante referida pelos autores
caracterizando boa fluidez que facilita os processos industriais de extracdo. A
Punica granatum é um potente antioxidante, considerado igual ao cha verde e
superior ao vinho tinto (PRAKASH et al., 2011).

Os frutos da roma sédo fonte de carboidratos, minerais, fibras brutas e
composicdo ativa, biologicamente variada, de vitamina C e compostos fendlicos,
punicalagina, acido elagico e taninos, que sao conhecidos por agir como
antioxidantes naturais (ZAOUAY et al., 2012).

Santana et al., (2011) descrevem que a casca do fruto de Punica granatum
Linn contém, aproximadamente, 20% de taninos, incluindo punicalina, punicalagina
(elagitanino) como principal substancia responsavel pela atividade antibacteriana da
Punica granatum, granatinas A e B (responsaveis pela atividade antimicrobiana),
galagildilactona, casuarinina, pedunculagina, telimagrandina | e corilagina. Machado
et al. (2003) registram a presenca de 28% de taninos galicos na casca do fruto e do
caule, além de menor concentracdo nas folhas e 7% de Oleo essencial com
destaque do acido punicico.

Atividades medicinais da Punica granatum incluem potentes fontes
antioxidantes em pesquisa com extrato de roma e vitamina C que demonstrou
possivel eficacia em doencas neurologicas (KUMAR et al., 2011), além da
comprovacdo do efeito protetor do extrato de roma sobre o estresse oxidativo,
testados em embrides de galinhas (KISHORE et al., 2009); os componentes
bioativos e as ac¢Bes farmacoldgicas da Punica granatum indicam uma gama de
aplicacdes clinicas para o tratamento e prevencao de algumas doencas (LANSKY e
NEWMAN, 2007).
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Extratos das diversas partes de Punica granatum tem sido extensivamente
experimentados pelo seu uso potencial na regeneracdo dos tecidos renais e
diminuicdo da urolitiase (BALLABH et al., 2008; RATHOD et al.,, 2012), acéo
antiobesidade (AL-MUAMMAR e KHAN, 2012), na melhoria da memoria (ADIGA et
al., 2010), retardamento das complicacdes diabéticas e correcdes metabdlicas
(PATEL, et al., 2012), bem como prevencao das alteracbes degenerativas induzidas
pelo diabetes (MOHAN et al.,, 2010; hepatoprotecdo (CELIK et al., 2009),
antioxidante (AJAIKUMAR et al., 2005; CELIK et al., 2009; HAYOUNI et al., 2011,
SAAD et al., 2012; AQIL et al., 2012; WANG et al., 2013), anti-inflamatorio (LEE et
al.; BAGRI, et al., 2010), e analgésica (SINGH et al., 2010). Além disso, testes
preliminares de toxicidade realizado em roedores tém demonstrado que a roma
apresenta baixa toxicidade em altas doses (MENEZES et al., 2008).

A importancia na amplitude de acdes biolégicas comprovadas a partir da
Punica granatum € agregada em estudos como, acao protetora contra as
ateroscleroses e disfungdes tireoidianas (SINGH et al., 2007), acdo antitumoral
(AFAQ et al., 2003), efeito hipoglicemiante com regeneracdo das células 3 (KHALI,
2004).

Segundo Adiga et al. (2010), a utilizacdo de extratos aquosos de Punica
granatum L., administrados oralmente na dose de 100 mg/Kg, promoveram
aceleracéo da reacao de granulacdo, aumento significativo na resisténcia mecanica
do tecido cicatricial, epitelizacéo, contracao da ferida e no teor de hidroxiprolina do
colageno em feridas dérmicas abertas em modelo roedor, sugerindo um efeito
cicatrizante potente do extrato da Punica granatum nessa dosagem em feridas
abertas. Em estudo com a utilizagcdo de extrato etandlico de Punica granatum e
Achillea kellalenses em feridas, observou-se destaque da eficacia do potencial
cicatrizante da Punica granatum (PIRBALOUTI, et al., 2010).

Ensaios in vitro tém demonstrado que extratos desta planta apresentam
atividades acao gastroprotetora (AJAIKUMAR et al., 2005; GILL et al., 2011). ALAM
et al. (2010) mostraram reducéo de lesdes ulcerativas de mucosa gastrica em ratos
tratados com extratos de Punica granatum nas doses de 490 e 980 mg/Kg.

A Punica granatum Linn contém diferentes compostos quimicos

biologicamente ativos, a exemplo de polifendis, carboidratos, acidos graxos
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conjugados e ndo conjugados, compostos aromaticos, aminoacidos, tocoferdis,
esterois, terpendides, taninos, flavondides e alcaldides (PRAKASH et al., 2011).

Jardini e Mancini Filho, 2007 destacam a Punica granatum L. como vegetal
gue apresenta em sua composicdo compostos fendlicos como, antocianinas,
quercetina e acidos fendlicos. Tem sido demonstrado que esse espécime vegetal
possui niveis elevados de polifendis. Seus frutos sdo ricos em elagitaninos, dos
guais se destacam a punicalagina a e 3, acido galico e acido elagico, favoraveis a
saude humana (QU et al., 2012).

3.12 Polifendis

Os polifendis envolvem o maior grupo dentre os compostos bioativos no reino
vegetal e sdo subdivididos em classes, conforme sua estrutura quimica (FALLER e
FIALHO, 2009). A diversidade estrutural dos compostos fendlicos se deve a grande
variedade de combina¢gdes que acontece na natureza, oS compostos resultantes
sdo denominados polifendis (GOMES, 2011).

Para que uma substancia polifendlica seja classificada como antioxidante,
duas condicfes basicas a definem, primeiramente, quando se encontra presente em
baixa concentracdo relativa ao substrato a ser oxidado e que este possa retardar ou
prevenir a oxidacdo, enquanto a segunda se caracteriza pela situacdo em que 0s
radicais formados apds a reacdo sejam estaveis. Esses autores destacam o0s
flavonoides, os acidos fendlicos, os tocoferdis e os taninos como 0s mais comuns
antioxidantes fendlicos de fonte natural (KAUR, et al. 2006; KAPOOR, et al. 2005).

Os flavonoides agem como antioxidantes inibindo a acédo dos radicais livres,
nos compartimentos celulares lipofilicos e hidrofilicos. Esses possuem capacidade
de doar atomos de hidrogénio e, inibir as reac6es em cadeia provocadas pelos
radicais livres (ARORA et al., 1998).

Tem sido demonstrado que a Punica granatum (romd) contém niveis
elevados de polifendis. Seus frutos sé@o ricos em elagitaninos, importantes para a
saude, potencial atribuido aos compostos polifendélicos. Dentre esses, destacam-se
a punicalagina A e B, acido galico e acido elagico (QU et al.,, 2012). Lansky e

Neuman, (2007) apresentam uma selecdo dos componentes da Punica granatum,
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demonstrados na tabela 2 que apresenta quatro compostos majoritarios em

evidéncia neste estudo, os acidos gélico e elagicos e, as punicalaginas A e B.

Tabela 2: Representacdo esquematica da classe quimica e estrutura molecular dos compostos
tanicos majoritarios da casca do fruto de Punica granatum Linn. Modificado de Amakura et al.,
2000b.

Classe quimica Componente Estrutura molecular
Q OH
Acido Acido
hidroxibenzoico Galico HO OH
OH

OH

Acido Acido
hidroxibenzoico Elagico
Elagitaninos Punicalagina . L 3 e

OH

O 4&cido galico, classificado quimicamente como &cido hidrobenzodico, é
encontrado em intensidade no suco, folhas e flores da Punica granatum (LANSKY E
NEUMAN, 2007), considerando que suas propriedades medicinais envolvem acéao
antiproliferativa, anticitotoxica, antifingica. O acido elagico, também classificado

como &cido hidrobenzobico, é encontrado em intensidade no suco, nas folhas e
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sementes desta planta. Foi demonstrado que possuem propriedades antioxidantes,
antitumoral e antiaterosclerético (QU et al., 2012).

As punicalaginas sao elagitaninos, tipos de compostos fendlicos, encontradas
de formas diferentes na Punica granatum. Essa macromolécula é encontrada em
larga escala nesse espécime vegetal e é soliuvel em &gua. Possui estrutura
molecular correspondente a CagH2s030 € massa molar 1084,71 g/mol. (TANAKA,
1978; GIL et al. 2000). Destacadas por possuir acdo anti-inflamatéria e propriedades

anti-genotéxicos (QU et al., 2012).

3.13 Antioxidantes

De acordo com principios da Quimica, os antioxidantes sdo compostos
aromaticos que contém no minimo uma hidroxila. S&o classificados como sintéticos
ou naturais (fendlicos e terpenos). Atuam protegendo o organismo em diferentes
niveis, como: a prevencdo da sua formacado, principalmente pela inibicdo das
reacdes em cadeia com o ferro e o cobre; sequestrar radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdégenas, impedindo o ataque sobre os lipideos
evitando a formacéo de lesdes e perda da integridade celular. Outro mecanismo de
protecdo é o reparo das lesdes causadas pelos radicais. Esse processo diz respeito
com a remocao de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das membranas
celulares danificadas (BIANCH e ANTUNES, 1999).

Os radicais livres podem ser gerados tanto no citoplasma, nas mitocondrias
ou nha membrana e o seu alvo na célula (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA)
esta relacionado com o seu ambiente de formacdo (ANDERSON, 1996; YU e
ANDERSON, 1997; BIANCH e ANTUNES, 1999) e sédo considerados atomos
guimicamente ativos ou moléculas que apresentam numero impar de elétrons na
sua Orbita externa, por isso sdo altamente instaveis. O comportamento desses
radicais implica num percurso no corpo, em busca de se apropriar ou doar elétrons,
assim prejudicando as células, proteinas e material genético (DNA). O desequilibrio
entre moléculas oxidantes e antioxidantes resulta em danos celulares provocados
pelos radicais livres e é conhecido como estresse oxidativo (SIES, 1993).

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de radicais livres esta além

da capacidade protetora das defesas antioxidantes, e grande quantidade de radicais
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livres pode provocar danos e morte celular, aléem de doencas cardiovasculares,
Doenca de Alzheimer, catarata, dentre outras (ANDERSON, 1996; BIANCH e
ANTUNES, 1999).

3.14 Taninos

Mello e Santos, (2001) classificam quimicamente os taninos a partir de sua
arquitetura estrutural e os divide em dois grandes grupos, os taninos hidrolisaveis e
taninos condensados. Podem ser encontrados abundantemente em varias partes
das arvores como: raizes, galhos, folhas, flores, frutos e sementes. Ele constitui-se
de carboidrato simples, goma hidroxicoloidais, fendis e aminoéacidos e, esta sendo
bastante estudado, onde mostra suas utilizacbes e complexidade pelos seus
inimeros polimeros, constituidos das variadas estruturas vegetais existentes na
biodiversidade da flora brasileira.

Khanbabaee e Ree (2001) classificam os taninos em condensados e
hidrolisaveis com a formacdo de dimeros, trimeros e constituindo ligacbes C-O
devido sua estrutura nuclear de glicose e acido galico. Também caracterizam os
taninos hidrolisaveis (Fig. 10) pela presenca de um grupo poliol central (3-d- glicose,
acido quinico ou outros fendis); e hidroxilas esterificadas pelo acido galico (parte
fendlica) na sua composicao quimica.
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Figura 10: Estrutura molecular de taninos hidrolisaveis (NAKAMURA et al., 2003)
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Os taninos hidrolisaveis sao classificados em galotaninos e elagitaninos. Os
primeiros sdo compostos por unidades de &cido galico unidas por ligacdes
depsidicas (Fig. 11) entre elas, e sdo extremamente raros na dieta humana
(CASTEJON, 2011).

agucar

parte superlor
acldo galico
OH
0
OH =
Ligacéo depsidica == O 0 —_
parte Inferlor
acldo gallco
HO oH _|

OH

Figura 11: Ligacao depsidica formada entre o grupo fendlico superior e o grupo inferior de uma
unidade de &cido galico (HARVEY, 2001).

Os elagitaninos sdo moléculas que possuem um ou dois residuos de hez-
hidroxidifenoila de configuracdo R ou S, obtidos pelo acoplamento oxidativo C-C
entre dois residuos de acido gélico adjacentes. Depois que ocorre a hidrdlise acida
das ligacbes ésteres, advém a liberacdo do acido difénico, que se rearranja
espontaneamente para o acido elagico. Sao elagitaninos isolados os mondémeros,
dimeros, trimeros e tetrameros (CASTEJON, 2011).

Os taninos condensados ou proantocianidinas estao difundidos por diferentes
familias do reino vegetal, em geral, em plantas lenhosas. Séo polimeros de flavan-
3-ol e/ou flavan-3,4-diol (Fig. 12), produtos do metabolismo do fenilpropanol. As
moléculas tém grande mutacdo estrutural, provocada por padrées de substituicdes
entre unidades flavanicas, variedade de posicoes das ligacdes e a estereoquimica.
(CASTEJON, 2011). Taninos condensados de estrutura flavondidica, através da sua
condensacao formam proantocianidinas (polimeros do tanino), que sao classificados
como aqueles que fornecem caracteristicas de adstringéncia e precipitacdo de

proteinas pela polimeria de iguais nimeros atbmicos, nimero de massa e, leis de
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desintegracdo diferente dos corpos formados pela reunido de muitas moléculas
numa so6 transformacgdo de um corpo quimico em polimero (KHANBABAEE e REE,
2001).

R = (flavan<3-ol)

Figura 12: Estrutura molecular de taninos condensados (LEKHA e LONSANE, 1997).

A complexacao taninos-proteinas pode ocorrer de duas formas, reversiveis,
gue ocorrem por pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas, enquanto que os
irreversiveis ocorrem em condicbes oxidativas via ligacdes covalentes. Essa
condicdo varia com a estrutura quimica, peso molecular e a flexibilidade da
molécula. Quando o peso molecular é muito alto, a molécula pode nao se inserir
entre 0s espacos interfibrilares das proteinas ou macromoléculas; quando muito
baixo, a molécula fendélica ndo forma namero suficiente de ligacées que mantenha a
estabilidade. Os taninos complexos sdo encontrados tanto nos hidrolisaveis, que
séo ésteres do acido galico (tanino de facil decomposi¢cdo) como nos condensados
e seus dimeros (acido digélico ou hexaidroxidifénico e elagico) que sdo encontrados
nos pequenos vegetais (KHANBABAEE e REE, 2001).

Atividades bactericidas e fungicidas ocorrem por trés caracteristicas gerais
comuns aos dois grupos de taninos: complexacdo com ions metdlicos; atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres; habilidade de complexar com outras
moléculas, principalmente proteinas e polissacarideos. Dentre as atividades
fisiol6gicas dos taninos, destacam-se a estimulacao das células fagociticas e a acao
tumoral, e atividades anti-infectivas. As atividades biologicas dos taninos tém sido

investigadas, através de estudos que demonstram dentre véarias agdes, importante
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atuacdo na reparacao de tecidos, regulacdo enzimética e proteica (HAYOUNI et al.,
2011).

Os taninos vegetais séo classificados em dois grupos, as proantocianidinas
(taninos condensados), que sdo aqueles que fornecem caracteristicas, como
adstringéncia e precipitacdo de proteinas e os taninos hidrolisaveis, que sao ésteres
do &cido gélico e seus dimeros (4cido digalico ou hexaidroxidifénico e elagico) com
monossacarideos (HASLAM, 1989).

Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes, os taninos
auxiliam formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, permitindo que, logo abaixo
dessa camada, o processo de reparacdo tecidual ocorra naturalmente (MELLO et
al., 2001).

A importancia dos organismos vegetais como fontes produtivas de
substancias com atividades biol6gicas reativaram interesses sociais e econdmicos,
superando obstaculos na construcdo de cenario crescente, estimulando, inclusive, a
percepcado das liderancas industriais empenhadas na fabricacdo de produtos
sintéticos, a partir de estudos cientificos (BRAZ-FILHO, 2010).

Holetz et al., (2002) isolaram no pericarpo de Punica granatum, punicalagina,
granatinas e punicalina, considerado fruto rico em taninos. A casca do fruto contém
alto teor de taninos e alcaloides. A Punica granatum (romanzeira) € rica em taninos
(SAAD et al., 2012; AL-ZOREKY e AL- MUAMMAR 2009), e sua producdo e
consumo tém aumentado, devido suas propriedades medicinais. Essa planta é
bastante estudada no sentido de ser inserida no mercado de consumo como fruta e
no reaproveitamento das partes ndo comestiveis para elaboracdo de ingredientes
antioxidantes evitando com isso geracao excessiva de lixo organico (EMBRAPA,
2011).

3.15 Residuos sélidos e subprodutos vegetais

Partindo do principio que o0s valores sociais estdo tendenciosos a
massificagcdo de que “ter é ser”, retratando uma populagdo que busca, através da
satisfacdo material, “ser feliz”, percebe-se um consumo desenfreado, tanto das

classes sociais mais abastadas, como das classes economicamente menos
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favorecidas. Em virtude disso, transforma-se o espago social em um “galpéo de lixo”
(FIORILLO, 2009).

Lima (2012) entende que para haver equilibrio da relacio homem x meio
ambiente e consumo x producdo sdo necessarios utilizar a educacdo ambiental
como instrumento béasico de efetiva aplicabilidade, para que haja mudanca
socioambiental, considerando a maior problematica nesse contexto, os varios tipos
de lixo e o cumprimento da Politica Nacional de Residuos Sélidos (PNRS). Ja que,
0 Decreto N° 7.404, de 23/12/2010 regulamenta a Lei n°® 12.305, de 02 de agosto de
2010 e institui a Politica Nacional de Residuos Solidos, que surgiu com o designio
de amparar a populacdo na gestdo e gerenciamento da producdo dos residuos
sélidos, pautada no consumo da sociedade (MONTEIRO, 2013).

Nessa Lei (12.305/10) estao definidas as responsabilidades dos geradores e
do poder publico. A aplicabilidade da norma devera ser para os responsaveis diretos
ou indiretos, pela geracdo dos residuos e para aqueles que desenvolvam atitudes
ligadas ao processo. Além de estruturar a logistica reversa, que consiste em um
instrumento de desenvolvimento econdmico e social, considerada um conjunto de
acOes, procedimentos e meios destinados a viabilizar a coleta e a restituicdo dos
residuos solidos ao setor empresarial, para reaproveitamento, em seu ciclo ou em
outros ciclos produtivos, ou outra destinacdo final ambientalmente adequada
(BRASIL, 2010).

Acdes basicas de preservacdo ambiental tém sido observadas na
humanidade e, interpretadas como resultado de uma evolucdo e compreensao
sobre os danos causados em consequéncias de atividades domésticas e industriais.
E de grande valia, na formacdo de Recursos Humanos relacionado a educacéo
ambiental, estimular o reaproveitamento do residuo, através da reciclagem,
recuperacédo ou reutilizacdo (ARNOLD e BENDASSOLLI, 2005).

Entende-se reciclar como o ato de refazer o ciclo por completo, voltar a
origem, ou seja, é quando determinado material retorna como matéria-prima ao seu
processo produtivo. Recuperar € extrair do residuo um componente energético de
interesse, quer por questbes ambientais, financeiras ou ambas concomitantemente.
E a reutilizacdo ou reuso é quando um residuo € utilizado, tal qual foi gerado, em
um determinado processo, dentro ou fora da unidade geradora (ARNOLD e
BENDASSOLLI, 2005).
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O termo “residuos sélidos” pode ser conceituado como: ..“material,
substancia, objeto ou bem descartado resultante de atividades humanas em
sociedade... A condicao de destinacao final se procede, se propde proceder ou se
esta obrigado a proceder, nos estados sélido ou semissélido, gasoso e liquido cujas
particularidades exigem para isso solu¢des técnicas viaveis... (BRASIL, 2010)”.

3.16 Identificacdo de espécimes botanicos

Baseado no Index Herbariorum percebe-se, que em contraste com o aporte
de reserva natural que o Brasil abriga, considerado a maior biodiversidade do
planeta, a catalogacdo esta aguém de explorar sua flora nativa, onde existem
apenas 3.200.000 amostras desidratadas de plantas, quando comparado aos
Estados Unidos que possuem 60.500.000, a Franga, 20.200.000 e a Inglaterra com
15.7000.000 amostras arquivadas. Entende-se que para conferir as potencialidades
e propriedades da biodiversidade vegetal € indispensavel inicialmente conhecé-la
botanicamente. Conhecer a familia e o género a que pertence o vegetal, desidratar,
conservar e armazenar amostras sdo funcdes dos herbarios que originam as

exsicatas com a aplicacéo de técnicas especificas (MARTINS-DA SILVA, s/d).

47



UNIVERSIDADE TIRADENTES - Dissertagdo de Mestrado Marismar Fernandes do Nascimento

4. MATERIAIS E METODOS

A Fig. 13 representa o registro cientifico da planta, preparo e caracterizagcéo
dos extratos produzidos a partir da casca do fruto de Punica granatum Linn; a Fig.
14 representa o desenvolvimento e caracterizacao fisico-quimica de membranas de
gelatina sem extrato e com a adicao de extrato aquoso de Punica granatum Linn e a
Fig. 15, a avaliagdo do potencial cicatrizante in vivo das membranas produzidas
nesse estudo.

Figura 13: Plantio / coleta da amostra (a), registro cientifico — Exsicata n® 20.881 (b), sele¢éo dos
frutos in natura da Punica granatum (romd) (c), despolpamento / cascas do fruto (d /e), moagem das
cascas do fruto em moinho de facas (f), cascas pulverizadas (g), granulometria (h), maceracao
dindmica a quente (i), evaporacéo do solvente em estufa de circulagdo e renovacgéo de ar (j), extrato
bruto seco em placa de petri (k), avaliagdo antioxidante pelo método de DPPH (l), espectrofotometria

(m), HPLC-MS (n) e armazenamento do extrato bruto seco em vidro &mbar (0).
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Figura 14: Amostra de extrato bruto seco aquoso da casca do fruto de Punica granatum (a),
amostra (b) e embalagem de gelatina em p6 (c) utilizada para desenvolver membranas, pesagem
dos componentes filmégenos em balanca analitica (d), plastificante — propilenoglicol (e), adigédo
dos componentes ao acido acético (f), dispersado filmogena em agitagdo magnética (g), secagem
das membranas em capela de exaustdo (h). Membranas de gelatina sem adi¢édo de extrato (i),
membranas de gelatina com adicdo do extrato da casca do fruto de Punica granatum (j)
produzidas por casting. Caracterizacdes das membranas: Analise de propriedades mecéanicas (k),
colorimetria (I), indice de intumescimento (m), permeabilidade ao vapor d’agua (n), microscopia

eletrbnica de varredura (0), transformada da fracdo de Fourier de infravermelho (p).
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Figura 15: Avaliacdo da atividade cicatrizante das membranas produzidas. Ratos Wistar foram
anestesiados (a) para realizacdo de feridas em regido dorsal, tricotomizada, com bisturi tipo punch
de 8,0 mm de didmetro (b), retirando as camadas da derme e epiderme completas (c), mantidas sem
suturas (d) e medidas nas bordas internas com paquimetro digital (e). Em seguida foram aplicadas
membranas GEL (f) e GELPG (g) nos respectivos grupos, e avaliado o indice de contragdo das
feridas em 3, 7, 14 dias (i) e 21 dias. Exérese da area cicatricial (j), espécime cirargico (k), foram
utilizados para macroscopia em cassete () e material emblocado em parafina (m). Seccdes
histolégicas montadas (m) e fotomicrografias do material corado em HE e em picrossirius (n) foram

analisados em microscopia (0)
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4.1Submiss&o do projeto de pesquisa ao Comité de Etica e Pesquisa no
Uso de Animais - CEUA

O projeto de pesquisa obedeceu as normas do Colégio Brasileiro de
Experimento Animal — COBEA e foi submetido ao Comité de Etica no Uso de
Animais — CEUA em junho de 2011, conforme aprovacéao, registro n° 030811 todos

os procedimentos foram desenvolvidos com base nas normas do COBEA.

4.2 Coleta da amostra

No que concerne a amostra de Punica granatum Linn utlizada nesta
pesquisa foi coletada no dia seis de setembro de 2011, Projeto Irrigado Senador
Nilo Coelho, proveniente do Nucleo Irrigado: N9, situado na zona rural do municipio
de Petrolina localizado na mesorregido do S&o Francisco, no semiarido de

Pernambuco, Brasil.

4.3 Identificacao cientifica da amostra

A tabela 3 mostra a identificacdo cientifica desse espécime vegetal foi
realizada no Herbario ASE da Universidade Federal de Sergipe (UFS), local
destinado a realizacdo do voucher (n° 20.881) e depodsito da exsicata, para fins de

comprovacao cientifica da planta (Fig. 16) em estudo.

Tabela 3: Registro cientifico do espécime vegetal estudado.

HERBARIO ASE ASE n°
Universidade Federal de Sergipe CCBS/DBI 20.881
Brasil, Pernambuco
Punica granatum L. Lythracea

Roma (Portugués)

Nascimento, M.F. 1. 08/09/2011
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Figura 16: Fotografias do registro cientifico (Exsicata) n® 20.881, da amostra de Punica granatum
Linn estudada (Nascimento, M.F. 1. 08/09/2011).

4.4 Obtencéo de extratos de Punica granatum Linn

Paralelamente foram colhidos frutos, selecionados pelo padrdo de
semelhanca de peso (média 250 g), condicdo de maturidade (maduros), aspecto de
preservacdo do fruto (livres de manchas escuras, fungos ou fraturas), origem
(mesmo plantio e mesma safra) para posteriores analises e aplicacdes cientificas.

Foram obtidos quatro tipos de extratos de Punica granatum Linn pelo método
de maceracdo dinamica a quente e a frio (extrato aquoso) e, a frio (extrato
hidrometandlico e metandlico) por um periodo de agitacdo de duas horas. A
temperatura adotada para preparo do extrato aquoso foi de 100 °C (EAPGi) €
temperatura ambiente (EAPGys), enquanto os demais extratos foram processados
em temperatura ambiente (EHMPG,s e EMPG3s5). Considerar a concentragcéao 1:100
(m/v) para os extratos aquosos 1:10 (m/v) para extratos hidrometandlico e
metanalico.

O processo iniciou com a higienizagdo dos frutos com agua corrente e
sabdo, despolpamento dos frutos, secagem em estufa de circulagéo de ar a 55 °C,
fragmentacdo das cascas em pedagos pequenos para processamento em moinho

de facas e em seguida, armazenamento desse p6é em recipiente de vidro ambar.
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Para a obtencdo dos extratos secos brutos foram pesados 5 g do po e
adicionados a &gua destilada, processados nas respectivas concentracbes e
temperaturas supracitadas, esquematizado na Fig. 13.

4.5 CaracterizacOes dos Extratos

4.5.1 Cromatografia liguida de alta eficiéncia com espectrometria de
massa acoplada - CLAE-MS

Amostras dos extratos solidos (EAPG, EMPG e EHMPG) da casca do fruto
de Punica granatum Linn foram solubilizadas em uma mistura de 4gua: metanol
(50%) e filtrados em ultrafiltro de 0,45 pum. Solucdes de 1 mg/mL de cada um dos
extratos foram analisados por HPLC-MS. Essa andlise foi realizada utilizando um
equipamento Shimadzu, modelo LC-6AD, com detector de diodo SPD-M20A, coluna
de fase reversa C-18 (25 cm x 4,6 mm x 5 mm). Fase movel: 0,1% (v/v) de H3PO,4
em agua (A) e 0,1% (v/v) de H3PO, em acetonitrila (B). B: 1,5% (5 min), 5-8% (5-10
min), 8% (10-16 min), B 8-25% (16-22 min), 25-90% (22 - 27 min) 90% - 1% (27-33
min). Fluxo 1 mL/min volume injetado de 10 pL. Os acidos foram analisados
utilizando o equipamento da Shimadzu modelo LC-6AD, modelo UV-Vis detector
SPD-20A, coluna de fase reversa C-18 Phenomenex Gemini (15 cm x 4,6 mm X 5
mm). Fase movel: 0,1% (v/v) de H3PO4 em agua (95%) e de agua de 0,1% (v/v) de
H3PO,4 em acetonitrila (5%). Fluxo 1 mL/min e volume injetado de 10 pL. Os extratos
também foram fracionados utilizando diclorometano e as subfracbes foram
analisadas por GC-MS. Nenhum dos compostos volateis ou facilmente volatilizaveis

foi detectado nas amostras.

4.5.2 Determinacao do rendimento dos extratos

O procedimento de calculo do rendimento ocorreu a partir da pesagem das
placas de petri de vidro vazias, seguidas da pesagem apés evaporacao do solvente
guantificando com isso, a massa seca do extrato bruto obtido. A determinacédo do
percentual de rendimento (%) de cada extrato bruto seco foi realizada utilizando a

equacao 1:
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% R = Mes/ Mpe X 100 (1)

Onde,

% R = Percentual de rendimento

m ¢ = Massa do extrato solido

m ,c = Massa do p6 da casca do fruto (base seca)

4.5.3 Determinacao da capacidade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante do extrato sélido, obtido por extracdo aquosa foi
avaliada pelo método de DPPH (1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Solucbes
hidroetandlicas com concentracfes entre 1 pug/mL e 6 pg/mL foram preparadas a
partir de uma solucéo de base obtida com 0,005 g de extrato solido em etanol/agua
70:30 solvente (v/v). Para cada concentracao, aliquotas de 3 mL foram misturadas
com 750 pL de 400 mM de solucdo de DPPH. A mistura foi homogeneizada e
mantida em repouso durante 15 min a temperatura ambiente sem incidéncia de luz.
Apés o periodo de repouso, a leitura foi realizada num espectrofotometro a um
comprimento de onda de 517 nm, utilizando os respectivos solventes para redefinir
0 equipamento. O experimento foi realizado em triplicata.

A porcentagem de inibicdo de radicais livres da amostra testada sobre os
radicais DPPH foi calculada, convertendo em percentagem de atividade antioxidante
utilizando a equacao 2 (SOUZA et al., 2007).

% | = (AC — AA) / AC x 100 (2)

Em que:

% I: porcentagem de inibicdo do radical livre DDPH pela amostra em relacdo ao
controle;

AC: absorbancia determinada no controle;

AA: absorbancia determinada na amostra na respectiva concentracao.
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A absorbancia da amostra foi calculada a partir da diferenca de absorbancia
da solucdo da amostra em teste com o seu branco.

O valor de ICs foi definido como a concentracéo final, expressa em pg/mL de
suspensao dos sélidos presentes na cubeta, necessaria para diminuir a
concentracgao inicial de DPPH em 50%. A equacéo abaixo (3) se ajusta aos dados
experimentais com R2 = 0.924.

% | = 34.62 In (c) + 31.31 3)

Na qual,

%I: indice de concentra¢do de DPPH em 50%

4.6 Desenvolvimento de membranas poliméricas

Para a obtencdo das membranas bioativas de gelatina com e sem a adicao
de extrato aquoso de Punica granatum, o colageno hidrolisado (gelatina em po),
marca NP — Comércio de Produtos Alimenticios Ltda., composi¢céo: colageno puro,
fabricacdo: dezembro de 2011, lote: LST — 9766, (re) disperso em acido acético 0,5
mol/L. O extrato aquoso bruto de Punica granatum Linn foi solubilizado em
propilenoglicol, o qual serviu como co-solvente e plastificante. O propilenoglicol foi
adicionado a dispersdo como agente plastificante na concentracdo de 20% em
relacdo a massa polimérica.

Foram produzidos extratos a 0,5% e 1% em relacdo a massa polimérica seca
e, realizados teste piloto em modelo murino, para avaliar toxicidade dérmica. As
membranas utilizadas no estudo foram aquelas produzidas com extratos a 1%, pelo
método casting process que consiste em verter a dispersao filmogénica em placas
de polipropileno para permitir a evaporac¢do do solvente em capela de exaustdo e
maior integridade da membrana na soltura da placa.

Membranas de gelatina com e sem extrato de Punica granatum Linn foram

produzidas para posterior utilizacdo em ensaios experimentais.
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4.7 Caracterizagdes das membranas poliméricas produzidas

4.7.1 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas tensao/deformacdo foram determinadas com o
uso de um texturébmetro, no modo tragédo (TA-TX2, Stable Micro Systems, England).
As amostras foram cortadas em forma retangular (30 x 10 mm), sendo utilizados 10
corpos de prova para cada amostra.

A espessura das amostras foi determinada no ponto central com o uso de um
micrometro digital (Micrometro externo digital, Pantec, precisdo + 0,001 mm). O
moédulo de Young ou de elasticidade (E) foi calculado a partir da regido linear da
curva de tensdo x deformacéo, entre 0,00 e 1,00% de alongamento. A resisténcia
(tensédo de ruptura e alongamento) do material foi calculada através da area abaixo
da curva de tensdo x deformacédo. A separacdo das garras foi de 20 mm e a

velocidade dos testes de 1 mm/s.

4.7.2 Permeabilidade ao vapor d’agua

A Permeabilidade das membranas foi analisada pelo método gravimétrico.
Cinco recipientes contendo solucédo saturada de brometo de potassio (KBr) foram
selados com as membranas em estudo. Essa solugcdo gera um ambiente com
umidade relativa de 84%. Em seguida foram pesados em balanca de precisao
eletrbnica e colocados em dessecador contendo silica. A perda de massa referente
a permeacao do vapor d’agua através da membrana foi determinada por pesagens
sucessivas e intermitentes em tempos planejados durante um periodo de 48 h. A

permeabilidade foi calculada utilizando a equacao 4:

WVP= (w.e)/ (t. A. APV) (4)

Na qual,
WVP: permeabilidade de vapor de agua,
W: massa perdida,

e: espessura da membrana,
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t: tempo,
A: &rea da membrana e

APV: diferenca entre a pressdo de vapor de agua dentro e fora do recipiente.

Altas concentracdes de extrato etandlico de prépolis alteraram a interacdo da
agua com a matriz polimérica a base de gelatina BODINI (2011) e de
hidroxipropilmetilcelulose promoveram reducao da permeabilidade ao vapor de agua
(PASTOR et al., 2010).

4.7.3 Indice de intumescimento

A razao de intumescimento das membranas foi calculada utilizando-se meios
acido (pH 1,2) e basico (pH 7,2), através da imersédo de corpo de provas medindo
2,0x 3,0 cm das membranas estudadas, em triplicata. Antecedendo o experimento,
as amostras foram pesadas em balanca de precisdo analitica (Shimadzu AY 220,
precisdo 0,0001 g), sendo continuamente pesadas em escala de tempo (h)
intercalado e periodico. As pesagens das membranas imersas foram realizadas
apos a remocao do excesso de solucéo aprisionada na malha com o uso de papel
filtro e 0 manuseio dessas foi conduzido com o auxilio de pincas de disseccdo sem

dente. O calculo da razdo de intumescimento foi realizado utilizando a equacéo 5:

% I= Ma x 100/Ms  (5),

Onde,
%: porcentagem de intumescimento,
Ma: massa de agua absorvida, e

Ms: massa da membrana seca.

4.7.4 Colorimetria

Os valores de coloracdo das membranas foram medidos com aparelho
portatil (CR-30, Minolta Chroma Meter, Minolta Camera Co. Osaka, Japdo) na

Universidade Federal de Sergipe. Amostras das membranas (GEL e GELPG) foram
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analisadas em trés pontos distintos (triplicata), dois periféricos e um central, sobre
placa branca padrao (placa de calibragdo CR-A43) e a escala CIE-Lab e luz do dia
(D65) foram usadas para medir a cor das membranas. A Fig. 17 apresenta 0s
parametros onde, L* indica a luminosidade/claridade onde seus valores, varia de 0
(preto) a 100 (branco), e a* e b* sdo as coordenadas de cromaticidade, a*, varia do
verde (-) ao vermelho (+) e b*, varia do azul (-) ao amarelo (+), método utilizado por
Sobral, et al. (2002). A diferenga da cor total (AE) foi calculada através da equacao
6:
AE = (AL? + Aa® + Ab%)  (6)

onde: L=100

AL: L padrdo — L amostra;
Aa: a padrao — @ amostra;

Ab: b padrio — b amostra

L=0
Figura 17. Pardmetros de luminosidade e cromaticidade, de acordo com o Diagrama CIE Lab

4.7.5 Morfologia microestrutural

Foram obtidas micrografias das amostras das membranas de gelatina com e
sem adicdo de extrato de Punica granatum L.. As medidas foram feitas em um
microscopio eletrénico de varredura JEOL-JSM, modelo 6360-LV, com aceleracéao
do feixe de 5 kV. As amostras foram previamente fixadas em fita de carbono e
metalizadas com = 8 nm de ouro, em aparelho Baltec Med 020 Coating System e
analisadas em sua superficie e transversalmente apoés fratura do membrana (feita
em nitrogénio liquido). Essas analises foram realizadas na Universidade Federal de
Sergipe - UFS.
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4.7.6 Espectroscopia de absor¢cao na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Os dados de absorcdo de infravermelho das membranas com e sem extrato
de Punica granatum Linn foram obtidos por espectroscopia de absor¢cdo na regiao
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), usando espectrometro
modelo Spectrum BX, da Perkin Elmer, acoplado a técnica de analise de superficie,
reflexdo total atenuada (ATR) que funciona no modo de refletancia difusa (DRS), no
intervalo de 400 a 4000 cm™, com resolucdo de 4,0 cm™. As andlises de FTIR das
membranas foram realizadas na Universidade Federal de Sergipe-UFS.

4.8 Ensaio biologico de cicatrizagéo in vivo

4.8.1 Procedimento cirargico

Para o procedimento cirdrgico foi utilizado um total de 60 ratos machos Wistar
(250 g = 50 @), subdivididos em trés grupos de 20 animais, mantidos em gaiolas
com cama de maravalha, trocadas diariamente, mantidos a temperatura controlada
de 22 °C, em regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 h, recebendo agua ad
libitum e dieta padrdo Labina® (Purina, S&o Paulo, Brasil).

O emprego de rato Wistar neste estudo deveu-se ao fato de que a completa
reparacao na sua derme acontece em um intervalo de tempo
similar aquele dos humanos (ROCHA et al., 2006). Assim como a arquitetura
estrutural da pele do rato € em muitos aspectos similar a pele dos humanos,
composta também pelas trés camadas, a epiderme, derme e tecido subcutaneo.

A confeccdo das feridas foi realizada sob anestesia geral, com injecéo
intraperitoneal de 0,1 mL/100 g de peso de uma solucdo composta por 1 mL de
ketamina (50 mg) e 1 mL de xilazina (20 mg). O dorso dos animais foi tricotomizado
e a antissepsia efetuada com iodopovidona topico a 1%.

Foram realizadas feridas cirargicas circulares medindo 8,0 mm de diametro,
padronizadas com bisturi do tipo punch, inoxidavel, e mantidas sem suturas
(abertas). Cada membrana de gelatina contendo extrato aquoso da casca do fruto

de Punica granatum utilizada para cobrir as feridas possuia 0,106 mg de
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concentragdo do extrato aquoso e, as membranas com e sem extrato mediam 1,5
cm de didametro e foram fixadas a pele com soro fisiologico a 0,9%.

No pés-operatorio imediato, os animais receberam a dose de 10 mg/kg de
diclofenaco de potassio, por via intramuscular, como dose profildtica da
sintomatologia pos-operatéria.

4.8.2 Determinacdo do indice de retragéo clinica das feridas

As feridas foram mensuradas nos dias 0 (imediatamente apés a cirurgia), 3,
7, 14 e 21 dias de pdés-operatério (imediatamente apds a eutanasia), com o auxilio
de paquimetro digital. A partir das medidas das bordas da ferida, padronizada na
face lateral direita e borda inferior, obtendo o valor de sua area, sendo avaliada a
porcentagem de contracao da ferida, através da equacédo 7 (TEO e NAYLOR, 1995).

Ai—Af/Aix100  (7)

Onde,
Ai — Area inicial da ferida

Af — Area final da ferida

4.8.3 Remocéo dos espécimes

Os animais foram subdivididos em trés grupos (n=20): CTR — feridas sem
coberturas; WGEL - feridas cobertas com membrana de gelatina; wGELPG -
feridas cobertas com membrana de gelatina contendo extrato aquoso de Punica
granatum Linn. Apés 3, 7, 14 e 21 dias a partir dos procedimentos cirdrgicos, cinco
animais de cada grupo foram eutanasiados em camara de diéxido de carbono
(modelo CGSCO2G — Beiramar), onde receberam um fluxo de ar contendo 100% de
CO,, durante 10 min.

Os espécimes removidos foram acondicionados em solucdo de formalina
(10%, pH 7,4) e fixados por 48 h. Antes do experimento foi realizado teste piloto
com membranas de diferentes concentracbes do extrato aquoso de Punica

granatum no intuito de observar o surgimento de sinais de toxicidade tépica.
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4.8.4 Procedimentos histoldgicos / histoquimicos

Decorrido o periodo de 48 h para a fixacdo, as pecas foram seccionadas
transversalmente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina sob a forma de blocos. Os blocos foram montados no micrétomo e obtidos
cortes com 5 pum de espessura e, a seguir, submetidas a coloragéo

Hematoxilina/Eosina (HE) e picrossirius red.

4.8.5 Andlise histomorfoldgica da reacao inflamatéria (seccdes coradas
em HE)

Para avaliacdo das caracteristicas histomorfologicas associadas ao processo
inflamatorio/reparativo, foram analisadas as seccdes histologicas coradas em HE,
observando-se os seguintes critérios: intensidade e tipo do infiltrado inflamatorio. A
tipagem da reacgdo inflamatoria foi determinada considerando-se a analise
semiquantitativa das diferentes células inflamatorias individualmente, a saber:
neutrofilos, eosindfilos, linfocitos, plasmdécitos e macrofagos, identificadas pela sua
morfologia especifica. Desta forma, esta analise obedeceu aos seguintes critérios:

(0) Ausente: quando nao forem identificadas células inflamatorias;

(1) Escassa: quando o fenotipo celular estudado corresponder a menos de 10%
do total de células inflamatorias sediadas na area da ferida cirargica;

(2) Moderada: quando o fendtipo celular estudado corresponder a mais de 10 e
menos de 50% do total de células inflamatorias sediadas na area da ferida
cirargica;

(3) Severa: quando o fenétipo celular estudado corresponder a mais de 50% do

total de células inflamatorias sediadas na area da ferida cirdrgica.

A reacdo inflamatoria apos a semi-quantificacdo foi categorizada de acordo

com a classificacao:
a) Inflamacdo Aguda: quando predominaram leucécitos polimorfonucleares

(neutrdfilos e/ou eosindfilos);
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b) Inflamacdo Subaguda: quando houver equilibrio entre leucdcitos
polimorfonucleares (neutréfilos e eosindéfilos) e mononucleares (linfécitos,
plasmadcitos e macrofagos) neutréfilos/eosinofilos e linfécitos/plasmacitos;

c) Inflamac&o Crbdnica Inespecifica: quando predominarem linfocitos e/ou
plasmocitos;

d) Inflamacdo Crénica Granulomatosa: quando predominarem macréfagos

el/ou gigantdcitos (células gigantes multinucleadas).

4.8.6 Analise da deposicao colagénica (sec¢bes coradas em Picrossirius)

Foi realizada a analise descritiva dos trés grupos, detendo-se na identificacdo
do colageno, classificacdo em tipo | ou Ill de acordo com a birrefringéncia
apresentada, observacdo do aspecto morfologico das fibras (estiradas ou
onduladas, delgadas ou espessas, curtas ou longas) e disposicdo dos feixes

(entrelacados ou paralelos), tanto na porgao superficial quanto profunda da ferida.

4.9 Analise estatistica

Para as andlises fisico-quimicas compostas por dois grupos foi aplicado o
teste t e para mais de dois grupos, o teste de variancia (ANOVA), com extensao
Post-hoc de Tukey. Para as analises biologicas de cicatrizacado foram aplicados os
testes de Shapiro-Wilk para verificacdo de normalidade dos dados. Os dados com
distribuicdo normal foram analisados pelo teste de variancia (ANOVA) com extensao
Post-hoc de Tukey. Os dados que nado atenderam ao pressuposto de normalidade
foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com extensdo post-hoc de Dunnet. Foi
utilizado o nivel de significancia de 5% para todas as andlises, de modo que as

diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdes de extratos de Punica granatum Linn

5.1.1 Rendimento

Ap6s producdo de quatro extratos, aquosos (EAPGip € EAPGs)
hidrometandlico (EHMPG,s) e metandlico (EMPG3s) produzidos a partir da casca do
fruto da Punica granatum Linn foi calculado o rendimento em percentual dos
extratos brutos, onde ficou demonstrado nesse estudo, que a producao de extrato
aquoso seco foi maior em extracdo a 100 °C (EAPGiq) contrastando com o menor
rendimento do mesmo extrato a temperatura ambiente (EAPG2s), quando

comparados aos extratos hidrometanolico (EHMPG2s) e metanolico (EMPG3s )- (Fig.
18).
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Figura 18: Rendimento (%) do extrato bruto aquoso a 100 °C (EAPG;y), extrato bruto aquoso
temperatura ambiente (EAPG,s), extratos metandlico (EMPGys) e hidrometandlico (EHMPGys), a
partir de pé da casca de Punica granatum, pelo método de extracdo de maceragdo dindmica no
periodo de 2 h.

Pressupde que o resultado obtido em relacdo ao rendimento da extracao foi

influenciado pela temperatura. Assim, o efeito favoravel da temperatura sobre o
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rendimento da extracdo pode ser explicado pelo aumento da condicdo de
solubilidade de equilibrio, bem como maiores taxas de transferéncia de massa por
difusdo do solvente e soluto, a partir da particula sélida no meio liquido. Estes
efeitos podem compensar a influéncia da alta temperatura de extracdo de evitar a
degradacdo térmica dos fendis. Quando comparado extracdbes a mesma
temperatura, o metanol parece ser um melhor solvente que ndo seja agua,
provavelmente devido a afinidade com a estrutura organica dos compostos
quimicos estudados.

QU et al. (2010) avaliaram rendimento do extrato aquoso da casca do fruto
de Punica granatum, em concentracdo de 1:50 (v/v) com exposicdo a temperatura
ambiente (25 °C) por 2 h. Obtiveram um rendimento do extrato bruto de 11,5% .

Nesse estudo, também foram quantificados no extrato seco, os acidos galico
e elagico. Os melhores rendimentos destes compostos foram 54,09 mg/g para o
acido elagico observado em HMEPG obtido a temperatura ambiente e 32,24 mg/g
para o acido galico no AEPG a 100°C (Tab. 4). Estes compostos sao classificados
como taninos de elevada polaridade, o que promove a sua facil extragdo com
solventes polares.

Wang et al. (2013) divulgaram que a melhor condicdo de extracao utilizando
folnas de roma foi a temperatura de 80 °C, 61% de etanol como solvente e
exposicdo do produto a 60 min, com isso, alcancaram um rendimento de extrato

bruto de 42,8%. Este valor é similar aos resultados obtidos nesse estudo.

Tabela 4: Quantificacdo gquimica por analise cromatografica (HPLC) dos acidos tanicos do extrato
seco (mg/g) da casca do fruto de Punica granatum.

Extratos Compostos tanicos do extrato bruto da casca do fruto

de Punica granatum Linn (mg/g)

Acido Galico Acido Elagico
EAPG1q0 32,24 41,67
EMPG 35 27,13 42,78
EHMPG25 26,78 54,09

EAPGyo — Extrato aquoso de Punica granatum Linn, obtido por maceracdo dindmica a 100°C;
EHMPG,s — Extrato hidrometandlico de Punica granatum Linn, obtido por maceragéo dindmica a
temperatura ambiente e EMPG,s — Extrato metandlico de Punica granatum Linn, obtido por
maceracao dindmica a temperatura ambiente.
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5.1.2 Cromatografia liguida de alta eficiéncia com espectrometria de
massa acoplada (CLAE-MS)

Na analise cromatogréfica do extrato aquoso — EAPGio (Fig. 19A),
hidrometandlico (EHMPG) da casca do fruto de Punica granatum Linn, (Fig. 19B) e
metanolico (EMPG) (Fig. 19C) foram identificados e isolados 0s mesmos compostos
tanicos majoritarios, em conformidade com 0s picos presentes nos cromatogramas

da Fig. 19: &cido galico [1], punicalagina a [2], punicalagina 8 [3] e acido elagico [4].

A
1 5 4
2
B
3 4
1 2
c a

| MJ\ALWAL

Figura 19: Cromatogramas (HPLC-MS) de identificacdo dos compostos tanicos majoritarios, acido

galico [1], punicalagina a, [2], punicalagina B [3] e acido elagico [4] nos extrato aquoso (A),
hidrometandlico (B) e metandlico (C) de Punica granatum Linn.

Na identificacdo das substancias fendlicas, isoladas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com espectrometria de massa (HPLC-MS), o acido galico foi
encontrado em maior concentracdo no EAPG, no menor tempo de arraste (5,03

min), o &cido elagico foi encontrado em maior concentracdo no EHMPG, no maior
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tempo de arraste (26,84 min) quando comparadas com as punicalaginas (ndo foram
guantificadas) que tiveram seus tempos de retencao de 15,69 min para punicalagina
a e 21,31 min para punicalagina .

Romani et al. (2012) analisaram e caracterizaram amostras de extratos de
casca do fruto e de sementes de Punica Granatum pelo método de HPLC-MS para
avaliacdo de polifendis, com diferentes subclasses de taninos, o que conferiram
muitas variedades desse grupo quimico, dentre os taninos caracterizados foram
qualificados e quantificados os mesmos componentes majoritarios desse estudo
(Fig. 19), acido galico, acido elagico e punicalagina a e B. A cromatografia &
considerada uma das técnicas de maior eficiéncia de maximizagdo do rendimento
dos fendis totais, tanto das atividades biomoleculares como dos compostos
(punicalaginas e acido elagico).

5.1.3 Determinagao do potencial antioxidante pelo método DPPH

Apoés analise em diferentes concentracfes da solucao etanodlica de extrato
aquoso de Punica granatum (EAPGiqp), verificou-se o valor do ICso de 1,715 pg/mL
(= 0,24 pg/mL), o qual foi calculado pela equacao (3). Considera-se que o extrato
aquoso da casca do fruto (romd) da Punica granatum possui baixo valor de ICso €
alto potencial antioxidante (Fig. 20), considerado como um extrato de alta atividade

antioxidante.
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Figura 20: Atividade antioxidante pelo método DPPH de extrato aquoso de casca do fruto de Punica
granatum em solucao hidroalcodlica (30:70 viv).

O extrato aquoso de Punica granatum apresenta atividade antioxidante, em
concentracfes muito baixas. QU et al. (2010) avaliaram pelo método de DPPH, o
potencial antioxidante do extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum e
verificaram o valor de 1Cso 6,2 pg/mL.

Wang et al. (2013) encontraram valores elevados, superiores a 40%, da
atividade antioxidante por DPPH (sequestro de radical) de extratos de folhas de
roma, no intervalo de concentracéo de 0,2-0,33 pg/mL. Estes valores sédo 200 vezes
maiores do que o encontrado no presente trabalho realizado com extratos aquosos
de cascas de roma e, aponta para o melhor potencial antioxidante, quando
comparado com as folhas desse fruto.

Aqil et al. (2012), trabalhando com extrato aquoso de casca de roma,
encontraram ICso de ~17 ug/mL, ainda maior do que o valor encontrado (1,715 +
0.24 ug/ml) no presente trabalho, com a temperatura de extracdo de 100 °C. Este
valor ratifica o potencial antioxidante de produtos naturais. Assim, Oliveira et al.
2009 afirmam que a relacdo entre o potencial antioxidante de uma substancia e o
valor de ICsp € inversamente proporcional, que quanto maior o potencial antioxidante
da substancia, menor o ICs,
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Em avaliacdo da capacidade antioxidante dos residuos de cascas de Punica
granatum (romd) foi demonstrado que esses poderiam ser aproveitados, devido ao
alto potencial antioxidante (OKONOGI et al., 2009).

5.2 Caracterizagcdes de membranas de gelatina
5.2.1 Propriedades morfofuncionais

Os resultados da analise macroscopica indicam que as composicoes
filmégenas para membrana de gelatina (GEL) Fig. 21a e membrana de gelatina
contendo extrato aquoso de Punica granatum Linn (GELPG) Fig. 21b produziram
membranas poliméricas consideradas de boa qualidade, uma vez que néo
apresentaram fissuras, fraturas ou heterogeneidade dos compostos. O aspecto
visual demonstra transparéncia, homogeneidade, flexibilidade e boa continuidade,
consideradas compativeis ao uso seguro em ensaios experimentais (Tabela 5).

Figura 21: Membrana polimérica de gelatina (GEL), transparente e incolor (a) e membrana
polimérica de gelatina contendo extrato aquoso de casca do fruto de Punica granatum Linn (GELPG),

transparente e ligeiramente amarelada (b).

Sugere-se que essas caracteristicas macroscopicas estejam vinculadas a
composicdo quimica e ao processo de secagem. E enfatico que, em capela de
exaustdo, a evaporacdo do solvente das dispersfes € mais lenta, no entanto gera
membranas mais flexiveis, menos quebradicas, quando comparadas aquelas

evaporadas em temperaturas acima de 37 °C (estufa de circulagéo).
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Tabela 5: Principais caracteristicas morfolégicas observadas nas membranas GEL e GELPG.

Variaveis GEL GELPG
Integridade 2 2
Homogeneidade 2 2
Uniformidade 2 2
Transparéncia 2 2

Opacidade 0 0

Legenda: Nenhuma alteracédo (0); Levemente presente (1); Fortemente presente (2).

O equilibrio das caracteristicas de matrizes poliméricas € importante para o
manuseio, transporte e o armazenamento de coberturas para feridas, sem que haja
sua deformacao ou ruptura, garantindo seu carater protetor. Medidas sao adquiridas
em testes dessas propriedades assegurando informacbes sobre as forcas
intermoleculares envolvidas na estabilizacdo das matrizes poliméricas
(ROBERTSON et al., 1993). Necessitam, portanto serem avaliadas e classificadas
pelas suas propriedades o6ticas, magnéticas, elétricas, estruturais e mecanicas que

nao se desligam entre si antes de utilizadas.

5.2.2 Colorimetria

Na leitura da andlise colorimétrica no plano de fundo padréo (branco), para
os valores da analise de luminosidade (L*) e escala de coloracdo verde/vermelho
(a*), as membranas indicam nao haver diferenca significativa (p<0,05) entre as duas
membranas. Enquanto para os valores da escala de coloracdo azul/amarelo (b*),
percebe-se diferenca significativa (p<0,05), conforme distribuicdo na tabela 6. Os
resultados obtidos para os parametros de cor, considerando o diagrama CIE Lab
(Fig.17) corroboram o observado macroscopicamente em relacdo a coloracdo das
membranas produzidas onde, as membranas GEL apresentaram-se transllcidas
sem evidéncia de cor (Fig. 21a), enquanto GELPG demonstrou além da
transparéncia, a coloracdo amarelada, efeito esperado pela coloracdo do p6 da

casca do fruto e dos extratos (Fig. 21b).
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Tabela 6: Distribuicdo dos valores obtidos na andlise colorimétrica em plano de fundo branco,
expressando resultados da diferenca de cor das membranas GEL e GELPG, onde a* (indicativo da
cor verde) e b* (indicativo da cor amarela) e L (indicativo de luminosidade).

ar b* L*
Membranas
(p=0,2784) (**p=0,0003) (p=0,059)
GEL 2,2+0,17 0,80 + 0,85 87,40+1,0
GELPG 2,3+0,41 23,66 + 4,09 83,76 + 0,60

Padrdes para plano de fundo branco (a=6,1; b=13,1 e L=74,7).

Resultados similares foram notados em membranas a base de proteina de
soja que obtiveram extrato de semente de uva nha sua composicdo e, membranas
poliméricas a base de gelatina e propolis, cuja cor variou em relacdo ao padrao
influenciado pelos parametros L*, a* e b* pela presenca de compostos fendlicos que
contribuiram com cores avermelhadas ou amareladas (SIVAROOBAN et al., 2008;
BODINI, 2011).

5.2.3 Propriedades mecanicas

A incorporacdo de extrato aquoso de Punica granatum na composicdo das
membranas de gelatina ndo alterou suas propriedades de forca maxima impressa
no momento da ruptura, assim como da habilidade de dilatar o estado natural do
produto, determinado pelas deformagbes, nem tampouco sua condicdo de
elasticidade, n&o havendo assim diferenca significativa (p>0,05) para nenhuma das
propriedades mecanicas mencionadas tanto para as membranas de gelatina sem
extrato (GEL) como para membranas de gelatina com extrato aquoso de Punica
granatum Linn (GELPG).

Os dados obtidos indicam uma diferenca significativa (**p=0,000227) entre as
espessuras da membrana de gelatina (GEL), Fig. 22a, e apds a inclusdo do extrato
aquoso de Punica granatum (GELPG), 22b, legitimado pelas medidas expressas
nas fotomicrografias eletrbnica de varredura que apresentam um aumento de
84,63% na espessura (um) da membrana de gelatina apés a adicdo do referido

extrato apresentados na Tabela 7.

70



UNIVERSIDADE TIRADENTES - Dissertagio de Mestrado Marismar Fernandes do Nascimento

Tabela 7: Distribuicdo das propriedades mecanicas - tensao de ruptura (MPa), alongamento (%),
modulo Young (MPa) e espessura (um) das membranas de gelatina sem (GEL) e com extrato aquoso
de Punica granatum Linn (GELPG).

Membrana Tensao Alongamento Modulo de Espessura
(MPa) (%) Young (um)
(MPa)
GEL 43,33 £ 9,09 7,125+2,35 633,34 +12850 24,30+ 0,003
GELPG 54,63 + 7,34 8,71+2,42 639,33 £81,97 45,55+ 0,003
Valor de p 0,160440 0,509062 0,301701 0,000227*

*Diferencga significativa.

A espessura € um parametro que influencia as propriedades das membranas,
sendo importante na avaliagdo da homogeneidade, uniformidade dos materiais, bem
como validacao das comparacgdes entre as propriedades da sua composicao (RIGO,
2006; HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008).

SV X1,000 10um S5V X1,000 10um

Figura 22: Fotomicrografias de secg¢fes transversais (5 kV, 1.000x, 10 um) indicando o aumento de
espessura das membranas de gelatina (a) com a incorporacdo de extrato aquoso da casca do fruto
de Punica granatum-GELPG (b).

5.2.4 Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

As membranas em estudo indicam que a incorporagédo de extrato aquoso da

casca do fruto de Punica granatum L. na membrana de gelatina, diminuiu sua
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permeabilidade ao vapor d’agua, fato que pode estar relacionado ao aumento de
espessura, bem como da insercdo dos compostos ativos, presentes nesse extrato,
gque poderd estar ocupando espacos intersticiais intercatendrios, criando uma
barreira natural, mesmo que néo estejam ocorrendo interac6es quimicas efetivas,
tal evento pode ocorrer apenas pelo aprisionamento na malha polimérica, o que
permite dificultar as interagbes das moléculas polares (como o vapor d’agua) com a
matriz polimérica.

Os resultados apresentados na Fig. 23 sugerem que houve diferenca
estatistica consideravel (p<0,05) entre as membranas estudadas (GELPG e GEL)

em relagdo a permeabilidade ao vapor d’agua, em 35 horas de experimento.

S !
. O

Permeabilidade ao Vapor d’Agua (%)

357 —o= GELPG
301 -0 GEL
257
20 +—r——"——"—T—T—T——T—T—T—T

0 2 4 6 8 10 20 22 24 26 28 35

Tempo (h)

Figura 23: Curva de permeabilidade ao vapor d’agua das amostras (Membrana de gelatina com
extrato- GELPG e membrana de gelatina sem extrato - GEL) em relagdo ao tempo de trinta e cinco

horas.

MCHUGH e KROCHTA (1994) demonstram que membranas com baixa
permeabilidade s&o obtidas a partir de matrizes poliméricas formadas por cadeias
lineares simples e que a presenca de cadeias laterais na matriz compreende um
aumento nos espacos livres facilitando a difusdo do permeante. Os mesmos autores
consideram a estrutura molecular das matrizes poliméricas como um parametro de

grande influéncia nas propriedades de barreira de uma membrana.
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Para Dias, et al. (2010), o plastificante utilizado na formulacéo influencia na
permeabilidade ao vapor d”agua das membranas polimérica, a exemplo de
membranas com sorbitol, que sdo menos permeaveis ao vapor d’agua e menos
rigidas. Membranas compostas com glicerol tém maior plasticidade e menor
propriedade de barreira ao vapor d’agua.

Plastificantes sdo compostos que, quando adicionados a outros materiais
podem modificar algumas de suas préprias propriedades, fisicas e mecanicas
(GUILBERT e BIQUET, 1995; RIGO, 2006). Eles ainda minimizam forcas de
ligacbes entre as moléculas em sistema de baixa umidade, aumentando a
flexibilidade da membrana (VEIGA-SANTOS et al., 2005).

5.2.5 Indice de intumescimento

O comportamento de intumescimento das membranas produzidas foi
semelhante, e sofreu influéncia do meio sobre o grau de hidratacdo das
membranas. As membranas GEL e GELPG iniciaram o intumescimento tdo logo,
apos a imersdo com ganho de massa rapido (~250% e 400%, respectivamente, em
meio neutro) e (~1500 e 1300%, em meio acido, respectivamente), visualizados na
Fig. 24. Em meio neutro (pH 7,2), essas membranas mantiveram intumescimento
ascendente, havendo ganho de massa gradativo e controlado em relacdo a massa
inicial durante todo ensaio (Fig. 24a). Ja no meio acido (pH 1,2), a membrana GEL
apresenta uma curva que indica ganho e perda de massa rapido,
consequentemente, houve uma diminuicdo do intumescimento, contrario ao
comportamento da membrana GELPG que apresentou ganho de massa rapido e,
manteve constante seu grau de intumescimento (Fig. 24b).

Nesse estudo, os resultados sugerem (Fig. 24) que a adicdo do extrato da
Punica granatum na membrana de gelatina (GELPG), a tornou com maior
capacidade de intumescimento, provavelmente pela presenca de grupos hidrofilicos
adicionais ao colageno hidrolisado - gelatina, indicando a incorporacdo do extrato
utilizado. Essa condicdo também € sugestiva de ocorrer aumento de area ativa
disponivel na malha polmérica, facilitando a absorcdo da agua pelos grupos

guimicos hidrofilicos.
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Figura 24: indice de intumescimento das membranas GELPG e GEL em meio neutro (pH 7,2), (24a)

e Grau de intumescimento das membranas GELPG e GEL em meio &cido (pH 1,2), (24b).

Amostras de membranas contendo goma arabica apresentaram aumento
adicional na hidratacdo quando imersas em meio de pH proximo ao neutro (GABAS,
CAVALCANTI, 2003) havendo influéncia do meio de membranas contendo Eudragit
RS30D® (TEC 20%) e Goma arabica, que foram preparadas pelo mesmo método
aplicado nesse estudo, casting process, processo comumente utilizado para
polimeros termorrigidos e termoplasticos.

5.2.6 Morfologia microestrutural

A morfologia microestrutural das membranas antes e apos a incorporacao do
EAPG foi estudada por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). A analise de
superficie da membrana GEL (Fig. 25a e 25b) revelou a presenca de poros e
aspecto estrutural homogéneo, menos evidente em GELPG (Fig. 25c e 25d) que
apresenta discreta heterogeneidade, com pequenos agregados distribuidos na

superficie.
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SkV X10,000 1um S5kV X10,000 1uym

Figura 25: Fotomicrografias eletrénicas de varredura (5 kV, 2.000x e 10.000x, 10 um) de superficie:
GEL - membranas de gelatina (a - 2.000x) e (b - 10.000x), e GELPG - membranas de gelatina
contendo extrato aquoso de Punica granatum Linn (c - 2.000x) e (d - 10.000x).

A partir das imagens da seccdo transversal (Fig. 26), observou-se uma
estrutura compacta nas duas membranas estudadas (GEL e GELPG). Evidenciou-
se uma diferenca entre as amostras, onde as membranas de gelatina contendo
extrato de Punica granatum (GELPG), representadas pela Fig. 26b e Fig. 26d,
demonstram a formacédo de rugosidade, que pode estar relacionado a incorporacéo
do extrato aquoso de Punica granatum Linn, quando comparadas as membrana de
gelatina sem extrato (GEL), Fig. 26a e Fig. 26c.

Outras observacdes que apontam para a incorporacdo do extrato estdo
relacionadas a maior espessura da membrana apOs incorporagdo do extrato e
formacéo de proeminéncias semelhantes a granulos (Fig. 26b), ndo visualizadas na
membrana de gelatina (Fig. 26a). Em maior ampliacdo, foi possivel perceber que,
nas areas relativas s proeminéncias supracitadas houve extensa formacdo de

rugosidades e reentrancias morfolégicas das membranas compostas de gelatina e
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extrato (GELPG), Fig. 26d, ndo notadas nas membranas sem extrato (GEL), Fig.
26¢. Assim, sugere-se que houve modificagdo na malha polimérica das membranas

devido a incorporacdo do extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum.

X2,000 10pum SkV X10,000

SkV X10,000 1ym

Figura 26: Fotomicrografias eletrénicas de varredura (5 kV, 2.000x e 10.000x, 10 pm) de seccao
transversal: membranas de gelatina (a - 2.000x) e (b - 2.000x), e membranas de gelatina contendo
extrato aquoso de Punica granatum Linn (c — 10.000x) e (d - 10.000x).

Corréa (2011), Nunes et al. (2011) e Riella et al. (2012) analisaram as
alteracoes morfoestruturais sofridas por membranas de colageno apds a
incorporacdo de extrato hidroalcodlico de propolis vermelha, &cido Usnico e timol,
respectivamente, utilizando a MEV, e associaram a identificacdo de diferencas

texturais no material com a incorporacdo dos compostos quimicos.
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5.2.7 Espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

No espectro correspondente & membrana de gelatina (GEL) percebeu-se uma
banda larga entre 3000 e 3600 cm™, com maior intensidade centrada em 3345 cm™,
correspondente aos estiramentos de grupos hidroxilas (-OH); estas poderiam também
estar associadas a presenca de estiramentos dos grupos (-NH) livres, devido a
presenca de interacdes de hidrogénio, caracteristica de aminas, bem como a
presenca de agua adsorvida fisicamente pelas membranas. Estes dados sé&o
corroborados pela banda de vibragdo antissimétrica do grupo (-OH), em 1625 cm™
(Fig. 27).
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Figura 27: Espectros de Infravermelho da membrana de gelatina (linha vermelha) e da membrana de

gelatina com extrato aquoso de Punica granatum (linha preta).

Apébs a insercdo do extrato aquoso de Punica granatum L. nas membranas de
gelatina, ndo foram observadas variacfes nas bandas atribuidas as membranas GEL,
apenas uma reducdo da intensidade dos modos vibracionais caracteristicos, que
poderia estar relacionada a uma reducéo da atividade vibracional de determinados

grupos funcionais -NH e -OH (RANA et al., 2007), resultantes da interacao,
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provavelmente interacdes de hidrogénio, com os componentes quimicos do EAPG.
Alguns modos vibracionais sofreram discreto deslocamento (1074 e 1234 cm™), que

podem estar relacionados as perturbacdes do sistema formado (GELPG).
5.3 Ensaios bioldgicos de cicatrizacao
5.3.1 indice de retragéo da ferida (IRF)

Conforme pode ser observado nas Fig. 28 e 29, o IRF foi significativamente
maior em WGELPG do que em wGEL (p<0,01) e CTR (p<0,01) em trés e sete dias
(p<0,01 e 0,001, respectivamente). Em 14 dias, tanto wWGELPG quanto wGEL exibiu
IRFs significativamente superiores a CTR (p<0,01 e 0,05, respectivamente). Em 21

dias, todos os animais exibiam fechamento completo das feridas.

—— CTR

—0—-wGEL

T wGELPG

Indice de Retracao (%)

r

0 3 7 14 21
Tempo (dias)

Figura 28: indice percentual médio de retrag&o da ferida ao longo dos 21 dias experimentais. Grupo
controle (CTR), grupo tratado com membranas de gelatina (WGEL) e grupo tratado com membranas

de gelatina contendo extrato aquoso de Punica granatum (GELPG).

** Diferenca significativa entre WGELPGL e os demais grupos (p<0,01)
*** Diferenca significativa entre WGELPGL e os demais grupos (p<0,001)
a - Diferenca significativa entre CTR e wGEL (p<0,05)

b - Diferenca significativa entre CTR e wGELPGL (p<0,001).
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As bordas de uma ferida sofrem retracdo centrifuga promovida pela tenséo
elastica da pele circunvizinha a leséo, pela perda de aderéncia a fascia profunda,
além da mobilidade da pele, com isso a medida da area inicial da ferida em relacao
a area do molde original aumenta (CROSS et al., 1995; TEO e NAYLOR, 1995).

A determinacdo da retracdo clinica das feridas (Fig. 28) demonstra a
evolucdo do processo de cicatrizacdo das lesdes dos animais em estudo (CTR,
WGEL e wGELPG), no respectivo tempo (dias) de retirada do espécime.

Nos trés primeiros dias do surgimento de uma lesdo, ocorre 0 processo
inflamatério agudo. Em seguida ocorre uma diminuicdo continua da area da ferida,
qgue progressivamente declina em direcdo ao 10° ou 12° dia. Apds este periodo,
aproxima-se a fase final de cicatrizacdo, o que torna dificil a mensuracdo acurada
da area da ferida que evolui para o fechamento total (CROSS et al., 1995).

Esse processo pode ser acelerado quando as feridas recebem coberturas
bioativas que estimulam a contracdo e, consequentemente as demais fases da
cicatrizacdo. O uso de membranas de colageno produzidas a base de produtos
naturais como sistema de controle de liberacdo de farmacos (ALBUQUERQUE-
JUNIOR et al., 2009) e compostos quimicos isolados, a exemplo de timol (RIELLA
et al.,, 2012), acido usnico (NUNES et al., 2011), Mangaba (COSTA, et al.,2012)
estd bem estabelecida, mas nenhum estudo utilizando membranas de colageno
contendo extrato obtido a partir da planta de Punica granatum foi relatado
anteriormente.

Sabe-se que diferentes extratos de Punica granatum veiculados por outros
meios sdo capazes de melhorar a cicatrizacdo de feridas (HAYOUNI et al, 2011). A
aplicacao topica do extrato aquoso de Punica granatum Linn se mostrou efetiva em
acelerar os fenbmenos biologicos de contracéo da ferida e reepitelizacdo durante o
processo de cicatrizacdo de queimaduras dérmicas efetuadas em dorso de ratos
(RAJPUT et al., 2011).

A introducdo do extrato aquoso de casca do fruto de Punica granatum Linn
nas membranas de gelatina (GELPG) aplicadas como coberturas em lesdes
dérmicas contribuiu, de maneira eficaz, na aceleracdo do processo de retracdo de
feridas dérmicas nesse estudo (Fig. 29) e pareceram aumentar significativamente as

taxas de contracéo da ferida sobre todo o tempo de curso da experiéncia.
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Figura 29: Fotografias das feridas dérmicas demonstrando o indice de retracdo dos grupos CTR

(Controle), wGEL (tratados com membranas de gelatina) e WGELPG (tratados com membranas de
gelatina contendo extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum) nos tempos de 0, 3, 7,14 e

21 dias da confeccéo da ferida.

Apoiando os dados obtidos, outras plantas ricas em compostos antioxidantes,
tais como acidos galico e elagico, tém sido indicadas para melhorar a contracdo de
feridas (ESTAKHR e JAVDAN, 2011; SHIBAN et al, 2012).

Em ensaios bioldgicos, as taxas de contracdo das feridas representam um
dos parametros mais importantes para avaliar a evolugdo e sucesso da reparacao
da ferida (NUNES et al, 2011; RIELLA et al, 2012). No entanto, o preciso
mecanismo subjacente aos efeitos do EAPG nas taxas de contracdo da ferida nao
foi elucidado. Contracdo da ferida tem sido associada com a atividade de
miofibroblastos, que séo fibroblastos que adquiriram um fenétipo contratil induzida
por fator de crescimento de transformacéo beta (TGF-B).

Assim, as taxas de aumento de contracdo das feridas observadas em
WGELPG sobre o curso temporal da experiéncia sugerem um papel estimulador
possivel desempenhado pelo EAPG na diferenciacdo de miofibroblastos. Embora os
estudos in vitro tenham demonstrado que o acido elagico inibe expressdo de SMA-a

e a transdiferenciagédo para miofibroblastos como células (SUZUKI et al., 2009).
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Existem poucas informacdes sobre o papel desempenhado por outros
compostos importantes do extrato aquoso de Punica granatum, além do acido
galico, acido elagico, punicalagina a e punicalagina 3 sobre a sintese de TGF-p e
diferenciacdo miofibroblastica. Assim, outras investigacbes continuam a ser
necessarias a fim de esclarecer o papel isolado desempenhado pelos compostos
quimicos majoritarios do EAPG na melhoria das taxas de contragdo da ferida.

5.3.2 Analise semiquantitativa da intensidade da reacgao inflamatoéria

Na andlise semiquantitativa desse estudo, em 3 dias todos os grupos (CTR,
WGEL e WGELPG) apresentaram resposta inflamatoria aguda e severa. Em 7 dias
observa-se uma resposta subaguda em todos 0s grupos com evidencia de
WGELPG. Com 14 e 21 dias todos os espécimes apresentaram um infiltrado
predominantemente cronico. O grupo WGELPG destaca-se pela auséncia de
infiltrado inflamatdrio. Os dados relativos a semiquantificacdo da intensidade do

infiltrado inflamatdrio nos grupos estudados estéo distribuidos na tabela 8.

Tabela 8: Andlise semiquantitativa da intensidade da reacdo inflamatéria nos grupos estudados ao

longo do periodo experimental de 21 dias.

Periodo experimental (dias)

Grupos
3 7 14 21
CTR 3,00 £ 0,00 2,83 +0,38 1,33+0,76 1,00 +£0,41
wGEL 2,60 £ 0,50* 2,79+£0,41 1,38 £0,50 0,83 +0,48
WGELPG 2,40 £ 0,50*** 250 +0,51* 1,06 +0,56** 0,29 + 0,46***

Significativamente diferente de CTR: *p<0.05; ** p<0.01); *** 0.001.

O inicio da reacdo inflamatoria ocorre inespecificamente como resposta a
uma ampla variedade de agentes lesivos. A fase inflamatdria aguda, habitualmente,
€ de curta duracdo. Quando os agentes de defesa sdo eficientes e eliminam
rapidamente o agente agressor, a cura se processa de maneira completa e
usualmente sem sequelas (LAMANO, 2008).

LAMANO (2008) acrescenta que a restauracao tecidual que aproxima da

normalidade se processa com a neutralizacdo dos mediadores quimicos, a
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drenagem do liquido de edema, a remocao dos residuos por células fagocitérias e a
regeneracdo do parénquima danificado. Quando a lesdo tecidual é grave, ou
guando ndo ha a remocao adequada do exsudato fibrinoso, forma-se no local um
tecido cicatricial fibroso que substituirA o parénquima especializado, ou ainda
guando o agente agressor ndo é eliminado na fase aguda da inflamacéo, persistindo
nos tecidos, tanto ele como os produtos da leséo tecidual serdo reconhecidos como
corpos estranhos e desencadeiam a inflamagéao cronica.

Neste estudo, a incorporacdo de extrato aquoso de Punica granatum nas
membranas de gelatina promoveu as principais alteracées histolégicas na dindmica
da cicatrizacdo de feridas, representadas por uma menor intensidade da resposta
inflamatdria, particularmente o conteddo de neutrofilos, a melhoria no tecido de
granulacdo e melhoria da colagenizacdo. Uma vez que, o extrato apresenta alto
potencial antioxidante, pressupfe-se que ha uma relacdo entre a melhoria dos
aspectos histologicos na cicatrizacdo de ferida e a reducdo do estresse oxidativo
nos tecidos lesionados.

Na verdade, radicais livres de oxigénio derivados dos neutréfilos ativados
devem induzir estresse oxidativo relacionado com o dano tecidual e atraso da
cicatrizacdo de feridas (SCHAFER e WERNER, 2008). Por outro lado, tem sido
relatado, que o acido galico, um dos compostos mais importantes do extrato aquoso
de Punica granatum (EAPG), aumenta os niveis locais de prostaglandinas (PGs)
durante a resposta inflamatéria aguda rica em neutréfilos (GRYGLEWSKI et al.,
1987). Alem disso, o acido elagico foi relatado por reduzir o estresse oxidativo
induzido por outros tipos de lesGes dérmicas, tais como as radiacdes UVA (HSEU et
al., 2012) e isoproterenol (KANNAN e QUINE, 2011).

Com isso, € possivel sugerir que o estresse oxidativo foi mitigado nas feridas
cobertas com membranas de gelatina contendo extrato aquoso da casca do fruto de
Punica granatum (GELPG).

Evidenciou-se nesse estudo que o teor de neutrdfilos foi reduzido no primeiro
tempo da experiéncia (fase inflamatéria). Tais descobertas podem também estar
relacionadas com os efeitos bioldégicos promovidos pelos compostos quimicos do
EAPG. Neste sentido, reducdes significativas da atividade da mieloperoxidase
(MPO), um marcador bem estabelecido de infiltracdo de neutréfilos, foram

recentemente relatadas em tecidos gastrointestinais danificados, em resposta ao
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tratamento com o &cido elagico (EL-BOGHDADY, 2011) e &cido gélico
(CHATTERJEE et al., 2012). Por conseguinte, o controle do teor de neutréfilos na
fase inflamatéria, e consequente minimizacao do estresse oxidativo, pelo elevado
teor de acido elagico e galico presentes no EAPG pode ser um instrumento para o
tratamento de feridas dérmicas, observada neste estudo.

Nesse estudo foi demonstrado que a resposta inflamatéria observada nos
cortes histolégicos das feridas cobertas com wGELPG foi significativamente
reduzida. Estes dados sdo o resultado provavel dos efeitos anti-inflamatorios
exercidos pelo EAPG derivado da casca do fruto da Punica granatum L. (LEE et al.,
2010; KUMAR et al., 2011). Além disso, estudos in vivo e in vitro demonstraram
uma alta atividade anti-inflamatdria exercida pelos principais compostos quimicos do
extrato, como o acido elagico (CORBETT et al., 2010), acido galico (DENG e FANG,
2012) e punicalagina (LIN et al., 1999).

5.3.3 Analise descritiva da resposta reparativa

Com base em parametros histolégicos, o desenvolvimento de tecido de
granulacdo foi melhorado com o uso de membranas de gelatina contendo EAPG
incorporado. Além disso, estas membranas também induziram um arranjo mais
regular e denso das fibras de colageno, ao longo do tempo da experiéncia, o que
sugere que este extrato também pode favorecer a proliferacdo de fibroblastos e a
deposicao de colageno.

Em consonancia com os resultados obtidos nessa pesquisa, 0 tratamento
topico com extrato aquoso de casca de Punica granatum foi previamente
demonstrado, onde houve um aumento significativo de tecido de granulacao,
através do surgimento de crosta e da forca de ruptura, bem como dos niveis de teor
de hidroxiprolina, indicando taxas de aumento e estabilizacdo das fibras de
colageno (ADIGA et al., 2010). Além disso, dados histologicos semelhantes foram
demonstrados utilizando extratos diferentes de Punica granatum, como etandlico
(PIRBALOUTI et al., 2010) e o extrato hidroalcodlico (HAYOUNI et al., 2011).

A Fig. 30 apresenta os resultados da analise descritiva da resposta
inflamatoria desse estudo, onde estédo representados o grupo controle (CTR), grupo

com feridas tratadas com membranas de gelatina (WGEL) e grupo com feridas
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tratadas com membranas de gelatina contendo extrato aquoso de Punica granatum
(WGELPG) em escala horizontal e, em escala vertical, os tempos de cicatrizag&do

das lesdes (3, 7, 14 e 21 dias), a partir da confeccao da ferida cirdrgica.

CTR wGEL WGELPG

3 dias

14 dias

21 dias

Figura 30: Seccdes histologicas dos grupos (areas feridas), ao longo do tempo de cicatrizagdo no
ensaio biolégico. (a/b) Resposta inflamatoéria intensa e edema sao observados em CTR e wGEL. (c)
Formac&o do tecido de granulagdo imatulro em wGELPG em menos de trés dias. (c/d) Formacéao de
tecido de granulagdo bem vascularizado é observada em CTR e WGEL. (e) tecido fibroso no
WGELPG em menos de sete dias. (f/g/h) cicatriz fibrosa priméaria vista em todos os grupos de 14
dias. (h) Inicio de formacdo de foliculo piloso em WGELPG. (j/k/l) Formag&o de tecido conjuntivo
denso fibroso € visto em todos os grupos. (I) Mdltiplos foliculos pilosos sé&o observados em wWGELPG
(HE, 40/400 x ampliac&o).
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Em trés dias, todos os grupos apresentam intensa infiltracdo inflamatoria,
com predominio de neutréfilos e ocasionais macréfagos. CTR e wWGEL exibiram
pronunciado edema intersticial e escassa vascularizagdo, constituida de vénulas
periféricas apresentando marcante hiperemia passiva em toda extensdo da ferida.
Em wGELPG, contudo, observou-se intensa reagcdo de granulacdo, representada
por proliferacéo fibroblastica, neoformacao vasculo-capilar e discreta deposicdo de
estruturas fibrilares eosinofilicas interpretadas como colageno imaturo na
profundidade da ferida.

Em sete dias, apesar de todos 0s grupos apresentarem reagao de granulacao
preenchendo toda a éarea da ferida, esta era marcantemente mais celular
(fibroblastica), menos vascular e mais colagenizada em wWGELPG que os demais
grupos. Em 14 dias, observou-se formacao de cicatriz colagénica primaria em todos
0S grupos, embora estes tenham exibido reacdo inflamatoria residual. Por outro
lado, WGELPG exibiu formacdo de brotamentos de estruturas derivadas da
epiderme compativeis com rudimentos de anexos cutaneos (foliculos pilosos e
glandulas sebaceas). Em 21 dias, apenas em WGELPG evidenciou-se maturagao
epidérmica avancada, com ortoqueratinizacdo abundante, camada granulosa
espessa e bem marcada e formacdo frequente de anexos cutaneos, em
contraposi¢cao ao epitélio escamoso atrofico e hipoqueratinizado visto nos demais
grupos.

A Punica granatum também tem sido aplicada topicamente na forma de
extrato etandlico em feridas dérmicas, que demonstrou aceleracdo do processo
cicatricial por segunda intencdo em modelo roedor, modulando o0 processo
inflamatorio, de reepitelizacédo e colagenizacéo da ferida (PIRBALOUTI et al., 2010).

O processo de reparo compreende uma série de fendmenos bioquimicos,
hormonais e celulares que culminam com o preenchimento da area lesada por
fibrose. Aproximadamente 24 h apés o inicio da injaria surgem células leucocitarias
importantes no processo inicial de reparo (DANTAS et al., 2007).

Assim, no terceiro dia, pode-se observar a invasdo do tecido de granulacéo
no espaco tecidual. Proximo ao quinto dia do processo observa-se tecido de
granulacdo vascular. A resposta inflamatoria aguda nas margens da ferida comeca
a ceder com reducdo do edema e do rubor nos tecidos afetados e deposicdo

progressiva de colageno. No sétimo dia apds a ocorréncia da lesdo, observa-se
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10% da resisténcia tensional da pele normal. Em torno do décimo dia observa-se a
proliferacdo de fibroblastos e deposicdo de coladgeno no tecido de granulagéo,
iniciando a epitelizagdo (STEVENS e LOWE, 2002).

No décimo quarto dia do processo de cicatrizacdo jA existe alteracbes
histomorfologicas suficientes para serem observadas, avaliadas e quantificadas
para categorizar o processo de reparo (ALBUQUERQUE-JUNIOR, et al., 2009).

O reparo tissular envolve a interacdo entre células estromais e circulatorias,
ativadas por mediadores quimicos diversificados, fragmentos de células e matriz
extracelular, microrganismos e alteracfes fisico-quimicas no ambiente da ferida e
areas adjacentes (BALBINO et al., 2005).

5.3.4 Anédlise descritiva da deposicao colagénica

A anadlise descritiva da deposicdo colagénica, Fig. 31, apresenta 0s
resultados do grupo controle (CTR), grupo de feridas cobertas com membranas de
gelatina (WGEL) e grupo de feridas cobertas com membranas de gelatina com
extrato aquoso de Punica granatum (WGELPG) em escala horizontal e, em escala
vertical, os tempos de cicatrizacdo das feridas (3, 7, 14 e 21 dias), a partir da
confeccao da ferida cirargica.

Em trés dias (Fig. 31 a/b/c), foi observada uma escassa e delicada rede de
fibrilas com birrefringéncia esverdeada, compativel com colageno tipo Ill, em todos
0s grupos analisados. Em wWGEL e WGELPG, algumas seccdes histolégicas
mostraram a presenca de uma delgada camada de fibras paralelamente dispostas,
com birrefringéncia dourada (colageno 1) na superficie da ferida, interpretada como
remanescentes das biomembranas. Também deve ser destacado que o grupo
WGELPG pareceu exibir espacos interfibrilares menos conspicuos e menores que
os demais grupos, sugerindo maior adensamento da malha de colageno lil.

Em sete dias (Fig. 31 e/f), o padrdo morfoldgico de organizacéo arquitetural
do colageno depositado ainda se mostrou predominantemente reticular (em malha),
embora uma marcante reducdo dos espacos interfibrilares e aumento na espessura
das fibrilas tenham sido observados em todos os grupos. Também foi evidenciado
um processo de substituicdo parcial das fibrilas delicadas de colageno Il por fibras

mais espessas de colageno I. De especial interesse foi a identificacdo de uma
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disposicdo claramente mais densa deste componente fibroso em WGELPG em
relacdo aos demais grupos.

Em catorze dias (Fig. 31 hf/i), apenas CTR manteve uma estrutura
morfologica desorganizada e ainda levemente reticular, enquanto que wWGEL e
WGELPG exibiram feixes de colageno tipo | mais espessos e paralelamente
distribuidos, em relagéo a superficie da ferida. Em wGELPG, contudo, a densidade
de deposicao fibrosa se apresentou menos expressiva, e mostrou maior
espacamento entre os feixes fibrosos.

Em 21 dias (Fig. 31 j/k/l), todos os grupos exibiram franca deposi¢cdo de
feixes espessos e grosseiros de fibras colagenas, dispostos entrelacadamente, em
toda a extenséo da &rea cicatricial. Vale ser ressaltado que em wGELPG, a despeito
da semelhanca na organizacdo arquitetural dos feixes fibrosos, a densidade de
deposicao fibrosa pareceu menos expressiva que em CTR e WGEL.
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CTR WGEL WGELPG

3 dias

300um 300um
7 dias

300um > 300um
14 dias

300um
21 dias

Figura 31: Seccdes histologicas dos grupos (&reas feridas), ao longo do tempo de cicatriza¢do no
ensaio biolégico. Em trés dias, a deposicdo de gelatina tipo Ill, escassa, esverdeada é observada em
CTR (a), WGEL (b) e WGELPG (c). Aos sete dias, fibras reticulares de gelatina do tipo Il sdo
evidenciadas nos CTR (d) e GEL (e) e, em paralelo colageno do tipo | é visto em WGELPG (f). Aos
14 dias, fibras de gelatina tipo |, densamente dispostas paralelamente, sdo observadas no CTR (g) e
WGEL(h), enquanto que em wWGELPG (i), as fibras mostraram um ligeiro arranjo entrelacado. Aos 21
dias, fibras de gelatina tipo |, entrelagadas, sdo vistas em todos os grupos, mas foram menos
compactados em CTR (j) e do wGEL (k) do que em WGELPG (I) (Sirius Red/luz polarizada,
ampliagcéo de 400x).

O estimulo a atividade fibroblastica poderia determinar um aumento da
deposicdo de fibras no inicio do reparo e aceleracdo da remodelacdo no final,

justificando o motivo de menor densidade nessa etapa. Assim a inducdo de uma
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remodelacdo mais precoce levaria a maior degradacéo de fibras e formagdo de um
coladgeno funcional mais organizado e menos denso, minimizando esse risco de
cicatriz hipertrofica. A analise morfologica em HE parece suportar esta teoria, ja que
a reacao de granulacdo se mostrou mais fibroblastica em wGELPG.

Os fibroblastos sdo indispenséveis para ocorrer a re-epitelizacdo. Eles
proliferam e migram para o local da ferida e auxiliam na formagéo de tecido de
granulacdo vascular, resistente, que protege a ferida sintetizando nova matriz
extracelular. Queratindcitos migram para haver a remodelacdo. Essa migracdo de
fibroblastos gera uma tensdo na ferida e, se diferenciam em miofibroblastos,
auxiliando na contracdo da ferida. O desenvolvimento de tecido de granulagéo
exarcebado pode impedir ou retardar o processo de epitelizacdo e contracdo da
ferida, consequentemente atrasando a cicatrizagao de feridas e desenvolvendo as
cicatrizes hipertroficas (ROSE, 2012).

Kawamoto et al. (2007) discorre que no leito de uma ferida, a organizacéo de
fibras de colageno € componente fundamental no processo de contracdo e reparo
da ferida, determinando em ultima instancia a qualidade final da cicatriz.

Hayouni et al.(2011), em estudo experimental in vivo notaram que em 4 dias
houve um aumento do infiltrado celular em animais tratados topicamente com
extrato de Punica granatum, periodo em que ndo foi observado regeneracdo
epidérmica. Os autores relatam que no 12° dia houve uma organizacdo tecidual
avancada, em que se observou tecido de granulacdo e epitelizacdo em curso nos
grupos tratados com pomada de Punica granatum, quando comparados com o
controle. Em exame histologico, a regeneracdo do tecido foi mais rapida na pele da
ferida tratada com pomada ou extrato, sem aparéncia evidente de qualquer edema,
congestéo tecidual ou sinais inflamatorios. Aos 20 dias, 0s grupos experimentais
apresentavam-se com feridas de espessuras completas, -caracterizando
regeneracao epidérmica que cobriu completamente a area da ferida. A epiderme era
grossa e desorganizada, quando comparada com a pele normal adjacente. A
camada de queratina era grossa. Adicionalmente, a derme foi celularizada com
fibroblastos que estabeleceram as fibras de gelatina desorganizadas e mal
orientadas. Havendo a presenca de vasos sanguineos e presenca dispersa de

células inflamatorias, consistindo de mais macrofagos do que neutrofilos.
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Considerando a relevancia do tecido de granulacdo e do padrao de
colagenizacao para o sucesso da cicatrizacao de feridas em modelos experimentais
(DIEGELMANN e EVANS, 2004), é possivel sugerir que o EAGP favoreceu o
desenvolvimento destes eventos-chaves da reparagcao cicatricial. Nao obstante,
como se apresentou provas de que o EAPG pode afetar a dindmica fibroblastica é
importante salientar que nenhum sinal clinico ou morfolégico da superproducao de
colageno foi observado, o que resultaria na formacao de cicatriz hipertréfica, quer
por analise macroscépica ou microscopica.

Esta caracteristica parece ser positiva para o processo de cicatrizacdo, uma
vez que, a estimulacdo em longo prazo das células fibroblasticas pode levar a
formacao de cicatriz hipertrofica (RIELLA et al., 2012).

A reepitelizacdo precoce da superficie de feridas e o desenvolvimento de
apéndices cutaneos foram observados nas feridas cobertas com membranas
contendo EAPG. Estas descobertas sugerem que 0S compostos quimicos possuem
um papel importante na proliferacdo de queratindcitos, bem como a diferenciacao
de tais células epidérmicas em apéndices cutaneos. Apoiando nossos resultados,
acidos tanicos foram anteriormente testados na inducdo da proliferacdo de
gueratindécitos in vitro (FELICIANI et al., 2007).

Portanto, € possivel sugerir que as membranas GELPG melhoraram a
maturacdo e diferenciacdo de queratindcitos, acelerando a recuperacédo do tecido
epidérmico e restauracdo dos apéndices cutaneos. Além disso, Ja foi demonstrado
gue o aumento regular da atividade da heme-oxigenase 1 (HO-1), uma enzima cuja
alta atividade esta estreitamente relacionada com o efeito antioxidante de diferentes
compostos quimicos, é capaz de induzir a proliferacdo de queratinécitos (CLARK et
al., 1997). Assim, a melhoria da epitelizacédo precoce e da formacdo de apéndices
cutaneos, também podem estar relacionadas com os efeitos antioxidantes do
EAPG.

Deste modo, os efeitos terapéuticos da casca do fruto ade Punica granatum Linn
(romd) em praticas de medicina popular podem estar relacionados com a presenca
de taninos, como o acido galico, acido elagico e punicalaginas a e B, componentes

majoritarios encontrados no extrato aquoso.
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Com isso, sugere-se que, a incorporacédo de extrato aquoso em membranas de
gelatina pode ser um tratamento promissor para minimizar o periodo de cicatrizacéo
de feridas dérmicas, sendo necessarios novos estudos com a incorporacdo desses
compostos tanicos isolados em membranas de gelatina para posterior avaliagédo in

Vivo.
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6

CONCLUSOES

Com base na avaliacao dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Por meio do processo de extracdo houve rendimento satisfatorio dos trés
extratos obtidos, sendo o0 extrato aquoso aquele que apresentou maior
rendimento em percentual.

Os componentes majoritarios encontrados no extrato aquoso da casca do
fruto de Punica granatum Linn foram acido galico, punicalagina aq,
punicalagina 3 e acido elagico.

O extrato de melhor rendimento (aquoso) da casca do fruto de Punica
granatum Linn exibiu elevada atividade antioxidante.

As membranas de gelatina contendo extrato aquoso da casca do fruto de
Punica granatum aceleraram o processo de reparo cicatricial de feridas
abertas por segunda intencdo em modelo murino, expressas pela modulacao
da resposta inflamatoria, pela estimulacdo da contracdo da ferida, e pelo
aprimoramento da deposicdo de colageno durante a formacdo da cicatriz

fibrosa.
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Parecer.Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Desenvolvimento, caracterizagao e avaliagdo do potencial cicatrizante de
filmes de colageno contendo extrato hidroalcéolico de Punica granatum Linn em roedores

[ Pesquisador Responsavel Marismar Fernandes do Nascimento i
[Data da Versao 18/10/2011 | | Cadastro 030811 | [Data do Parecer 21/10/2011 |

[ Grupo e Area Tematica Il - Projeto fora das dreas tematicas especiais pis|

Objetivos do Projeto _ \
Geral .

| Desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial de filmes de colageno contendo extrato
hidroalcéolico de Punica granatum Linn sobre o processo de reparo cicatricial por segunda
-inteng@ao em roedores.

Especificos
Obter extrato hidroalcéolico de Punica granatum Linn;
Caracterizar o extrato hidroalcéolico de Punica granatum Linn;
Desenvolver filmes de colageno contendo extrato hidroalcéolico de Punica granatum

.r—...

Caracterizar fisico-quimica e termicamente filmes desenvolvidos a partir de colageno e
Punica granatum L.;

. Avaliar o processo de reparo cicatricial por segunda intencédo de feridas tratadas com
filmes de colageno contendo extrato hidroalcéolico de Punica granatum L. em modelo
experimental.

Sumario do Projeto ~
Ha uma diversidade de produtos disponiveis para o tratamento de feridas, apresentados nas formas
de enxertos, solugdes, dleos, géis, curativos interativos e filmes bioativos. O colageno por
representar um importante constituinte proteico da pele tem sido um dos materiais bastante estudado
no sentido de auxiliar no processo cicatricial quando associado as plantas com a finalidade
terapéutica. A Punica granatum L. (roma), dentre as diversas atividades biol6gicas, apresenta
propriedade biolégica cicatrizante, promissora no tratamento de feridas. Nesta perspectiva, o objetivo
dessa pesquisa & desenvolver, caracterizar fisico-quimicamente e avaliar o potencial de fiimes de
colageno contendo extrato hidroalcdolico de Punica granatum Linn sobre o processo cicatricial por
segunda intengdo em modelo animal. Sera realizada a obteng&o do extrato de Punica granatum L.
pelo método de maceragdo, considerado por Adelmann (2005) o melhor método de extrag&o para
aquisigdo dos compostos biologicamente ativos. Sera utilizado o &lcool etilico 70% como solvente. A
extragdo do colageno sera realizada a partir de tenddo bovino, segundo o método descrito por
ALBUQUERQUE-JUNIOR et al (2009) e, por fim, o desenvolvimento dos filmes pelo método casting
process. Para a caracterizagao fisico-quimica dos filmes seré utilizada a analise térmica diferencial
(DTA); termogravimetria (TG/DTG); microscopia eletrdnica de varredura (MEV), avaliagéo do
potencial antioxidante dos filmes pelo modelo de sequestro do radical estavel 1,1-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) na presenga de antioxidantes descrito por SOUZA, et al., (2007), além do uso do
texturdmetro. para determinar as propriedades mecanicas dos filmes. Na etapa final sera feito o
ensaio bioldgico com 75 ratos Wistar, machos, divididos em trés grupos (n=25). Os animais seréo
subdivididos em trés grupos distintos: feridas sem coberturas - grupo controle (CTR); feridas cobertas
com membrana de coladgeno (COL); feridas cobertas com membrana de colageno contendo extrato
hidroalcodlico de Punica granutum L. (PGL). Apés 3, 7, 14, 21 e 30 dias a partir dos procedimentos
cirdrgicos, cinco animais de cada grupo serdo eutanasiados em camara de diéxido de carbono
(modelo CGSCO2G —Beiramar), onde receberdo um fluxo de ar contendo 100% de CO2, durante 10
minutos. Constatada a morte dos animais, sera realizada a remogéo dos espécimes equivalentes &
area cicatricial com margens de 3,0 cm. Os espécimes removidos serdo acondicionados em frascos -
plasticos contendo solug&o de formol (10%, pH 7,4) e fixados por 48 h. A partir dal, sera determinado
o indice de retragdo clinica das feridas com o auxilio do paquimetro digital e a avaliagéo da ferida
pelo célculo da diferenca entre a area inicial e final. Ser&o realizados ainda, os procedimentos )
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analise de deposigdo colagénica, procedimentos histol6gicos e imunohistoquimicos, analise
quantitativa da microvasculatura e miofibroblastos e, por fim, a analise estatistica que sera aplicado
o teste de Shapiro-Wilk para verificagdo de normalidade dos dados. Os dados com distribuicdo
normal seré&o analisados pelo teste de ANOVA com extensao Post-hoc de Tukey. Os dados que nao
atenderem ao pressuposto de normalidade ser4o analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com extensio
post-hoc de Dunn. Sera utilizado o nivel de significancia de 5%, de modo que as diferengas
observadas serdo consideradas significativas quando p<0,05. Esse trabalho visa contemplar
resultados inovadores nas Ciéncias da Satide e Tecnologia contribuindo para a melhoria do processo
de reparo cicatricial de feridas, através da utilizag&o de produtos naturais, de baixo custo e,
consequentemente, de maior acessibilidade da populagso. Tem ainda o propésito de consolidar
parcerias com instituicdes de pesquisas, contribuir para o avanco cientifico e tecnolégico, oferecer
embasamento para novas pesquisas com grupos interdisciplinares (docentes e discentes), deposito
de patente e publicagdo de artigos cientificos em periédicos com fator de impacto relevante.

cas Adequadas |
Comentérios sobre as Referéncias Bibliograficas
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relevante cientificamente.

Comentarios Gerais sobre o Projéto

Todos os dados apresentados permitem cabal avaliagdo do projeto, o qual é
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Abstract

Ethno pharmacological relevance: Punica granatum Linn (Punicaceae) has been
used in medicine folk as a medicinal plant. Peel-derived extract of Punica granatum
(AEPG) has been used to chronic wounds and ulcers due to its antibacterial,
antifungal and anti-inflammatory activities. The goal of the study was to assess the
antioxidant activity and the major compounds of the AEPG, as well as to evaluate
the wound healing effect of the extract incorporated into gelatin-based dressing
membranes in rodents. Material and Methods: The antioxidant activity of the AEPG
was estimated by the DPPH radical scavenging assay and the major compounds
were identified by high performance liquid chromatography mass spectrometry
(HPLC-MS). Subsequently, the AEPG was vehiculated into gelatin-based dressing
membranes and a biological wound healing assay was conducted. The wound
contraction rates and histological analysis were performed at 3, 7, 14 and 21 days,
split into three groups: undressed wounds (CTR), wounds dressed with gelatin-
based membranes (GEL), and dressed with AEPG-incorporated gelatin-based
membranes (GELPG). Results: Gallic acid, ellagic acid and punicalagin a and (3
were the major compounds identified in the AEPG. The peel extract were exhibit
high antioxidant activity, with ICso value of 1.715 + 0.24 pg/mL. The GELPG group
showed significantly increased wound contraction rates at 3 (p<0.01), 7 (p<0.001)
and 14 days (p<0.001), improved the granulation tissue, and provided better
collagen deposition and arrangement during wound healing compared to GEL and
CTR. Conclusions: This study suggests that the aqueous extract of Punica
granatum peel is a promising natural product to be used in treatment of chronic
wounds. The pharmacological actions of Punica granatum in popular medicine
practices may be related to the antioxidant effects of the aqueous extract.

! Corresponding author: Adelia Franco Avenue, number 2403, Block B, Apartment 301,
Grageru, Aracaju/SE, Brazil. Zip code: 49048-010.
Tel: (87) 9620-1122. E-mail address: maris.mar@bol.com.br
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1. Introduction

The medicinal plants have been extensively utilized throughout the world as
traditional systems of medicine derived from the folk knowledge (Phillipson, 2001;
Mazid et al., 2012).

In developed countries, 25% of the medicinal drugs are based on plants and
their derivates, and the use of medicinal plants is well known among indigenous
people and rural populations in many developing countries (Soni et al., 2012). It has
also been reported that more than 80% of the world’s population uses the traditional
medicines for various skin diseases, as well as that approximately one-third of all
traditional medicines in use are for the treatment of wounds and skin disorders,
compared to only 1-3 % of modern drugs (Pirbalouti et al., 2010).

The medicinal value of these plants, such as the cutaneous cicatrizing effects,
lies in some chemical substances that produce a definite physiological action on the
human body, such as alkaloids, tannins, flavonoids, and phenolic compounds
(Dhandapani, Sabna, 2008). Plant phytochemicals, and particularly phenolic
compounds have been associated with health benefits as a result of various
physiological properties, such as anti-allergenic, anti-inflammatory, anti- microbial,
antioxidant, anti-thrombotic, cardio-protective and vasodilatory effects (Balasundram
et al., 2006; Reddy et al., 2007).

The pomegranate plant (Punica granatum L., Punicaceae family) is a shrub
and its fruit is a rich source of bioactive phytochemicals, such as tannins and other
phenolics (Shiban et al., 2012). Since ancient civilizations, various parts of
pomegranate, including fruit peels, have been extensively used in folk medicine to
treat a wide range of health disorders, as stomachic, inflammation, fever, bronchitis,
diarrhea, dysentery, vaginitis, urinary tract infection, and, among others, malaria
have been treated using (Reddy et al., 2007; Madrigal-Carballo et al., 2009).

The fruit peel of Punica granatum exerts diverse pharmacological functions
such as antibacterial, antiinflamatory (Julie-Jurenka, 2008) and, particularly,
antioxidant activities (Shiban et al., 2012). It has been reported that Punica granatum
extracts are able to reduce the oxidative stress in dermal tissues (Zaid et al., 2007;

Afaq et al., 2009), and protects the skin against UVB irradiation-induced photoaging
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damage (Park et al., 2010). Regarding wound healing, pomegranate peel aqueous
extract has shown potent dermal effect on cultures of human skin cells, stimulating
dermal fibroblast proliferation and collagen synthesis while inhibiting major collagen
degrading enzyme (Aslam et al., 2006). Furthermore, topical application of aqueous
extract of peel has shown beneficial healing effect in rat excision wound model
(Murthy et al., 2004; Adiga et al., 2010).

The presence of high content of phenolic compounds (approximately 44%),
along with other chemical constituents has been associated to the dermatological
benefits and wound healing activities of the pomegranate fruit peel extracts. In
addition, high performance liquid chromatography analysis of the extracts has
demonstrated the presence of gallic acid as one of the major compounds likely
responsible for the wound healing improvement (Murthy apud Soni et al., 2012).

As the antioxidant activity of herbal-derived products has been associated to
their successful use as cicatrizing natural medicines (Fitzmaurice et al., 2011), the
goal of this paper was to assess the antioxidant activity and wound healing effects of
the aqueous extract of Punica granatum fruit peel, vehiculated into gelatin-based

wound dressing membranes, in rodent model.
2. Material and Methods
2.1. Sample conditioning

Pomegranate (P. granatum L.) fruits were collected during harvest in
September 2011 in Petrolina, PE, Brazil. The Exsiccate (number 20881) was
deposited in ASE - Herbarium of the Federal University of Sergipe. The fruits were
washed with tap water and then, pulping. The peel were dried in stove at 55 °Cand

crushed in knives mill. The powder, MESH 32, was stored in amber flask.
2.2. Optimization of extraction conditions

Extraction by dynamic maceration in magnetic stirrer was conducted with
different solvents and solid/liquid ratios: water 1:100 (m/v); methanol 1:10 (m/v);
methanol/water (1:1, v/v) 1:10 (m/v). The aqueous extracts (AEPG100 and AEPG25)
were obtained at 100°Cand 25°Cwhere as the methanolic (MEPG) and

hydromethanolic (HMEPG) extracts were obtained at 25°C. All the extraction
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experiments were performed during two hours. The resulting suspension was filtered
and the solvent evaporation was evaporated in circulating air stove at 50°C. After
solvent evaporation, the crude solid extracts were weighted and stored in amber
flask. The yield in dry extract was calculated by the equation (1)

% Y = mse / mpp X 100 (1)

Where,
Y: dry solid extract yield
Mse: SOlid extract mass

Mpp: peel powder mass (dry basis)
2.3. HPLC- MS analysis

Samples of the solids extracts (AEPG100, MEPG e HMEPG) of Punica
granatum Linn fruit, peels were solubilized in a mixture of water: methanol (50%) and
filtered in 0.45 pum ultra filters. Solutions of 1 mg/mL of each of the extracts were
analyzed by HPLC-MS. The analysis by high efficiency liquid chromatography
(HPLC-MS) was conducted using Shimadzu model LC-6AD, with diode array
detector SPD-M20A, column reverse phase C-18 (25 cm x 4.6 mm x 5 mm). Mobile
phase: 0.1% (v/v) H3PO, in water (A) and 0.1% (v/v) H3PO,4 in acetonitrile (B). B:
1.5% (5 min), 5-8% (5-10 min), 8% (10-16 min), 8-25% B (16-22 min), 25-90% (22 -
27 min) 90% -1% (27-33 min). Flow 1 mL/min Injected volume 10 pL. The acids were
analyzed using the equipment from Shimadzu Model LC-6AD, UV-Vis detector
Model SPD-20A, reverse phase column C-18 Phenomenex Gemini (15 cm x 4.6 mm
x 5 mm). Mobile phase: 0.1% (v/v) H3PO,4 in water (95%) and water 0.1% (v/v)
H3PO, in acetonitrile (5%). Flow 1 mL/min and injected volume 10 uL. The extracts
also were fractionated using dichloromethane and the sub-fractions analyzed by GC-

MS. No volatile compounds or easily volatilizable were detected in the samples.
2.4. Scavenge free radicals by DPPH

The radical scavenging activity of the AEPG100 was assessed by DPPH
method hydroethanolic solutions with concentrations between 0.1 mg/mL and

15mg/mL were prepared from a base solution obtained with 0.005g of solid extract in
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ethanol/water solvent 70:30 (v/v). For each concentration, 3mL aliquots were mixed
with 750 pL of 400 mM DPPH solution. The mixture was homogenized and left to
stand for 15 minutes at room temperature without incidence of light. After this period,
the measurements were performed on a spectrophotometer at a wavelength of 517
nm using respective solvents to reset the equipment. The experiment was performed

in triplicate. The % inhibition of free radical was calculated using the equation (2).
% | =(AC—-AA)/AC x 100 (2)

In which:

% | is the percentage inhibition of free radical DDPH of the sample compared
to control;

AC is the absorbance of the control (DPPH solution);

AA is the absorbance of sample.

The 1Cso value (concentration of the extract that produces 50% scavenging)
was calculated from the graph — plotted %l against concentration expressed in

pg/mL.
2.5. Preparation of membranes loaded with AEPG100

The membranes were prepareds by dispersing gelatin powder in acetic acid
0.5 mol.L™. The final polymer concentration was 1%, in a vessel equipped with a
mechanical stirrer, with heating to 25 °C for 24 h. The AEPG100 was previously
solubilized in propylene glycol (plasticizer) and added to the dispersion of gelatin.
The concentration of plasticizer and AEPG100 were 20% and 5% respectively
related on the mass of the dry polymer. The membranes were produced by casting
process, the dispersion being poured into a polypropylene plate to allow solvent
evaporation at room temperature. The membranes were produced with and without
AEPG100.

2.6. Wound healing assay

2.6.1. Animals.
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The animals used in this study were adult male Rattus norvegicus albinus,
Wistar lineage, weighing 250-300 g. The rats were housed in clear plastic cages with
solid floors and loose hardwood chip bedding, and supplied with food and water ad
libitum in a temperature and humidity-controlled environment. Experimental
protocols and procedures were approved by the University Tiradentes Animal Care
and Use Committee (CEUA n° 030811).

2.6.2. Surgical Procedures and Groups.

Sixty rats were anesthetized with intraperitoneal ketamine-xylazine (100
mg/kg - 5mg/kg) and standard-sized round-shaped surgical wounds were performed
in the back of the animals, using metallic punch of 8.0 mm. Animals were handled in
accordance to the principles of aseptic chain in order to avoid bacterial
contamination. Subsequently, rats were randomly assigned into three groups of 20
animals each: CTR, undressed wounds; GEL, wounds dressed with gelatin-based
films; GELPG — wounds dressed gelatin-based films containing AEPG100. After 3, 7,
14 and 21 days, five animals of each group were euthanized in CO, chamber, and

the healing/scar area was surgically removed, formalin-fixed and paraffin-embedded.
2.6.3. Assessment of the wound contraction rates.

For the macroscopic analysis and assessment of the wound contraction rates,
after 3, 7, 14, and 21 day, the craniocaudal and laterolateral measures of each
wound were assessed by a digital caliper (precision 0.01 mm), prior to the excision

of the wounds, and the final wound areas were obtained through the equation (3).
A=1TXxRxr (3)

Where:
R represents the radius of craniocaudal axis;

r corresponds to the radius of laterolateral axis of the wounds.

Furthermore, the clinical features of the wounds were monitored regarding to

the presence of crust, secretion, necrosis, and hypertrophic scars.

2.6.4. Histological procedures and morphological analysis.

130



UNIVERSIDADE TIRADENTES - Dissertagio de Mestrado Marismar Fernandes do Nascimento

Serial 5 um thick sections were obtained from the paraffin-embedded samples
and stained in hematoxylin-eosin. The intensity of the inflammatory response was
assessed as follows: 0 — absence of inflammatory infiltrate; 1— inflammatory cells
representing 10% of the cell population; 2 — inflammatory cells representing
between 10% and 50% of the cell population; and 3 — inflammatory cells
representing more than 50% of the cell population. The inflammatory profile was
classified as acute (predominance of polymorphonuclear cells) and chronic
(predominance of mononuclear cells). For the assessment of the collagen
deposition, histological sections stained in Sirius Red and analyzed under polarized
light were used to the descriptive analysis. Collagen fibers were analyzed according
their birefringence pattern (greenish/ yellow-greenish or orange, orange-reddish),
morphological appearance (wavy or stretched, thin or thick, short or long), and
architectural arrangement (reticular, parallel or interlaced). All readings were
performed by investigators blinded to treatments (six histological sections / animal).

2.6.5. Statistical analysis.

The data concerning the wound contraction rates were analyzed using
ANOVA followed by Tukey’s test, whereas the analysis of the inflammatory infiltrate
was carried out by Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test. P values less than

0.05 were considered significant.
3. Results
3.1. Characterization of Punica granatum Linn extracts

As demonstrated in Figure 1, the yield in dry extract of the aqueous extract
(AEPG100 was significantly higher than those obtained for AEPG25. Otherwise the
hydromethanolic (HMEPG) and methanolic extracts (MEPG) shown both yield

results in the same order but higher than the aqueous extract AEPG25.
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Figure 1. Yield (%) of Punica granatum peel extractions after 2 hours of maceration. AEPG100 and
AEPG25 — aqueous extract obtained at 100 and 25°C respectively; MEPG — methanolic extract;
HMEPG — hydromethanolic extract.

The major chemical compounds identified in all the dry extracts were
punicalagin o and B, ellagic acid and gallic acid. The last two compounds were
guantified (Table 1) and the ellagic acid was shown to be in higher concentration
than gallic acid in the dry extract.

Table 1
Chemical quantification of tannic acids in Punica granatum peels extracts.

Tannic compounds in dry extract (mg/g)

Extract
Gallic Acid Ellagic Acid
AEPG100 32.24 41.67
MEPG 27.13 42.78
HMEPG 26.78 54.09

AEPG100 - aqueous extract obtained at 100°C; HMEPG - hydromethanolic extract; MEPG —
methanolic extract of Punica granatum Linn.

The analysis in HPLC-MS revealed that the major chemical compounds
(punicalagin o and B, ellagic acid and gallic acid) were identified in the three extract

samples (Fig. 2).
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Figure 2. Chromatography and mass spectrum of the tannic major compounds identified in the
aqueous extract (A), hydromethanolic extract (B) and methanolic extract (C). The peaks represent

gallic acid [1], punicalagin a, [2], punicalagin B [3], and ellagic acid [4] at 260 nm.

Figure 3 shows the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical scavenging
activity of the AEPG100

100

Scavenging of free radicals DPPH (%)

¢(ng/mL)
Figure 3. DPPH radical scavenging activity of AEPG100.
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Equation (4) fits the experimental data with Rz = 0.924
%I = 34.62 In(c) + 31.31 4)

In which
%I: percentage inhibition of free radical DDPH of the sample compared to

control;
c: concentration of AEPG100 (pg/mL).

The IC50 value calculated from equation (4) was 1.715 + 0.24 pg/mL.
3.2. Assessment of the wound contraction rates (WCR)

Figure 4 presents the macroscopic aspects of the wounds over the time
course of the experiment, showing no sign of abscess formation either in the early
phases (3 and 7 days) or hypertrophic scars in the final ones (14 and 21 days).

Day 0 Day 3 Day 7 Day 14 Day 21
F = 5
. -
B = 7
GELPG

Figure 4. Macroscopic features of the wounds of the different groups over the time-course of the
experiment, showing no abscess or hypertrophic/atrophic scar formation. Note the retraction of the

wound areas over the time.

As demonstrated in Figure 5, the WCR observed in GELPG was significantly
increased compared with CTR and GEL at three (p<0.01 and 0.001), seven
(p<0.001 and 0.01) and 14 days (p<0.001 and 0.001). Only at 14 days, GEL
presented WCR higher than CTR (p<0.05). At 21 days, all the groups showed full

contraction of the wounds.
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Figure 5. Evolution of the wound contraction rates in the different experimental groups over the time
course of the study. ** GELPG is significantly different from CTR (p<0.01); *** GELPG is significantly
different from CTR (p<0.001).

3.3. Morphological analysis of the wound healing process.

At three days, an intense inflammatory response composed of neutrophils,
macrophages and lymphocytes, as well as marked interstitial edema, were observed
in the three groups (Figure 6a/b). However, in GELPG, there was earlier formation of
immature granulation tissue, composed of small irregular slit-shaped vessels, in the
bottom of the wounds (Figure 6c¢). At seven days, there was reduction of the
inflammatory response and formation of granulation tissue in CTR and GEL (Figure
6d/e), whereas in GELPG, a more collagenized and less vascularized fibrous
connective tissue was observed (Figure 6f). At 14 days, a fibrous primary scar was
observed in all of the groups (Figure 6g/h), but only GELPG exhibited the formation
of epithelial buddings consistent with rudimentary skin appendages (Figure 6i). At 21
days, all of the groups presented a densely fibrous and hypovascularized connective
tissue (Figure 6j/k/l). Moreover, GELPG exhibited advanced epidermal maturation,
with abundant orthokeratinization, thick granular layer and frequent formation of skin

appendages (Figure 6l).
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Figure 6. Histological sections of the groups (wounded areas) over the time course of the wound
healing biological assay. (a/b) Intense inflammatory response and edema is observed in CTR and
GEL, and (c) immature granulation tissue in GELPG at three days. (c/d) Well vascularized granulation
tissue observed in CTR and GEL, and (e) fibrous connective tissue in GELPG at seven days. (f/g/h)
Primary fibrous scar seen in all the groups at 14 days. (h) Earlier formation of hairy follicle in GELPG.
(i/kN) Dense fibrous connective tissue is seen in all the groups. () Multiples hairy follicles observed in
GELPG (HE, 40/400 x magnification).

3.4 Assessment of the histological severity of the inflammatory response.

As demonstrated in Table 2, the application of the gelatin-based membranes
loaded with AEPG100 as wound dressing significantly reduced the inflammatory
response at three (p<0.001), seven (p<0.05), 14 (p<0.01) and 21 days (p<0.001) of
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the healing process. In addition, the extract-free gelatin-based membranes promoted

significantly decrease in the inflammatory content only at three days (p<0.05).

Table 2.
Assessment of the severity of the inflammatory response in the experimental groups over the time
course of the experiment.

Experimental Period (days)

Groups
3 7 14 21
CTR 3.00 £ 0.00 2.83+0.38 1.33+£0.76 1.00+£0.41
GEL 2.60 = 0.50* 2.79£0.41 1.38 £0.50 0.83+0.48
GELPG 2.40 £0.50*** 250+0.51* 1.06 *0.56* 0.29 + 0.46***

* Significantly different from CTR (p<0.05); ** Significantly different from CTR (p<0.01); ***
Significantly different from CTR (0.001).

3.5. Morphological analysis of the collagenization.

At three days, all the groups presented scanty deposition of thin delicate
reticular-arranged collagen fibrils with greenish birefringence, consistent with type Il
collagen. After seven days, although all the groups presented marked increase in the
collagen content, the fibrils were still reticular-arranged in CTR and GEL but
disposed in parallel arrangement in GELPG; moreover, the fibrils with greenish
birefringence were predominant in CTR and GEL, whereas in GELPG it was
possible to identify the presence of yellow and orange fibrils, compatible with type |
collagen. After 14 days, there was full replacement of the thin delicate type Il for
gross thicker type | collagen in the three groups, which sustained the parallel
arrangement in CTR and GEL in opposition to the slightly interlaced disposition
observed in GELPG. Finally, at day 21, all the groups exhibited a dense interlaced
network of gross type | collagen. Nevertheless, the fibers appeared to be thicker and

grosser in GELPG, resembling the normal dermal collagen appearance (figure 7).
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Figure 7. Histological sections of the groups (wounded areas) over the time course of the wound
healing biological assay. At three days, scanty deposition of greenish type Il collagen observed in
CTR (a), GEL (b) and GELPG (c). At seven days, reticular type Il collagen are evidenced in CTR (d)
and GEL (e), and parallel type | collagen is seen in GELPG (f). At 14 days, densely disposed parallel
type | collagen is observed in CTR (g) and GEL (h), whereas in GELPG (i), the fibers showed a slight
interlaced disposition. At 21 days, gross interlaced type | collagen fibers are seen in all the groups,
but they were less compacted in CTR (j) and GEL (k) than in GELPG (l) (Sirius Red/polarized light,
400 x magnifications).

4. Discussion

The major chemical compounds obtained by HPLC-MS were gallic acid,

ellagic acid, punicalagin a and punicalagin B. The identification of the same chemical
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constituents of the aqueous extract Punica granatum were recently reported
(Romani et al., 2012).

In this study, the highest yield was obtained with aqueous extraction at high
temperature (Figure 1), whereas the aqueous extract at 25°Cpresented the lowest
one. It is clear that the extraction yield has been affected by the extraction
temperature. The favorable effect of temperature on the extraction yield may be
explained by the increase in solubility and equilibrium conditions as well as higher
mass transfer rates by the diffusion of solvent and solutes from the solid particle into
the liquid media. These effects could compensate the influence of high extractive
temperature avoiding the thermal degradation of phenols. When compared
extractions at the same temperature, the methanol appears to be a better solvent
than water, probably due to the affinity with the organic structure of the studied
chemical compounds.

Gallic acid and ellagic acid were quantified in the dry extract. These
compounds are classified as tannins of high polarity, which promoted their easier
extraction with polar solvents. The best yields of these compounds were 54.09 mg/g
for ellagic acid observed in HME obtained at 25°Cand 32.24 mg/g for gallic acid in
the AEPG100. Wang et al. (2013) extracting from pomegranate leaves found that
the optimum extraction condition was 80 °C, 61% ethanol and 60 min, obtaining
crude extract yield 42.8%. This value is similar to the present work results.

We found that AEPG100 presented high antioxidant activity at very low
concentrations. Wang et al. (2013) found high values, above 40%, DPPH radical
scavenging activity of pomegranate leaves extracts in the concentration range 0.2-
0.33 mg/mL. These values are two hundred times greater than those found in the
present work with pomegranate peels aqueous extracts, and points to the better
antioxidant potential of pomegranate peel when compared with the pomegranate
leaves. Aqil et al. (2012), working with aqueous extract of pomegranate peels, found
ICsoin turn of 17 pg/mL, still greater than the 1.715 pg/mL found in the present work
with extraction temperature of 100°C. This value ratifies the high antioxidant
potential of this natural product.

Previous studies have demonstrated that different extracts of Punica
granatum are able to improve wound healing (Hayouni et al., 2011; Rajput et al.,
2011). As in this study AEPG100 was shown to present the highest yield, we
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evaluated the healing effects of this extract incorporated into gelatin-based
membranes applied as wound dressings. The use of protein-based membranes as
controlled systems to deliver natural products (Albuquerque-Junior et al., 2009) and
isolated chemical compounds (Riella et al., 2012) is well established, but no study
using Punica granatum extract has been previously reported.

We found that the application of AEPG-incorporated gelatin-based wound
dressing significantly increased the wound contraction rates over all the time course
of the experiment. Supporting our data, other plant extracts rich in antioxidant
compounds, such as gallic and ellagic acids, has been proved to improve wound
contraction (Estakhr, Javdan, 2011; Shiban et al., 2012). It has been proposed that,
in wound healing assays, the wound contraction rates represent one of the most
valuable parameters to evaluate the evolution and success of the wound repair
(Nunes et al., 2011; Riella et al., 2012). However, the precise mechanism underlying
the effects of the AEPG100 in the wound contraction rates has not been elucidated.
Wound contraction has been associated to the activity of myofibroblast, which are
fibroblasts that acquired a contractile phenotype induced by transforming growth
factor beta (TGF-B). Thus, the increased wound contraction rates observed in
GELPG over the time-course of the experiment suggest a possible stimulatory role
played by AEPG100 on the myofibroblast differentiation. Although studies in vitro
have demonstrated that ellagic acid inhibits a-SMA expression and trans-
differentiation to myofibroblast like cells (Suzuki et al., 2009), there are very few
information about the role played by the other major compounds of the AEPG (gallic
acid, punicalagina a and punicalagina B) on the TGF-B synthesis and myofibroblasts
differentiation. Therefore, further investigations are still necessary in order to clarify
the role played by the major chemical compounds of the AEPG on the wound
contraction rates improvement.

In this study, the incorporation of aqueous extract of Punica granatum into the
gelatin based dressing membranes promoted major histological changes in the
dynamics of wound healing, represented by lower intensity of the inflammatory
response, particularly the neutrophils content, improvement in the granulation tissue
and better collagenization. Since the extract presented high antioxidant properties, it
is possible to suppose a relationship between the improved wound healing

histological features and the reduction of the oxidative stress in the injured tissues.
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In fact, oxygen-free radicals derived from the activated neutrophils are supposed to
induce oxidative-stress-related tissue damage and delay wound healing (Schéfer,
Werner, 2008). On the other hand, it has been previously reported that gallic acid,
one of the major compounds of the AEPG, augments local levels of prostaglandins
(PGs) during acute neutrophils-rich inflammatory response, and such enhancement
is known to inhibit neutrophils-mediated free radical generation (Gryglewski et al.,
1987). Furthermore, ellagic acid has been reported to reduce the oxidative stress
induced by other types of dermal injuries, such as UVA radiation (Hseu et al., 2012)
and isoproterenol (Kannan, Quine, 2011). Therefore, it is possible to suggest that
oxidative stress was assuaged in the wounds dressed with AEPG-incorporated
gelatin-based membranes.

We also found that neutrophils content was reduced at the first time of the
experiment (inflammatory phase). Such findings might be also related to the
biological effects promoted by the chemical compounds of the AEPG. In this sense,
significant decreases of the myeloperoxidase (MPO) activity, a well-established
marker of neutrophils infiltration, has been recently reported in gastrointestinal
damaged tissues in response to the treatment with both ellagic (El-Boghdady, 2011)
and gallic acid (Chatterjee et al., 2012). Therefore, the control of the neutrophils
content in the inflammatory phase, and consequent minimization of the oxidative
stress, by the high content of ellagic and gallic acid present in the AEPG might be
instrumental in the wound healing improvement observed in this study.

We demonstrated that the inflammatory response observed in the histological
sections of the wounds dressed with AEPG-incorporated membranes was
significantly reduced. These data are likely result of the anti-inflammatory effects
exerted by the peel-derived AEPG (Lee et al., 2010; Kumar et al.,, 2011).
Furthermore, in vitro and in vivo studies have demonstrated a potent anti-
inflammatory activity exerted by the major chemical compounds of the extract, such
as ellagic acid (Corbett et al., 2010), gallic acid (Deng et al., 2012) and punicalagin
(Lin et al., 1999).

Based on histological parameters, the granulation tissue development was
improved by the use of AEPG-incorporated membranes. Moreover, these
membranes also induced a more regular and dense collagen arrangement of the

collagen fibers over the time course of the experiment, suggesting that this extract
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might also favored fibroblastic proliferation and collagen deposition. Supporting our
findings, the topical treatment with aqueous extract of Punica granatum peel have
been previously demonstrated to promote significant increase in the dry granulation
tissue weight and granulation tissue breaking strength, as well as in the levels of
hydroxyproline content, suggesting increased collagenization rates and stabilization
of the collagen fibers (Adiga et al., 2010). In addition, similar histological data have
been demonstrated using different extracts of Punica granatum, such as ethanolic
(Pirbalouti et al.,, 2010) and hydroalcoholic extracts (Hayouni et al.,, 2011).
Considering the relevance of the granulation tissue and collagenization pattern for
the success of wound healing in experimental models (Diegelmann, Evans, 2004), it
is possible to suggest that the AEGP favored the development of these key events of
the wound healing repair. Notwithstanding, as we provided evidence that the AEPG
may affect the fibroblastic dynamics, it is important to highlight that no gross or
morphological sign of collagen overproduction, resulting in hypertrophic scar
formation was observed in this study, either on macroscopic or microscopic analysis.
This characteristic seems to be positive for the healing process, since a long-term
stimulation of fibroblast might lead to unsightly scar formation (Riella et al., 2012).
Earlier reepithelization of the wound surfaces and development of cutaneous
appendages were observed in the wounds dressed with AEPG-incorporated
membranes. These findings are suggestive that the chemical compounds play an
important role in the proliferation of keratinocytes, as well as the differentiation of
such epidermal cells into cutaneous appendages. Supporting our findings, tannic
acids has been previously proved to induce keratinocytes proliferation in vitro
(Feliciani et al., 2007). Therefore, it is possible to suggest that the GELPG
membranes improved keratinocytes maturation and differentiation, accelerating the
recovery of the epidermal tissue and restoration of the cutaneous appendages. In
addition, It has been already established that the increased activity of the heme-
oxigenase 1 (HO-1), an enzyme whose up-regulated activity is closely related to the
antioxidant effects of different chemical compounds, is able to induce keratinocytes
proliferation (Clark et al., 1997). Thus, we hypothesize that the improvement in the
epithelization and earlier reconstitution of the cutaneous appendages may also be
related to the antioxidant effects of the AEPG incorporated into the dressing

membranes.
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5. Conclusion

In conclusion, we demonstrated that the aqueous extract of Punica granatum
Linn exhibits potent antioxidant effects and the incorporation of this natural product
into gelatin-based dressing films was successful in improving wound healing.
Thereby, the healing effects of the peel of Punica granatum Linn in popular medicine
practices may be related to the presence of gallic acid, ellagic acid and punicalagin
as major components in the aqueous extract. Therefore, we suggest that dressing
membranes containing this extract is a promising natural product to be used in the

treatment of chronic wounds.
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