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RESUMO

O Stryphnodendron adstringens (SA) é uma espécie de distribuicdo ampla no cerrado e a
Abarema cochliacarpos (AC) é encontrada em florestas costeiras, caatinga, cerrado e campos
rupestres. Ambas séo popularmente conhecidas como barbatimé&o e utilizadas por seu efeito
medicinal cicatrizante, anti-inflamatério, antiulcerogénico, antimicrobiano e gastroprotetor. O
presente trabalho objetivou avaliar o efeito cicatrizante de membranas contendo extratos de
SA e AC em feridas abertas em modelo animal. Inicialmente foi realizada uma prospeccao de
patentes para avaliar o carater inovador do produto proposto. Foram obtidos extratos de
ambas as espécies e caracterizados quanto a sua atividade antioxidante pelo método de
DPPH e FRAP e quimicamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE. Para
avaliar o potencial cicatrizante dos extratos, foram elaboradas membranas de gelatina
contendo ou ndo extratos de SA e AC. As membranas foram caracterizadas quanto as
propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor d'agua, indice de intumescimento,
colorimetria, microscopia eletrbnica de varredura, espectroscopia por infravermelho e
termogravimetria. A atividade cicatrizante foi realizada utilizando as membranas em feridas
abertas de ratos Wistar. Foi determinado o indice de retragdo da ferida, além da avaliagéo do
processo inflamatério e colagenizagéo tecidual por meio de corte histolégicos corados com
hematoxilina-eosina e picrossirius, respectivamente. Como resultado da busca de patentes,
foram encontradas 15 patentes que envolviam os extratos estudados neste trabalho e
nenhuma utilizando membranas poliméricas para veiculagdo dos extratos. O rendimento da
extracdo foi superior a 30% em todas as condi¢des extrativas estudadas, sendo que todos 0s
extratos obtidos apresentaram atividade antioxidante com ICso entre 10 a 20 pg/mL e FRAP
entre 4 e 6 mmolTrolox/g. A avaliagdo cromatografica identificou 0os seguintes compostos
majoritarios: nos extratos de SA foi encontrado a galocatequina, epigalocatequina e O-
metilepigalocatequina e nos extratos de AC, a catequina, dimeros de procianidinas, di-O-
hidréoxido, O-desoxihexosi-hexosido e epicatequina. As membranas contendo extrato de SA
(GELSA) foram mais rigidas, com coloragdo mais intensa, porém menos espessas, com
estrutura mais compactada e poucos poros. As membranas contendo extrato de AC (GELAC)
apresentaram perfil mecanico semelhante a membrana de gelatina (GEL), com maior
permeabilidade ao vapor d’agua. As membranas GELAC e GELSA apresentaram perfis de
termodegradacao similares, assim como os espectros de FTIR. Em relagdo a performance
cicatricial das membranas em modelo animal, foi observado que houve uma melhora na
cicatrizacdo especialmente nas feridas tratadas com as membranas contendo os extratos.
Quando comparadas com GEL, as membranas GELSA e GELAC apresentaram elevados
indices de retragdo das feridas com valores em torno de 60% e 80%, em trés e sete dias,
respectivamente. Os resultados observados no presente estudo mostram que 0s extratos
presentes nas membranas ricas em epigalocatequinas (GELSA) e catequinas (GELAC)
promoveram aceleracdo nas etapas do processo de cicatrizacdo observadas através da
presenca de reacgdo de granulagdo na profundidade das feridas. Esses dados indicam que 0s
compostos presentes no barbatimdo possuem atividades biolégicas sobre o processo de
reparo. Quanto a deposicdo de colageno, os animais de todos os grupos demostraram
padrées similares. Os resultados encontrados na busca de patentes demonstram que as
membranas com extratos SA e AC representam uma inovagao tecnoldgica. Conclui-se que os
extratos das espécies estudas possuem atividade antioxidante, as membranas compostas por
estes extratos (GELSA e GELAC) possuem proposta inovadora de formulagédo farmacéutica,
sdo estaveis, incorporaram os componentes quimicos das espécies estudadas e o0 seu uso foi
capaz de acelerar o processo cicatricial de feridas abertas em modelo murino, pela menor
intensidade da reacdo inflamatéria, devido a presenca de compostos como catequina e
epigalocatequina.

Palavras chaves: membranas; Stryphnodendron adstringens; Abarema cochliacarpos;
galocatequina; catequina.
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ABSTRACT

Stryphnodendron adstringens (SA) is a wide distribution species within cerrado type
vegetation, and Abarema cochliacarpos (AC) is found in coastal forests, caatinga, cerrado and
rupestrian fields. Both are known as barbatim&o and it has medicinal purposes, such as:
healing, antiulcerogenic, antimicrobial, gastroprotective and anti-inflammatory effects. The
objective of this work is to evaluate the healing effect of membranes containing SA and AC
extracts in open wounds from animals. Initially a patent prospection was carried out to evaluate
the innovative character of the proposed product. For this, extracts of both species were
obtained and their antioxidant activity was characterized through DPPH and FRAP methods
and chemically by a high performance liquid chromatography (HPLC). To evaluate the healing
potential of the extracts, gelatin membranes containing or not extracts of SA and AC were
elaborated. Membranes were characterized for mechanical properties, water vapor
permeability, swelling index, colorimetry, scanning electron microscopy, infrared spectroscopy
and thermogravimetry. The healing activity was performed using the membranes on open
wounds of Wistar rats. The wound retraction index was determined, as well as evaluation of
the inflammatory process and tissue collagenation by histological sections stained with
hematoxylin-eosin and picrosirius, respectively. As a result of patent search, only 15 patents
were found that involved the extracts studied in this work and none using polymer membranes
to convey the extracts. The extract yield was superior to 30% in all extractive conditions
studied, and all extracts showed antioxidant activity with ICso between 10 and 20 pg/mL and
FRAP between 4 and 6 mmolTrolox/g. The chromatographic evaluation identified the following
major compounds in the SA extracts: gallocatechin, epigallocatechin and 0-methyl-
epigallocatechi; and in the SA extracts the catechin, procyanidins dimers, di-O-hydroxide, O-
deoxyhexosihexoside and epicatechin were found. Membranes containing SA extracts
(GELSA) were more rigid, with a more intense coloration, but less thick, with a more compacted
structure and few pores. Membranes containing AC extracts (GELAC) presented a similar
mechanical profile as the gelatin membrane (GEL), with a higher permeability to water vapor.
GELAC and GELSA membranes presented a similar thermo-degradation profile as well as
FTIR spectra. Regarding the cicatricial performance of the membranes in the animal model, it
was observed that there were improvements in the healing process, especially in wounds
treated with membranes containing extracts. Compared to GEL, GELSA and GELAC
membranes had high rates of wound retraction with values around 60% and 80% in three and
seven days, respectively. The results observed in this work show that extracts present in
membranes rich in epigallocatechin (GELSA) and catechin (GELAC) promoted an acceleration
in the healing process observed through the presence of the granulation reaction deep in the
wound. These data show that the compounds in the barbatimdo have promising biological
activities in the repairing process. Regarding the collagen deposition, animals from every group
presented similar patterns. According to the results found in the patents search, they show that
the membranes with SA and AC extracts present a technological innovation. It can be
concluded that the extracts from the species studied presents antioxidant activity, the
membranes composed by these extracts (GELSA and GELAC) possess a pharmaceutical
formulation with innovative proposal, are stable, incorporated the chemical compounds from
the studied species and its usage was able to accelerate the healing process of open wounds
in murine model with a lesser inflammatory reaction due to catechin and epigallocatechin
presence.

Key words: membranes; Stryphnodendron adstringens; Abarema cochliacarpos;
gallocatechin; catechin.
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1. INTRODUCAO

A cronicidade das feridas néo cicatrizadas, Ulceras e queimaduras gera impactos
socioecondmicos e sao consideradas grave problema de salde publica (RAMOS et al., 2015).
Jung et al. (2015) e Das, Baker (2016), afirmam que nos EUA as feridas crbnicas tém uma
prevaléncia de 2% na populacdo, o que representa um grande consumo financeiro para o
sistema de saude: (sédo mais de US$ 25 bilhdes a cada ano). Embora os dados brasileiros
ndo sejam precisos, Rocha et al., (2015) estimam que quase 3% da populagdo nacional
apresentam algum tipo de ferida na pele.

Ha no mercado muitos produtos utilizados para a cicatrizacéo de lesdes dérmicas (XIE
et al., 2015). Adicionalmente aos farmacos tradicionais, os fitoterapicos associados com
biomateriais podem ser uma alternativa benéfica para o tratamento de feridas em diferentes
fases da cicatrizagdo proporcionando um menor tempo cicatricial e conforto ao paciente
(PRIYA et al., 2002). Os biomateriais sdo cada vez mais utilizados no desenvolvimento de
produtos para tratamentos em saude, como os desenvolvidos para a ortopedia (VAISHYA et
al., 2017), odontologia (HARUN et al., 2017), cardiologia (LEE et al., 2015) e no cuidado de
feridas (ENRIONE et al., 2017).

Os produtos existentes no mercado tém como propdsito menor tempo de recuperagéo
proporcionando mais conforto para o paciente e, no caso da cicatrizacdo de feridas, o
reestabelecimento estrutural da pele com cicatriz funcional e esteticamente satisfatéria, a
exemplo de membranas poliméricas produzidas a base de gelatina contendo acido Usnico
(NUNES et al., 2011), prépolis vermelha (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009; SOUZA et
al., 2013) e Punica granatum (NASCIMENTO et al., 2015), que apresentaram resultados
promissores na reparagéo tecidual e contragdo da ferida. Elas se caracterizam por veicular
compostos ativos, possuir fixagdo eficaz a pele lesada, serem absorvivel no leito da ferida e
néo gerarem residuos.

Mediante os diversos estudos etnobotéanicos, o Stryphnodendron adstringens € a Unica
espécie de barbatimao reconhecida pelo Ministério da Saude. Esta espécie esta inserida na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS — RENISUS (BRASIL, 2006), e
€ recomendada no formulario de fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira como cicatrizante na
forma farmacéutica de creme (ANVISA, 2011), fazendo dessa espécie de barbatimédo a mais
estudada. Aos extratos da casca do caule estdo atribuidas algumas ac6es biol6gicas como:
hemostatica (HERNANDES et al., 2010; LIMA et al., 2010), antibacteriana e anti-inflamatéria
(AUDI et al., 2004; FERREIRA et al., 2005; COSTA et al., 2011; PEREIRA et al., 2015),
antioxidante (SOUZA et al., 2009).

O nome popular barbatimdo também é utilizado em referéncia & espécie Abarema
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cochliacarpos que é correlata do género (BRASIL, 2014). Estudos apontam para o seu efeito
anti-inflamatério, cicatrizante (SILVA et al.,, 2009; DIAS et al.,, 2012) e antioxidante
(BENAVENTE-GARCIA et al., 2000; SKOTTI et al., 2014).

A atividade cicatrizante do barbatimé&o, tanto da espécie Stryphnodendron adstringens
descritas por: (PANIZZA et al., 1988; EURIDES et al., 1995; MARTINS et al., 2003; LOPES et
al., 2005; RABELO et al., 2006; MENDONCA e MORAES, 2008; DA SILVA et al., 2009;
HERNANDES et al., 2010; LIMA et al., 2010; MINATEL et al., 2010; PEREIRA et al., 2015)
guanto da Abarema cochliacarpos descritas por (SILVA et al., 2009; DIAS et al., 2012) instigou
esta pesquisa no intuito de elaborar um produto (membranas a base de gelatina), composto
por seus extratos, para ser testado in vivo avaliando o processo cicatricial em feridas
dérmicas.

Esse produto se constitui huma alternativa promissora na minimizacédo dos sinais e
sintomas inflamatorios e, consequentemente, no auxilio do processo de reparo de feridas que
cicatrizam por segunda intencao. Sdo também favoraveis devido a facilidade de aquisi¢cdo dos
espécimes vegetais, o preparo simples, esterilizacdo viavel e rapidez na obtencdo. As
formulacdes desenvolvidas séo reprodutiveis, com perspectiva de serem processadas em
escala industrial e posterior comercializacdo com baixo custo e fécil acessibilidade (DE
JESUS et al., 2016).

24



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolver e avaliar o potencial cicatrizante de membranas contendo extrato de
Stryphnodendron adstringens e Abarema cochliacarpos na cicatrizacdo dérmica experimental

in vivo.

2.2. Especificos

v Identificar o carater inovador da proposta de formulacéo apresentada;

v' Avaliar a atividade antioxidante dos extratos das duas espécies de barbatimao,
obtidos por diferentes métodos de extracao;

v Identificar e quantificar os principais marcadores quimicos presentes nos extratos
das duas espécies de barbatimé&o, obtidos por turboextragéo;

v' Desenvolver e caracterizar membranas contendo extratos das duas espécies de
barbatimao quanto as suas propriedades fisicas e fisico-quimicas;

v' Avaliar a atividade cicatrizante de membranas contendo extratos das duas

espécies de barbatiméo no tratamento de feridas abertas em modelo murino.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Feridas

O ferimento cutaneo, de qualquer origem, é uma alteracdo anatdmica da pele que afeta
sua fisiologia, especialmente quando acomete a camada dérmica (ISAAC et al., 2010). As
feridas sao resultantes da ruptura da integridade cutanea, representa uma violacdo das
barreiras de defesa natural e encoraja a invasédo por microorganismos (KUMAR, LEAPER,
2008), sua cicatrizacdo € um fenbmeno complexo, ativo e ordenado que inclui niveis de
disposicdes, interacdo entre células e sistemas mensageiros e tem por finalidade formar um
tecido de estrutura e fungdo semelhantes as da pele integra (ALAN et al., 2016).

Os tipos comuns de feridas incluem Ulceras por pressao e arteriais, insuficiéncia
venosa, irritagdo quimica decorrente de incontinéncia ou vazamento de contetddo gastrico,
dermatite por fungos, responsavel por infecgbes frequentes e que retornam sempre para a
mesma area e Ulceras diabéticas que causa neuropatia periférica. Para prevenir complicacdes
€ importante identificar a localizagdo, tempo e caracteristicas da ferida, por exemplo, as
Ulceras de pressdo parcial ou total que se localizam sobre proeminéncias 6sseas. Feridas
decorrentes de insuficiente retorno venoso nas extremidades inferiores por isquemia,
trombose ou varizes (KUMAR, LEAPER, 2008; VOWDEN, VOWDEN, 2017; WANG et al.,
2018.

As causas para o0 aparecimento de uma ferida sdo diversas o que influencia sua
morfologia, histéria natural e cuidados. As feridas agudas geralmente sdo decorrentes de
trauma ou inflamacdo e curam dentro de seis semanas. Ja as feridas crénicas possuem
caracteristicas e associac¢des patoldgicas que inibem ou atrasam a cura. Quando sdo simples,
as feridas envolvem a pele e tecido subcutédneo, sem perda significativa de tecidos e sem
gualguer complicacdo. Geralmente quando ha perda de tecidos ou desvitalizagdo do mesmo,
comunicagdo com a cavidade interna do corpo, como as fistulas, as decorrentes de
laparatomias, quando atingem estruturas ou 6rgaos vitais, sdo consideradas complexas e,
estdo associadas a complicacdes como por exemplo infeccdo e sindrome compartimental
(VOWDEN; VOWDEN, 2017; WANG et al., 2018).

Danos mecanicos, exposicado a produtos quimicos, inflamacédo podem comprometer a
integridade da pele causando ferimentos. As feridas podem representar ndo apenas a ruptura
da pele e do tecido subcutaneo, em alguns casos musculos, tenddes e 0ssos sdo acometidos
podendo causar no organismo uma inflamacéao local ou sistémica (DEVRIENDT; ROOSTER,
2017). As feridas séo classificadas quanto a etiologia ou agente causal, grau de contaminacdo
e comprometimento tecidual determinado pela complexidade e tempo de existéncia

(SMANIOTTO et al. 2012). A localizacéo e formato da ferida estdo associados a etiologia.
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Elas podem ser incisivas ou cirargica, quando sdo produzidas por instrumento cortante,
contusas, nesse caso, ha a presenca de traumatismo das partes moles, hemorragias e
edemas e lacerantes, provocadas por tracao evidenciando rasgo ou arrancamento tecidual e
as feridas perfurantes, caracterizadas por lesdes predominantemente profundas (TAZIMA et
al., 2008).

Quanto ao grau de contaminacdo, as feridas podem ser limpas, com baixa
probabilidade de infec¢@o pois ndo ha sinais de infeccdo e ndo atingem tratos respiratorio,
digestivo, genital ou urinario. Nas limpa-contaminadas houve contato com o0s tratos
respiratorio, digestivo, urinario e genital. Nesses casos, apesar da infec¢do estar controlada,
h&d o risco de acontecer. As feridas contaminadas podem ocorrer dentro do ambiente
hospitalar (por falhas em técnicas assépticas, quando estas ndo foram respeitadas) ou fora
(ferimentos com mais de seis horas de trauma ou contaminados com fezes e terra). Por fim,
as feridas infectadas, aquelas com sinais de infec¢do (TAZIMA et al., 2008; COUTO et al.,
2009).

As feridas também sao classificadas pelo comprometimento tecidual. Nesses casos
elas sdo divididas por estagios que vai de | ao IV seguindo uma progressado gradual de
implicacdes. No estégio |, a epiderme é comprometida, mas ndo ha perda tecidual. No estagio
II, ha perda tecidual, a epiderme ou derme ou ainda, ambas, foram comprometidas. J& no
estagio lll, o estado da ferida esta mais agravado pois, houve comprometimento total da pele
com necrose de tecido subcutaneo, no entanto, nesse estagio a fascia muscular é poupada.
No IV e ultimo estagio, pode ocorrer lesdo muscular e 6ssea com necrose tissular atingindo
destruicdo em extensa area do tecido (TAZIMA et al., 2008; COUTO et al., 2009; BRASIL,
2013).

A cicatrizagdo de feridas é um processo fisiolégico importante para manter a
integridade da pele (WANG et al., 2018). Ela ocorre mesmo sem interferéncia medicamentosa
(PANOBIANCO et al., 2012; GOULD et al., 2015) apés um trauma por acidente ou por um
procedimento necessario, como uma cirurgia (WANG et al., 2018). Alguns fatores contribuem
para que o processo cicatricial ndo ocorra naturalmente a exemplo das doengas vasculares,
diabetes, estado nutricional e infeccdes (ROCHA, et al. 2015; GOULD et al., 2015). Esses
fatores influenciam para a cronicidade da ferida, que ocorre quando o fechamento excede o
peridodo de trés meses e o tratamento se torna um grande desafio terapéutico (ALMEIDA et
al., 2018). A utilizagdo correta dos produtos disponiveis influencia positivamente o curso da
cicatrizacao de feridas, podendo reduzir potenciais complicac6es (SEN et al., 2009; DAS,
BAKER, 2016).
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3.2. Cicatrizacao da pele

A pele humana é um érgéo elastico que suporta agressoes e lesdes ao longo da vida,
é o maior 6rgéo do corpo humano e a primeira linha de defesa do meio ambiente. E colonizada
por bactérias, fungos e virus que simbioticamente proporcionam protecdo contra invasao e
crescimento excessivo de patogénicos. Quando estd intacta, age como uma barreira a perda
de vapor de agua controlando o equilibrio da umidade. Uma vez danificada estas e outras
funcbes da pele, como protecéo fisica e regulacao térmica, sdo em parte perdidas (VOWDEN,
VOWDEN, 2017). Os foliculos, glandulas sebaceas e sudoriparas e folhetos capilares
compdem a estrutura da pele distribuidos nos tecidos epitelial e conjuntivo, epiderme, sua
camada mais superficial, e derme, tecido mais profundo. Para alguns autores, como Behbehm
et al. (2012) e Ebeling et al. (2014), a hipoderme néo faz parte da pele, enquanto outros, como
Chandika et al. (2015) e Portou et al. (2015), a consideram uma das camadas da sua
formacéo.

Quando a pele € lesionada, o organismo trabalha para reparar os estragos causados
pelo agente externo (XUE; JACKSON, 2015), a sua capacidade de recuperagéo apos injuria
€ muito importante para a sua integridade (CHANDIKA et al., 2015). A cicatrizacao consiste
num processo pelo qual o tecido lesado é substituido por tecido conjuntivo vascularizado, quer
a leséo tenha sido traumatica ou infecciosa. Requer tempo e regulacdo exata para progredir
com sucesso e ocorre espontaneamente em resposta a lesdo. Sua indugdo se da pela
presenca de mediadores quimicos, estimulando a vascularizagcdo e tecido de granulacao,
influenciado pelo fator de crescimento do endotélio vascular e dos fibroblastos, além das
citocinas (PANOBIANCO et al., 2012).

Danos tissulares de natureza fisica, quimica ou biolégica desencadeiam uma série de
eventos que podem ocasionar dor, calor, tumor e rubor. Quando isso ocorre, 0 sistema imune
defende o organismo constituindo uma resposta celular especifica fornecida por receptores
de reconhecimento que séo ativados por padrdes exdgenos de agentes patogénicos, iniciando
uma resposta imunolégica através da producdo de citocinas (PORTOU et al., 2015).
Especificamente, sdo as interleucinas 1, 2, 6, 7 e FNT (fator de necrose tumoral que séo
capazes de ativar as células endoteliais para produzirem selectinas elevando o processo de
cura (WANG et al., 2018). As citocinas pré-inflamatérias agem mediando a conducao da
resposta inflamatéria nos locais de infeccao e leséo, favorecendo a cicatrizacdo apropriada
da ferida (DE OLIVEIRA et al., 2011).

Embora a cicatrizacdo seja descrita em fases sucessivas que sugerem uma cronologia
rigida, elas séo dinamicas e sobrepostas (CHIAPPELLI et al., 2015; WANG et al., 2018). Cada
fase é predominada por determinados tipos de células que influenciam na aceleragéo desse
processo (CAVALCANTE et al.,, 2012; PORTOU et al.,, 2015). As fases inflamatoria,
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proliferativa e remodelacdo constituem o protétipo da cicatrizacao fisiolégica de uma ferida
aguda (STYNES et al., 2016). Para a cura da ferida e o restabelecimento da funcéo fisica
normal da pele é necessério que na fase inflamatéria aconteca a hemostasia e a resposta
inflamatéria, na fase proliferativa a angiogénese e a fibroplasia e, por fim, na fase de
remodelacdo deve haver o equilibrio entre a sintese e a degradacao do colageno, reducao da
infiltracao de células inflamatérias e da vascularizacdo (CAMPOS, et al., 2007; BUENO-SILVA
et al., 2013; ITO et al., 2015). Quando ha o desequilibrio de uma dessas fases pode ocorrer
a inflamacéo e a hipertrofia cicatricial (WANG et al., 2018).

3.3. Fases do processo de reparo cicatricial

As fases da cicatrizacdo sao distintas e com algumas particularidades (Figura 1). Logo
apos a lesdo, as células inflamatérias, como os neutréfilos, sdo predominantes e necessarias
para produzir enzimas de degradacédo e fatores de crescimento que vao ativar as células
endoteliais que estimulam a formacdo de novos vasos sanguineos e linfaticos. A fase
proliferativa é caracterizada pela presenga de macrofagos, colageno tipo 1l no inicio da fase
e colageno tipo | no final. Nessa fase se inicia o aparecimento de fibroblastos que atuam
também na fase seguinte, a de remodelagdo, juntamente com os miofribroblastos
responsaveis pela contragédo da ferida (GHATAK et al., 2015).
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Figura 1: Fases do processo de cicatrizacdo com predominancia dos componentes da matriz cicatricial
ao longo do tempo (dias).
Fonte: Nascimento, 2017.
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3.3.1. Fase Hemostatica e Inflamatoria

Na fase hemostéatica aparecem os sinais flogisticos que duram em torno de 24 a 48
horas: dor, calor, rubor, edema e habitual perda da fungéo local. (LAUREANO; RODRIGUES,
2011; XUE; JACKSON, 2015). Ela se inicia logo apés o estabelecimento da lesdo priméria
na pele e € uma resposta de emergéncia biolégica nos minutos seguintes a uma lesdo aguda,
guando ocorre a ruptura de vasos e extravasamento de sangue e linfa. Essa ocorréncia
desencadeia descargas adrenérgicas e promove vasoconstricdo por contracdo da
musculatura lisa de vasos (SINGH et al., 2016). E nesta fase que se inicia a ativacio e
deposicéo de plaquetas que formam o tampao plaquetario composto por fibrina e eritrécitos,
que associado a vasoconstricao impedem temporariamente a hemorragia. Isso s6 € possivel
porque a matriz celular é exposta ao sangue, liberando fatores de coagulacdo como o
fibrinogénio, com o objetivo de formar fibrinas que coagulam o sangue, protegendo o
organismo contra a invasdo de micro-organismos além de restaurar a homeostase impedindo
gue haja mais hemorragia (XUE; JACKSON, 2015, SINGH et al., 2016; STYNES et al., 2016).

Na fase inflamatoria, para favorecer a cicatrizagdo, sdo acionadas as citocinas pro-
inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral — TNF-a e a Interleucina-1, elas propiciam
atracdo fibroblastica e estimulam a producgé&o de coladgeno auxiliando na defesa contra agentes
infecciosos (XUE; JACKSON, 2015). E nesta fase que fatores plaquetarios como Fator de
Crescimento Derivados de Plaquetas — PDGF, Fator de Crescimento beta Transformador -
TGF-B, Fator de Crescimento Endotelial Vascular — VEGF, Fator de Crescimento Epidermal
— EGF agem no processo cicatricial (XUE; JACKSON, 2015; ITO et al., 2015).

3.3.2. Fase Proliferativa

E na fase proliferativa que acontece a sintese da matriz extracelular. Trés importantes
eventos estdo presentes nesta fase: neo-angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo. Nela
acontece a proliferacdo de fibroblastos, macrofagos, colageno, acido hialurénico e
fibronectina, formando tecido de granulacdo. A presenca de macréfagos no local da injaria
indica que a fase proliferativa esta sendo iniciada (GENSEL, et al., 2015).

O processo de neo-angiogénese € responsavel pela formacdo de novos vasos
sanguineos, importante para nutrir o tecido e manter o ambiente propicio para a cicatrizacédo
da ferida, bem como pelo aumento de macréfagos e fibroblastos que sintetizam o colageno,
ainda na fase inflamatéria, visando o preenchimento da ferida (XUE; JACKSON, 2015). O
colageno é uma proteina de alto peso molecular responsaveis pela for¢a da cicatriz (STYNES

et al., 2016) sua sintese dependente da oxigenacao das células, mas ha um declinio por volta
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de quatro semanas quando entdo, de se inicia a fase de maturacéo que continua por meses,
ou mesmo anos (STYNES et al., 2016).

3.3.3. Fase de Remodelacéao

No inicio na terceira semana, dependendo da extensédo, grau e localizagédo da leséo
se inicia a fase de remodelacdo. Nela ha a substituicdo progressiva do colageno tipo Il para
o tipo | (EBELING et al., 2014). A arquitetura final da pele dependera da localizagéo do reparo
e da duracdo da cicatrizagdo. Nesta fase pode aparecer cicatrizes hipertréficas, evidenciando
falhas no processo cicatricial (BEHBEHM et al., 2012; EBELING et al., 2014; GOULD et al.,
2015).

3.3.4. Classificacdo quanto ao tipo de cicatrizagéo

A cicatrizacdo depende do tempo e método pelo qual o fechamento da ferida é
alcangado. Ocorre de trés formas: cicatrizagdo por primeira, segunda e terceira intengéo. A
cicatrizacao por primeira intencéo é caracterizada por apresentar perda tecidual minima, com
pouca drenagem, bordas passiveis de aproximagdo por meio da sutura. S&o geralmente
limpas e com baixo potencial de infecionar (KUMAR; LEAPER, 2008). H& a presenca de
hemorragia, proteina plasmatica e residuos celulares, os quais séo fagocitados e removidos
pelos macréfagos. A necrose causada nas células da epiderme, da derme e das estruturas
anexas € minima, assim como a interrupgdo da membrana basal (TRAVI-CARNEIRO, et al.,
2014; PIRES et al., 2016). Neste processo, novos vasos sanguineos sdo desenvolvidos e a
matriz extracelular é sintetizada para preencher o espaco entre os bordos. O tempo de
cicatrizacao é reduzido, em média 10 dias, e as cicatrizes sdo mais estéticas, pois, a derme é
substituida pelas fibras de colageno que proporciona a pele a forca ténsil proxima ao normal,
sem alteracao significativa da arquitetura local. Ha producéo de fibroblastos e é necessaria
pouca epitelizacdo (GHATAK et al., 2015).

A cicatrizacdo de segunda intencdo ocorre espontaneamente, ocasionando reparo
tecidual sem sequéncia, ou seja, sem aposicao entre as bordas. Ha perda acentuada de tecido
como nas ulceras e cavidades de abcessos e ndo existe possibilidade de aproximacao das
bordas pela desvitalizacdo do tecido (KUMAR; LEAPER, 2008). A resposta inflamatoria
evidencia a formacgédo de tecido de granulacdo e epitelizagdo no leito da ferida (PIRAINO;
SELIMOVIC, 2015).

J& a cicatrizacdo por terceira intengdo corresponde ao encerramento secundario ou
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tardio realizado apds a formacédo de tecido de granulacdo. Nesta fase, alguns fatores podem
retardar ou complicar o processo cicatricial, como a aplicacdo de drenos, infec¢des, traumas
e hematoma subcutdneo que levam geralmente a deiscéncia total ou parcial da incisédo
(PIRAINO; SELIMOVIC, 2015). No entanto, ndo ha perda significativa de tecido (KUMAR;
LEAPER, 2008).

3.4. Tratamentos de feridas

E estimado que aproximadamente 80% da populacéo mundial utilize os medicamentos
para as variadas doencas de pele. Assim, o cuidado no tratamento de feridas € um campo em
expansdo devido aos avancos na ciéncia dos materiais. A evolucdo na biomedicina,
engenharia de tecidos, bioengenharia e nanotecnologia tém permitido aos pesquisadores
manipular materiais naturais e sintéticos, obtendo crescentes progressos para o tratamento
de lesdes da pele (PRIYA et al., 2002). Em 2011, o mercado global de cuidados de feridas
gerou 6.500 milhdes de ddélares com uma taxa de crescimento anual de 7,5%. O mercado de
produtos de tratamento de feridas avanca mundialmente. Em 2023 esta previsto um gasto
mundial de aproximadamente 16.300 milhdes de ddlares (SUN, et al., 2014).

O tratamento de feridas € uma agéo dindmica que depende de avaliagbes sisteméticas
e prescrigfes distintas, especificando a frequéncia e tipo de cobertura adequada (MELO,
FERNANDES, 2017). Alguns fatores devem ser considerados no tratamento de feridas. Um
deles é a hidratagdo. O equilibrio dos niveis de hidratacdo da pele é importante, qualquer
interrupcao na integridade da mesma podera resultar em distarbio de balanco hidrico dérmico,
assim, para que haja o restabelecimento da pele apds a injdria, € importante que a ferida se
mantenha hidratada favorecendo a migracéo celular adequada (SUN et al., 2014; OUSEY et
al., 2016). Um ponto a ser observado é a temperatura, manter a ferida com isolamento térmico
favorece positivamente sua evolucdo a medida que evita a proliferacdo de micro-organismos
patogénicos. Outro fator preponderante para a evolugéo da ferida é a limpeza, retirar o tecido
desvitalizado favorece a irrigacdo necessaria ao leito da leséo. Por fim, a escolha adequada
do tratamento através dos mais variados produtos existentes no mercado (SMANIOTTO et
al., 2012).

O tratamento medicamentoso de feridas evoluiu significativamente ao longo da dltima
década, tendo uma histéria ancorada na tradicdo e na ciéncia. Para instituir um tratamento
adequado é fundamental conhecer a fisiopatologia da cicatrizacdo e os fatores que podem
acelerar ou retardar a cura, além disso, observar a regido anatdmica, tipo de tecido, extenséo
e profundidade da lesdo, presenca de exsudato, aspecto de bordas e tecidos adjacentes,

condi¢bes da pele lesionada e presenca de odor (SANTOS et al., 2016). Nesse sentido, o
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desenvolvimento de novas técnica e produtos para a realiza¢do de curativos e o tratamento
de feridas tem sido comumente investigado. Diante da complexidade do cuidado com as
feridas, pesquisadores buscam novas terapias com o objetivo de diminuir o tempo cicatricial,
evitar danos estéticos e infecces (MANDELBAUM, et al., 2003).

A escolha do tratamento adequado depende da avaliacdo criteriosa da ferida, para
tanto € necessario identificar a localizacao anatdmico da mesma, avaliar forma, profundidade,
tamanho dos bordos, presenca de tecido de granulagéo e a quantidade de tecido necrosado,
e as condi¢cOes da pele perilesional (SANTOS et al., 2016).

Na North American Nursing Diagnosis Association — NANDA s&o apontados alguns
diagndsticos a serem estabelecidos em situagfes de les@es fisicas: integridade da pele
prejudicada, integridade tissular prejudicada e risco de integridade da pele prejudicada. O
principio de conceito clinico é baseado no manejo local de feridas estagnadas ou que ndo
cicatrizam, a partir de desbridamento, manejo do exsudato e resolucdo do desequilibrio
bacteriano. Através da NANDA as feridas séo identificadas de acordo com as caracteristicas
de cada situacdo clinica e seus fatores relacionados ou de risco. A sistematizacdo do
tratamento de feridas ocorre por meio de agdes que visam remover as barreiras que impedem
a cicatrizacdo (BARROS, 2009).

Essas barreiras estdo no acrénimo TIME, no qual cada letra significa um ponto a ser
removido, as observagdes clinicas de intervencdes para cada fisiopatologia envolvida e os
resultados esperados para cada um dos 4 componentes: — T para tecido ndo viavel, | para
Infeccao/Inflamacgéo, M para o desequilibrio da umidade e E para Epiderme. Assimem T —
gquando o tecido esta inviavel, com necrose, é recomendavel realizar desbridamento que pode
ser instrumental, autolitico, enzimatico, mecanico ou bioldgico. | — Infec¢do ou inflamacgéo
guando ha alta contagem bacteriana ou inflamacdo prolongada, com numero elevado de
citocinas inflamatdrias. Nessa situacao, é necessario realizar a limpeza da ferida e avaliar as
condicdes topicas sistémicas e o uso de anti-inflamatoérios e antimicrobianos. M — Para que
ocorra a cicatrizacdo € necessario o equilibrio da umidade da ferida. Se o leito estiver
ressecado ha uma migracao lenta das células epiteliais, se estiver muito Umido, com exsudato
pode provocar maceracao da margem e da pele perilesional. Nessas condi¢cfes, é preciso
estimular a migracdo das células epiteliais para evitar ressecamento e maceragao e controlar
o edema e 0 excesso de secrecado. Por fim, o E, quando, no processo de cicatrizacdo, ha
progressao da cobertura epitelial a partir das bordas. Quando ndo ha migracdo de
gueratinocitos, as células da ferida ndo respondem; ha matriz extracelular, mas a atividade
das proteases € anormal. Quando isso ocorre, deve-se avaliar todo o processo, observando
as causas e optando por uma das terapias corretivas, que podera ser desbridamento do tecido
morto, enxerto de pele no local e uso de agentes biolégicos (SCHULTZ et al., 2003; ARON,
GAMBA, 2017; SWENTY, 2017). Assim, o acrénimo TIME apesar de ter sido desenvolvido
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em 2003, continua sendo uma ferramenta viavel para o auxilio na preparacéo do cuidado com
a ferida ajudando sua cura. Esse modelo utiliza o conceito basico que € avaliar a ferida por
tecido que ndo é viavel, verificar se ha infeccdo, reverter o desequilibrio de umidade e
observar se bordas da ferida ndo respondem ou estdo prejudicadas (SCHULTZ et al., 2003;
SWENTY, 2017).

Outro modelo utilizado na avaliacdo de feridas para se estabelecer o tratamento
adequado é o Triangulo de Avaliacao de Feridas, esta ferramenta possibilita aos profissionais
de saude realizar uma abordagem holistica para avaliar todos os tipos de feridas, entendendo-
se quais regides sao essenciais para avaliar e tratar, identificando precocemente os pacientes
em risco e garantindo apropriado tratamento. O Tridangulo de Avaliagdo de Feridas utiliza o
conceito de preparacdo da ferida estabelecido no TIME. Usada adequadamente esta
ferramenta oportuniza a melhoria nos resultados da recuperacéo da pele, bem como assegura
0 uso mais apropriado dos recursos em saude. Portanto, o objetivo dessas ferramentas é
proporcionar informacfes que mostram se o tratamento foi efetivo e se a evolugéo da lesédo
esta ocorrendo de forma adequada (ARON, GAMBA, 2017).

3.4.1. Desbridamento

A escolha do método de tratamento de feridas determina o tempo de cicatriza¢éo e vai
de acordo com o tipo de lesdo. O desbridamento envolve a remocédo do tecido ndo viavel,
materiais estranhos e tecido necrosado presentes na ferida e é parte integrante para o alcance
do melhor resultado contribuindo para a regeneracéo do tecido saudavel (KAMOLZ; LARS-
PETER; WILD, 2013). Tem o objetivo preparar a ferida para uma intervencao cirdrgica ou para
a cicatrizacdo espontanea e pode ser efetuado através de técnica cirdrgica, mecanica,

enzimatica ou autolitica (ALVES, BETAT, 2016), conforme especificado no Quadro 1.
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Quadro 1: Tipos de desbridamento.

Tem a finalidade de remover o tecido desvitalizado por meio de
procedimento cirlrgico, restaurar a base da ferida que apresenta necrose
de coagulacdo, caracterizada pela presenca de crosta preta ou escura ou
Desbridamento |ainda necrose de liquefacdo, quando ha a presenca de tecido amarelo
esverdeado da matriz extracelular e obter tecido viavel no leito da ferida.
Prepara a ferida para receber o enxerto, pode ser utilizado também em
feridas cronicas, pos-operatorio infectado ou necrético. E considerado um
método efetivo ja que uma grande exciséo pode ser feita com a remocéo
rapida do tecido.

cirtrgico

Consiste na aplicacdo de forca mecéanica diretamente sobre o tecido
necrético a fim de facilitar sua remocao. Este procedimento pode prejudicar
Mecanico o tecido de granulagdo ou de epitelizacdo, além de causar dor. A
cicatrizacdo pode demorar mais tempo, pois 0s curativos de gaze nao sao
seletivos e danificam o tecido saudavel ao remover o tecido necrético.

Consiste na aplicacdo tépica de enzimas desbridantes a exemplo da
papaina e colagenase, diretamente no tecido necrosado. Aplica-se
somente nas areas de tecido necrotico, causam danos minimos em tecidos
saudaveis. A escolha da enzima depende do tipo de tecido existente.

Enzimatico

Permite a autodigestao do tecido desvitalizado por enzimas presentes nos
fluidos da lesdo. Comumente ndo causam dor, a utilizacdo de coberturas
Autolitico  |primarias promove um meio Umido adequado, estimula a migracdo
leucocitéria e a reacdo das enzimas (protease, colagenases) no leito da
ferida sobre a necrose.

Fonte: KUMAR; LEAPER (2008) e adaptado de OLIVEIRA et al. (2016).

3.4.2. Tratamento medicamentoso

Quanto ao tratamento topico, a selecdo da cobertura da ferida objetiva auxiliar o
processo de cicatrizacdo, reduzir a dor, promover conforto ao paciente e recuperar o tecido
lesado.

Existe no mercado variados tipos e marcas de produtos a disposicdo da populacao,
em formas farmacéuticas diversificadas, utilizadas no tratamento de feridas. Das formas mais
comuns como 0 uso de pomadas e géis até o uso de camara hiperbarica (MENON et al.,
2017), plasma rico em plaquetas (VENDRAMIN et al., 2010), fatores de crescimento, terapia
de pressao negativa e substitutos bioldgicos de pele (SILVA et al., 2017) tém sido reportadas
com o objetivo de agirem diminuindo o processo inflamatério do edema da leséo, estimulando
a formacéo do tecido de granulacdo e a proliferagcéo epitelial (BABU et al., 2016). O uso de
fitoterdpicos também vem evoluindo, a exemplo do creme e pomada utlizando o
Stryphnodendron adstringens como principio ativo (LIMA et al., 2016; COELHO et al.,2010).

Outros produtos estéo a disposicao da populacéo para a assisténcia ao tratamento de
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feridas que vao desde a creme hidratantes para lesdes secas até produtos para absorver
exsudatos, preencher cavidades, materiais indicados para locais onde ha insercdo de
cateteres e para protecdo de é&reas de proeminéncias 6ésseas com risco para 0
desenvolvimento de Ulcera de pressido (ARAUJO et al., 2015; ROSTALD e OVINGTON, 2007;
SMANIOTTO et al., 2010; SILVA et al., 2017). No Quadro 2 estdo elencados os produtos mais

utilizados em curativos nos servicos de salde do Brasil.

Quadro 2: Principais coberturas utilizadas em curativos nos servicos de saude do Brasil.

R FORMA MECANISMO DE AGAO
SUBSTANCIAS | rarRMACEUTICA ¢

Utilizados como cobertura priméaria, promovem
guimiotaxia e angiogénese, mantém o meio Umido e
aceleram o processo de granulacéo tecidual. Em pele
integra tem grande absorcdo por formar uma pelicula
protetora, previne escoria¢cdes e proporciona nutricao
celular local.
Autoaderente composto na camada externa por
espuma de poliuretano e na camada interna, gelatina.
As particulas de celulose expandem-se ao absorver
liqguidos criando ambiente (mido, que permite as
Filme células do microambiente fornecer desbridamento
transparente autolitico. Contribui para angiogénese, formagdo de
tecido de granulagdo. Utilizados como cobertura
primaria, protege as terminacdes nervosas e as células
de traumas, da contaminagdo bacteriana além de
manter o isolamento térmico.
Possui alto grau de absorcéo, elimina odor. Utilizadas
como cobertura priméria, promove e retém as
moléculas do exsudato e as bactérias, exerce o efeito

Acidos graxos Oleo

Polimero de
poliuretano
semipermeavel e
carboximetilcelulose,
gelatina e pectina

Carvao ativado Placa : ~ ey
de limpeza. A prata exerce fungdo bactericida e
complementa a acdo do carvdo, o que estimula a
granulacdo e aumenta a velocidade da cicatrizacéo.
Agua Mantém o meio Umido, promove desbridamento
. . . autolitico e estimula a cicatrizagdo. Remove crostas e
propilenoglicol e Hidrogel

tecidos desvitalizados de feridas abertas. Utilizado
como cobertura primaria.
Auxilia o desbridamento, tem alta capacidade de
absorcéo, forma um gel que mantém o meio Gmido e
Alginato de célcio Fibra de tecido induz a hemostasia. Utilizado como cobertura primaria,
indicado para feridas abertas, sangrantes, altamente
exsudativa com ou sem infeccéo.
Absorve exsudatos, mantém o pH &cido e o meio
Hidrocoloide Umido, estimula o desbridamento autolitico e a
. Placa, pasta, gel Cr S
extrafino N angiogénese, protege as terminagbes nervosas.
e granulos o S
Utilizado como cobertura priméria para o tratamento de

feridas abertas néo infectadas e pouco exsudativas.
E bactericida e bacteriostatico, dissolve as moléculas
de proteina, resultando em desbridamento quimico,
estimula a forca ténsil da cicatriz e acelera o processo
de cicatrizagcdo. Utilizada como cobertura primaria é
indicado para o tratamento de feridas abertas e
desbridamento de tecidos desvitalizados.
Protege a ferida, preserva o tecido de granulagéo e
Gaze evita a aderéncia ao leito da ferida. Utilizada como
cobertura primaria, evita a aderéncia do curativo ao leito

carboximetilcelulose

Papaina P6 ou gel

Gaze nao aderente
com petrolato
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da ferida, resultando numa troca sem dor e como
protecdo do tecido.

Protege a ferida permitindo livre passagem do exsudato
para o curativo secundario, ndo desfia ao ser cortado
Gaze mantendo seu formato. S&o indicados para feridas em
gue é preciso evitar a aderéncia do curativo, para ele
poder ser mantido por 48 a 72 horas.

Protege a ferida, preserva o tecido de granulagéo e
evita aderéncia ao leito da ferida. Usa-se para evitar a
Gaze aderéncia do curativo ao leito da ferida, resultando
numa troca sem dor e com protecao do tecido, utiliza-
se como cobertura primaria na ferida aberta.

Promove meio Umido ideal para a cicatrizacdo, nao

Gaze nao aderente
com parafina

Gaze nao aderente e
nao impregnada

Espuma adere na ferida, é facil de aplicar e retirar, é

absorvente com Espuma antimicrobiano por até 7 dias. E indicado para feridas

prata ibnica e de espessura parcial ou total, infectadas, né&o

alginato de célcio infectadas, Ulceras venosas e areas doadoras de
enxerto.

Possui propriedade desbridante. Antes do uso, é seco
e, quando as fibras de alginato entram em contato com
o meio liquido, realizam uma troca ibnica entre os ions
Alginato de célcio Placa calcio do curativo e os ions de soédio da Ulcera,
transformando as fibras de alginato em um gel suave,
fibrinoso, ndo aderente, que mantém o meio Umido
ideal para o desenvolvimento da cicatrizacao.

Utilizado como cobertura primaria, o ion prata causa
precipitagdo de proteinas e age diretamente na
membrana citoplasmatica da célula bacteriana, tem
acao bacteriostética residual, pela liberacdo deste ion.
Fonte: Ministério de Saude, (2002, 2009), SILVA et al. (2017).

Sulfadiazina de prata Pomada

3.5. Curativos e coberturas

Curativo é a realizacdo do procedimento e abrange etapas como: limpeza,
desbridamento e indicacdo da cobertura adequada. Ele tem como objetivo auxiliar o
organismo a promover a cicatrizacao e eliminar fatores desfavoraveis que a retardam (SOOD,
et al., 2014). A escolha do tratamento para a lesdo depende do grau de contaminacgéo, da
forma como foi gerada, dos fatores locais e sistémicos relacionados com o processo de
cicatrizacdo e da presenca e tipo de exsudato (FERREIRA et al., 2013; MELO, FERNANDES,
2017).

Cobertura € um material, um produto ou uma substancia utilizada sobre as lesdes.
Elas devem proporcionar um ambiente Umido, protecdo contra infec¢cdes secundérias,
remocdo de exsudato, promocdo de regeneracdo do tecido e reducdo das complicacoes,
garantindo principios ideais de cicatrizacao, além de formar uma barreira fisica entre o leito
da lesdo e o meio externo (ADEWUMI, OGUNJINMI, 2011). Deve ainda, proporcionar
impermeabilidade a 4gua e outros fluidos, manter temperatura adequada, proteger a ferida

contra traumas mecanicos e limitar os movimentos dos tecidos ao redor da ferida. E
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importante que a cobertura viabilize as trocas gasosas, absorvam exsudato e promovam o
desbridamento, aliviando a dor e proporcionando condi¢c6es favoraveis para a realizacdo das
atividades da vida diaria do paciente (FERREIRA et al., 2005; FERREIRA et al., 2013;
SANTOS et al., 2016).

As coberturas séo classificadas em primarias, aquelas que entram em contato direto
com o leito da ferida, e as secundarias, aquelas que se sobrepbem as primarias (ADEWUMI,
OGUNUJINMI, 2011; FERRAZ et al., 2015). Apesar dos varios produtos existentes no mercado,
a procura de novas cobertura para o tratamento de feridas estimula pesquisas no sentido de
desenvolver produtos a partir de biomateriais capazes de imitar a estrutura nativa da pele
(PIRES, et al., 2015).

3.6. Membranas poliméricas e caracterizacéo

Os produtos naturais veiculados sob a forma de membranas bioativas tém sido
amplamente empregados na area de satde com intuito de estimular a cicatrizacéo de feridas
dérmicas e mucosas. Essas membranas podem ser absorviveis ou nado, e fatores como sua
constituicdo, morfologia, textura da superficie, tamanho das porosidades e duragcédo da
integridade funcional podem influenciar no éxito da sua utilizagdo no processo cicatricial
(NEEL et al., 2013; SEHN, GONCALVES, MING, 2016).

Os biomateriais utilizados na medicina regenerativa sdo planejados para auxiliar a
funcdo da matriz extracelular. Neste sentido os componentes da matriz, como as proteinas,
glicoproteinas, glicoaminoglicanos, ou mesmo a matriz intacta tém sido explorados como
materiais de suporte (NEEL et al., 2013). Devido a capacidade de interagir com células e/ou
outras macromoléculas como o colageno presentes na area lesada, diferentes biomateriais
tém sido utilizados como suporte no reparo tissular. Produzidas a partir de polimeros, as
membranas bioativas sdo materiais finos, translicidos e flexiveis. A sua elaboragéo envolve
basicamente trés componentes: um agente formador da membrana, um solvente e um
plastificante (CHEN, LIU, 2016).

Essas membranas absorviveis e degradaveis atuam como suporte para o crescimento
de novos vasos sanguineos e possibilitam a nutricdo das células que preenchem o tecido
lesado estimulando o acesso das células de defesa ao local, permitindo assim a adesao,
migracao e proliferacéo celular (SANTANA et al., 2014). Nos ferimentos, as membranas séo
fixadas como cobertura primaria, revestindo feridas e/ou lesdes da pele, formando uma
estrutura Unica e continua que possibilita a interacdo entre as moléculas estimulando o
tratamento medicamentoso (SOUZA, et al., 2014).

As caracteristicas apresentadas pelas membranas contendo produtos biodegradaveis
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como colageno, lipidios, polissacarideos e proteinas ou a combinacéo destes, tem sido objeto
de estudo em diversas areas como engenharia de tecidos e medicina regenerativa, por terem
compatibilidade biologica e atoxicidade. Na pele é de facil manuseio, podem ser utilizados
como substituto dérmico pois, contribuem para a veiculacdo de farmacos (DE JESUS et al.,
2016). Souza, et al. (2014), afirmam que o colageno por ser uma macromolécula proteica que
apresenta boas propriedades na preparacao de biomateriais pela habilidade em formar fibras
ou redes, elasticidade e plasticidade, faz desse produto vantajoso para ser utilizado na area
da saude.

Membranas produzidas a base de colageno sao utilizadas na reparagéo de traumas
quimicos e mecanicos de pele, posto que funcionam como um substrato para a hemostasia e
a quimiotaxia para elementos celulares envolvidos na cicatrizacdo, como 0s granulécitos,
macroéfagos e fibroblastos, e promovem a maturacdo da ferida por fornecerem um suporte
para uma transicao mais rapida a produc¢éo do colageno maduro e seu alinhamento. O ideal
€ que essas membranas possuam um sistema que proporcione liberacdo de farmaco em
niveis de concentracdo controlada, atingindo o efeito terapéutico desejado e evitando
possiveis reagdes toxicas inerentes ao composto (DE JESUS et al., 2016).

A gelatina é um colageno hidrolisado e possui caracteristicas biodegradaveis e
biocompativeis, (NUNES et al., 2016), baixa imunogenicidade, promove a célula de adeséao e
proliferacdo, possui baixo custo, o que a faz amplamente utilizada (CAl et al., 2016).
Membranas compostas de gelatina contendo extrato aquoso de Punica granatum
promoveram melhora do processo de cicatrizagdo sob aplicacdo topica em feridas abertas em
modelo murino, expressas por meio da aceleracdo da contragdo da ferida, modulagéo da
magnitude da resposta inflamatdria e melhoria do processo de colagenizagdo durante a
formacao da cicatriz fibrosa (NASCIMENTO et al., 2015).

Outros estudos demonstram que matrizes de colageno associado a substancias
naturais estimulam células biolégicas envolvidas com o sucesso da cura de feridas em modelo
murino. Santos et al. (2013), utilizaram filmes contendo &cidos graxos incorporados a base de
colageno e comprovaram que nenhum sinal de formacao de cicatriz hipertréfica ou abcesso
foi observado nos grupos estudados. A utilizagdo desses filmes em feridas abertas promoveu
aumento do fluxo de neutréfilos, reduziram significativamente o infiltrado mononuclear e
promoveu uma completa epitelizacdo e uma boa colagenizagéo. Nunes, et al. (2011) e Nunes,
et al. (2016) utilizaram membrana a base de gelatina contendo lipossoma com &cido Usnico
em modelos murino e suino respectivamente e obtiveram melhora na cicatrizacao.

Albuquerque-Junior et al. (2009) incorporaram a propolis vermelha brasileira em filmes
a base de colageno e detectaram que esse produto melhorou a cicatrizagcdo de feridas pela
modulacéo dindmica da evolugao inflamatdéria e processo de deposicao de colageno.

Riella et al. (2012) elaboraram filmes a base de colageno bovino do tipo | contendo
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timol e concluiram que houve melhora no processo de cicatrizacdo. Ja Almeida et al. (2013)
avaliaram os eventos biologicos ap0és utilizagcdo de curativos elaborados com solucbes
hidroalcodlicas de prépolis em membranas de colageno e concluiram que as mesmas atuaram
melhorando a inflamagdo e cicatrizacdo dérmica com o estimulo da proliferacdo de
macrofagos, fibroblastos e miofibroblastos.

Souza et al. (2013) avaliaram o potencial de cicatrizacdo de membranas de colageno
modificado contendo extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha concluindo os resultados
sugerem biocompatibilidade nas propriedades apresentadas por esses filmes, estimulando a

formacdo de células e, consequentemente a cicatrizagado de feridas.

3.6.1. Propriedades mecéanicas

Consideradas como um dos parametros mais importantes na analise de membranas,
as propriedades mecénicas influenciam diretamente na sua utilidade, isso porque suas
caracteristicas definem o comportamento das membranas relacionado as influéncias
mecanicas externas. A identificacdo quanto a adequagdo de uso de uma membrana €&
determinada pelas caracteristicas de flexibilidade, resisténcia a tracdo e alongamento
adequados (JODAR et al., 2015).

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

A resisténcia a tracdo é considerada a forca maxima que uma membrana pode
suportar até o momento de sua ruptura. A elongacdo, considerada como o grau de
maleabilidade da membrana, é caracterizada como a capacidade que a membrana tem em
se deformar antes de se romper. O médulo de Young ou moédulo de elasticidade é a relacdo
entre a resisténcia a tracéo e a porcentagem de alongamento que indica o grau de rigidez da
membrana. Este modulo define a for¢a resultante que é a forca de tracdo que promove o inicio
da deformacéo néo elastica da membrana (RIGO, 2006; SARKER et al. 2011).
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3.6.2. Permeabilidade ao vapor d’agua

Permeabilidade ao vapor d"agua é o processo pelo qual o vapor se difunde de um lado
até o outro lado da membrana. A velocidade de transmisséo do vapor d"agua é determinada
por diversos fatores, incluindo morfologia, densidade, estrutura quimica, cristalinidade e
orientacdo polimérica das membranas. O tipo de solvente, o plastificante e a taxa de secagem
da membrana também influenciam a permeabilidade (SOBRAL et al., 2001).

Para Thomazine et al. (2005), a permeabilidade de uma membrana define sua
caracteristica de barreira e pode ser avaliada pelo processo de passagem de um material
permeante de um lado da membrana para o outro quando ambos sdo expostos a diferentes

concentracdes desse permeante em um determinado periodo.

3.6.3. indice de intumescimento

As propriedades hidrofilicas das membranas obtidas sédo estudadas por medida de
taxa de intumescimento em fungéo do tempo. O intumescimento é descrito como 0 aumento
do volume do polimero quando imerso em um determinado solvente, ou também pode ser
determinado a partir da quantidade da massa do fluido absorvida pelo polimero em relagéo a
sua massa inicial (CAMPOS et al., 2005).

O teste de intumescimento é importante para verificar se 0 material utilizado apresenta
estabilidade estrutural durante o periodo necessario a formacdo do novo tecido de
regeneragdo. Para Alan et al. (2016), a capacidade de intumescimento € uma importante
caracteristica de materiais para serem aplicados em regeneracdo cutdnea devido a

capacidade de absorver o exsudato produzido pelo ferimento e manter o local amido.

3.6.4. Colorimetria

Colorimetria é a ciéncia que estuda a cor. Neste estudo, a cor e a translucidez séo de
grande importancia. As membranas produzidas, uma vez aplicadas sobre as feridas, devem
ser capazes de proporcionar facil visualizacdo da area onde a mesma foi aplicada. Outro
motivo de realizar este teste é a avaliar a homogeneidade do produto (SLETTENGREN et al.,
2015).

Para avaliacao colorimétrica utilizou-se como parametro o sistema desenvolvido pela
Comission Internationale de L’Eclairage — Sistema CIE Lab que é amplamente usado em

diferentes materiais por sua sensibilidade de valorizar pequenas alteracbes de cor
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imperceptiveis a olho nu (SILVA et al., 2015). Esse sistema tem como base a afirmacéo que
todas as cores da natureza sao derivadas da mistura das cores vermelha, azul e verde em
diferentes propor¢des. A luminancia expressa em porcentagem vai de 0 para o preto a 100
para o branco (HERSEK et al., 1999).

3.6.5. Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) possibilita avaliar, através de registro da
imagem microscépica, as microestruturas e as mudancas na morfologia da superficie da
membrana, assim como o0 mecanismo de fratura e o efeito dos extratos. Além disso, permite
a visualizacdo da porosidade superficial em fungéo da distribuicdo dos didmetros dos poros
na superficie (DEDAVID, et al., 2007).

Esses poros sao influenciados pelo tamanho e tipo de molécula ou bioativos
incorporados a matriz polimérica, eles podem provocar modificagbes na morfologia das
membranas ocasionando variacdo da porosidade alterando a distribuicio dos mesmos
(ALTIOK et al., 2010).

3.6.6. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho com

Transformada de Fourier- (FTIR)

A FTIR é um método padréo na quimica analitica utilizada para caracterizacdo das
estruturas poliméricas, através de informacdes sobre vibragbes das moléculas presentes no
material. Sua aplicacdo varia com a regido espectral a ser analisada (PASQUINI, 2003).
Também permite analisar o material, obtendo informacdes sobre a estrutura e comportamento
microscopico da matéria. E uma técnica rapida que utiliza pequenas quantidades de amostras,
preserva propriedades fisicas, quimicas, mecanicas ou dimensionais avaliando
qualitativamente o material em estudo (XU et al., 2013; BEASLEY et al., 2014).

O equipamento registra o resultado (banda de absorcéo) e identifica a presenca de
grupos funcionais na estrutura orgéanica pela interacdo das moléculas ou atomos com a
radiacdo eletromagnética em um processo de vibragdo molecular. Foram analisadas as
bandas mais importantes para analise preliminar nos espectros na regido de 900 cm™ a 650
cm? e de 4000 cm™ a 1300 cm™. A regido de 4000 a 1300 ¢ a regido onde ocorre as absorgdes
gue correspondem a grupos funcionais como OH, N-H, C=0, chamados grupos funcionais

(SILVERSTEIN, et al., 1994). A radiacdo no infravermelho permite que os atomos e seus
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grupos de compostos organicos vibrem com amplitude aumentada em ligacdes covalentes
que os unem (SILVERSTEIN, et al., 2000).

3.6.7. Analise termogravimétrica (TG/DTG)

Para observar o comportamento térmico de membranas poliméricas, especificamente
para polimeros naturais, como a gelatina, a termogravimetria (TG) pode ser utilizada
observando a alteragdo de massa da amostra em funcdo da variagdo de temperatura. Os
mecanismos envolvidos nas alteracdes de massa e transicdes de fase podem determinar as
condi¢cbes ideais de obtencdo, esterilizacdo e aplicacdes desses polimeros. A DTG € a
derivada primeira da curva TG, que determina a velocidade da variacdo de massa observada
da curva TG em fungéo do tempo (SILVA, et al., 2007).

Com a termogravimetria € possivel monitorar a variagdo da massa de uma amostra
em um ambiente controlado, esse método analisa a perda ou agregacado de massa a amostra
enquanto € submetida a uma programacao controlada de temperaturas variadas, para iSso 0
equipamento conta com uma termobalanca, sistema registrador, programador da temperatura
que pode chegar a 2000 °C, além do controle da atmosfera do forno (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; DENARI, CAVALHEIRO, 2012).

3.7. Produtos Naturais no tratamento de feridas

E de conhecimento popularmente que os produtos naturais possuem poder
terapéutico, eles sédo biologicamente interessantes para o uso pelo nimero de compostos,
esse reconhecimento por parte da ciéncia favorece o desenvolvimento de novos farmacos
contribuindo com o avanco tecnoldgico e da industria farmacéutica, que vém nesses produtos,
prototipos e fonte de inovagéo para a descoberta de medicamentos (ELOY et al., 2014).

Desta forma, as investigac6es do potencial de plantas medicinais e de fitoterapicos
tem aumentado o interesse de pesquisadores, sociedade e profissionais. Isto reflete o
panorama atual de valorizacao da biodiversidade na substituicdo gradativa de medicamentos
sintéticos para a saude, assim como do ambiente e dos conhecimentos tradicionais (HEGAZY
etal., 2015). Estudos como os de Nunes et al. (2011), Albuguerque-Junior et al. (2009), Souza
et al. (2013) e Nascimento et al. (2015), em que foram elaborados biomateriais utilizando
produtos naturais que apresentaram resultados promissores na reparacdo tecidual e
contracao da ferida, ratificam a interesse da ciéncia por produtos naturais e suas substancias
quimicas (KHAN, 2018).
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A vasta diversidade vegetal e ampla sociodiversidade que o Brasil possui, faz dele um
pais com grande potencial para o desenvolvimento de terapéuticas (BRASIL, 2006). Ele
contribui com aproximadamente 23% das espécies de plantas e de animais conhecidos no
planeta, os quais se encontram distribuidos nos diferentes biomas, no entanto, apesar do
amplo acervo tanto no ambiente aquéatico como terrestre o pais ndo dispde de estudos
pautados nessa linha de pesquisa na mesma proporcdo da diversidade etnobotanica
existente. Mesmo assim, observa-se o crescimento gradual e significativo do uso de plantas
como alternativa medicamentosa na cura e tratamento de varias doencgas (SANTI et al., 2014).

As pesquisas cientificas sdo imprescindiveis para elucidar a possibilidade que as
espécies vegetais, com suas substancias ativas, tém de causar danos a saude através de
intoxicacOes, assim a ciéncia respalda a etnofarmacologia para que seu uso seja efetuado de
forma segura e mais ampla (HEGAZY et al., 2015). Um passo importante nesse sentido foi
dado pelo Brasil a partir da implantagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Medicamentos Fitoterapicos, por meio do Decreto n°. 5.813, de 22 de junho de 2006, da
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude
(SUS) e da publicagédo da Portaria MS/GM n°. 886, de 20 de abril de 2010, que instituiu a
Farmacia Viva no SUS (BRASIL, 2010) esses marcos legais proporcionaram maior acesso ao
ampliar a oferta de fitoterdpicos e de plantas medicinais para a populacdo demonstrando a
importancia da medicina tradicional para o pais (ALERICO et al., 2015).

Estima-se que cerca de 25% dos atuais medicamentos disponiveis no mercado séo
derivados, direta ou indiretamente, de principios ativos vegetais. Em 2012, o mercado de
preparacfes de fitoterapicos mundial se aproximava de US$ 44 bilhGes e o brasileiro entre
US$ 350 e US$ 550 milhdes (TERRA JUNIOR, et al., 2015). Segundo a Portaria n°. 971 de
03/05/2006, do Ministério da Saude, a fitoterapia € uma terapéutica configurada pelo uso de
plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizagcao de substancias
ativas isoladas, ainda que de origem vegetal. Os medicamentos sédo obtidos empregando-se,
exclusivamente, matérias-primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranca sao validadas por
meio de levantamentos etnofarmacologicos de utilizacdo, de documentacdes tecnocientificas
ou evidéncias clinicas. Eles sdo caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de
uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Salde (OPAS), sdo classificadas
como plantas medicinais aquelas que possuem fonte de farmacos usadas para aliviar,
prevenir ou curar uma doenca ou uma alteracao fisioldégica ou um processo patolégico. No
ano de 2009, o Ministério da Saude lancou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS — RENISUS, composta por 71 espécies, algumas delas, entre outras a¢oes
biol6gica, sdo cicatrizantes conforme identificadas no Quadro 3. As plantas que compdem a

lista do RENISUS podem ser utilizadas como fitoterapicos, a exemplo do Stryphnodendron
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adstringens (Mart.) Coville (barbatimdo), popularmente utilizado por possuir acao

adstringente, anti-inflamatorio, antisséptico e cicatrizante (BRASIL, 2009).

Quadro 3: Espécies que possuem acéo cicatrizante.

] NOME ACOES BIOLOGICAS
ESPECIE
POPULAR
anti-tumoral, pedras de rins, Ulceras gastricas,
Aloe vera babosa o
cicatrizante
Carapa guianensis andiroba anti-inflamataria, cicatrizante, edemas, reumatismo
guacatonga,
Casearia sylvestris erva-de- dermatites, picada de cobra, cicatrizante
bugre
Cordia spp erva baleeira | cicatrizante e anti-inflamatorio.
Croton spp canelinha antiespasmadicos, cicatrizante,

Equisetum arvense cavalinha artrite reumatoide, tuberculose, fraturas, cicatrizante

Momordica meldo _ o _ o
_ diabetes, anti-viral, reumatismo, malaria, cicatrizante
charantia amargo
Plantago major tanchagem | anti-inflamatéria, cicatrizante
erva-de- anti-inflamataria, analgésica, cicatrizante,
Polygonum spp _ . _
bicho hemostatica, adstringente
Punica granatum roma anti-inflamatério, cicatrizante
Solanum _ anti-inflamatoria, cicatrizante, descongestionante,
_ jurubeba L
paniculatum antidiabético
Solidago arnica-do- _ o o _
, , adstringente, cicatrizante, antimicrobiano
microglossa brasil
Stryphnodendron . adstringente,  anti-inflamatério, antisséptico e
_ barbatiméo o
adstringens cicatrizante

Fonte: Brasil, 2009

E comum planta de espécies diferentes com mesmo nome popular ou uma Unica
espécie de planta com varios nomes. A exemplo disso o Stryphnodendron adstringens e a
Abarema cochliacarpos, ambas objeto desse estudo e conhecidas como barbatiméo, no
entanto, apenas o Stryphnodendron adstringens possui registro e esta indexado na RENISUS
(BRASIL, 2006). A Abarema cochliacarpos € uma espécie utilizada pela populagéo do Estado
de Sergipe (SILVA et al., 2006).

Neste sentido, avaliar e caracterizar botanicamente as espécies é importante por

permitir estabelecer pardmetros para a realizacdo de diferentes praticas influenciada por
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guestdes culturais, além de otimizar novas oportunidades de conhecimento para a exploragéo
sustentavel da espécie (KANAWATE; CARVALHO, 2008).

3.8. Stryphnodendron adstringens

Pertencente a familia Fabaceae, o Stryphnodendron adstringens, também conhecido
como barbatimdo, abaramotemo, barbatiméo-verdadeiro, barba-de-timan, barba-de-tim&o,
barbatimdo-vermelho, casca-da-mocidade, casca-da-virgindade, iba-timdo, ibatimo,
paricarana, uabatimd, ubatima, ubatimé, chordozinho-roxo, paricana, verna e pi¢arana, € uma
espécie de distribuicdo geografica ampla no bioma cerrado, ocorrendo desde o Para, pelo
Planalto Central, até Minas Gerais e Sdo Paulo (LORENZI e MATOS, 2002), conforme
identificado na Figura 2.

=1 AREA DE OCORRENCIA DO BARBATIMAO
[ | OUTROS ESTADOS BRASILEIROS

Figura 2: Mapa com distribuicdo geografica do S. adstringens no Brasil.
Fonte: Goulart, 2014.

A espécie S. adstringens se apresenta como &arvore de pequeno porte, com

crescimento muito lento (atinge 2-6 m de altura), tronco e ramos tortuosos, casca grossa,
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rugosa, rigida e acinzentada, madeira com parte interna vermelha, descamante em arvores
mais velhas, ramos jovens espessos, intumescido, ramos terminais ferrugineo-tomentosos.
Suas flores séo avermelhadas ou quase brancas e a disposi¢éo de suas espigas é de cerca
de 10 cm de comprimento e 1,5 cm de largura. Seu fruto legume é indeiscente, grosso e
carnoso, castanho escuro, com cerca de 10 cm de comprimento e 2 cm de largura (LORENZI
e MATOS, 2002), Figura 3. Segundo Almeida et al. (1998) e Lisboa, et al. (2006), a arvore
fornece madeira de cerne vermelha, prépria para construcdes civil e marcenaria, seu periodo

de floracdo se da de setembro a novembro e frutifica de novembro a julho.

Figura 3: Aspecto visual de Stryphnodendron adstringens: (A) Arvore, (B) Folhas, (C) Flor, (D)
Sementes. Fonte: Lorenzi, 2002.

Suas propriedades medicinais sdo muito conhecidas na medicina popular. A casca do
caule é usada como cicatrizante, anti-inflamatorio, antiulcerogénica e para o tratamento de
corrimentos vaginais (MARTINS; SOUZA, 1998; LIMA et al., 2010). Além disso, a planta é
utilizada como antifiingica e antibacteriana, sendo empregada na producdo de sabéo,
substituindo a soda caustica e no curtume de couro (LORENZI, MATQOS, 2002).
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3.8.1. Aspectos quimicos da espécie Stryphnodendron adstringens

A composicdo quimica do extrato de barbatiméo apresenta substancias monomeéricas
e proantociandinas, alcaloides nao determinados, amido, matérias resinosas, acido tanico,
acucares soluveis, flavonoides, flobafenos (PINHO et al., 2011, LIMA et al., 2016). De acordo
com Costa et al. (2013), as substancias presentes podem variar de acordo com a regido
geografica. Mello et al. (1996a e 1996b) isolaram, a partir de extratos liofilizados da casca do
caule, flavan-3-6is, prodelfinidas e prorobinetinidinas. Estudos realizados por Mello et al.
(1999) e Lopes et al. (2009), isolaram uma nova prodelfinina, denominada 4-O-metil-
galocatequina-(4a—8)-4-O-metil-galocatequina. Essas substancias sdo identificadas como
taninos.

Os taninos sao substancias fendlicas solGveis em agua, com massa molecular entre
500 e 3000 Daltons que apresentam a habilidade de formar complexos com alcaloides,
gelatina e outras proteinas. Tais compostos possuem importancia, pois séo responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e outros produtos vegetais (PEREIRA et al., 2015). Os taninos
hidrolisaveis séo caracterizados por um poliol central, geralmente beta-D-glicose, cujas
fungbes hidroxilas séo esterificadas com &cido gdlico. Os taninos condensados sé&o
oligbmeros e polimeros formados pela policondensacgéo de duas ou mais unidade flavan-3-
Ois flavan-3,4-dibis. Essa classe de taninos também é denominada como proantocianidina
devido ao fato de os taninos condensados produzirem pigmentos avermelhados da classe das
antocianidinas (PEREIRA et al.,, 2015). Na Figura 4 estdo representadas as estruturas
quimicas dos metabdlicos secundarios descritos na monografia de S. adstringens: O-metil-
galocatequina, epigalocatequina, e 4'-O-metil-galocatequina-(4a— 8)-4'-O-metil-
galocatequina (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)
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Figura 4: Estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios do S. adstringens.
Fonte: http://gnint.sbq.org.br

3.8.2. Aspectos biolégicos do Stryphnodendron adstringens

No processo cicatricial de feridas cutaneas, os taninos tém capacidade de formar
ligacGes de hidrogénio ou ligacbes hidrofobicas duradouras com proteinas, polissacarideos
ou ambos sobre tecidos epiteliais lesionados, permitindo que, logo abaixo dessa camada, o
processo de reparacdo tecidual ocorra naturalmente. Esta capacidade de precipitacdo de
proteinas favorece a hemostasia apoés a injuria (LIMA et al., 2010; HERNANDES et al., 2010)

O extrato de Stryphnodendron adstringens € rico em taninos condensados, que sao
ricos em polimeros de proantocianidinas que inclui varios flavonéis como prodelfinidinas e
prorobinetinidinas reconhecidamente ativos em processos de regeneracao de tecidos da pele
(HERNANDES et al., 2010; LIMA et al., 2016). Esta espécie esta descrita na Farmacopeia
Brasileira (2010), com um teor de pelo menos 8% de taninos totais. Somado a isso, outras
atividades biolégicas ampliam as areas de pesquisas sobre a acdo desta planta.

A atividade antibacteriana do Stryphnodendron adstringens foi constatada por Audi et
al. (2004) utilizando o extrato acetdnico que inibiu o crescimento de Pseudomonas aeruginosa

e Staphylococcus aureus. O extrato hidroalcodlico foi eficaz frente ao Streptococcus mitis, e
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Lactobacillus casei (SOARES et al., 2008); atividade antimicrobiana também foi observada
por Costa et al. (2011) utilizando extrato bruto seco de S. adstringens nas bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas de leite, ho entanto nesse estudo, a
Escherichia coli ndo foi sensivel ao extrato vegetal.

A eficiéncia de compostos naturais oriundos desse espécime vegetal frente a acdo
cicatrizante tem sido utilizado tanto topicamente, na forma de extrato liquido (EURIDES et al.,
1995, MARTINS et al., 2003), no decocto da casca, que apresentou 25 a 30% de taninos
(PANIZZA et al., 1988), na forma de pomada a 10% de barbatimdo (RABELO et al., 2006; DA
SILVA et al., 2009). Em outro estudo utilizando pomada contendo uma fracdo acetato de etila
1% obtida de cascas de "barbatimdo” HERNANDES et al. (2010) observou-se que houve
proliferacdo dos queratindcitos na area reepitelizada.

Panizza et al. (1988) avaliou a evolugéo do uso da fra¢éo soltvel de acetona do extrato
bruto da casca do caule de Stryphnodendron adstringens em feridas agudas e cronicas em
ratos e verificou inibicdo significativa do edema de pata induzido por carragenina e dextrano
e do volume de exsudato evidenciando que os extratos de casca de S. adstringens sdo
promissores no tratamento de condi¢des inflamatorias.

Além dos estudos ndo clinicos com animais confirmando a a¢fes biolégicas acima
mencionadas, Minatel et al. (2010) realizou estudo clinico conduzido por seis meses com 0
objetivo de avaliar a eficacia de pomada contendo 3% de fitocomplexo fendlico de barbatimao
na cicatrizacdo de Ulceras de decubito. Foram submetidos ao protocolo clinico 27 pacientes
apresentando um total de 51 Ulceras. Durante a realizagdo do estudo 100% das lesbes
tratadas com o medicamento cicatrizaram completamente.

O barbatiméo foi utilizado no trabalho desenvolvido por Ishida et al. (2006) com o
objetivo de investigar atividade antifingica de extratos, fracbes e subfracbes brutas em
leveduras isoladas de secrecao vaginal, os resultados indicam acdo antifingica moderada em
Candida albicans. Os autores atribuem tal propriedade aos taninos condensados presentes
na espécie. Souza et al. (2009) comprovou a atividade microbiana de extratos polares (etanol
50%, etanol 70%, acetona:agua (7:3, v/v) e cloroférmio), pela formacao de halos de inibicédo
de crescimento bacteriano, essa atividade também foi atribuida aos principais constituintes
desta droga vegetal.

Além dos dados acima elencados, destaca-se ainda a acdo angiogénica descrita por
Chaves et al. (2016) utilizando solu¢éo aquosa do barbatiméo. Quanto a toxidade, Rebeca et
al. (2002) observaram seu efeito em certos parametros bioguimicos no plasma de
camundongos apads receberam dose oral diaria de extratos a 800 e 1600 mg/kg. Apos 30 dias
houve diminuicdo no peso corporal, involu¢do timica e um aumento nos niveis de glicose

plasmatica e aspartato aminotransferase nos animais. Os resultados mostraram que o extrato
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administrado em um periodo prolongado produziu efeitos toxicos nos animais experimentais

e que o valor da dose letal do extrato foi de 2699 mg/kg.

3.9. Abarema cochliacarpos

A Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes é uma espécie nativa do Brasil,
com conotacdo medicinal, pertencente a familia Leguminosae — Mimosoidae que apresenta
porte arboreo, atingindo cerca de 8 m de altura, também é conhecida como barbatimédo no
Nordeste do pais. Contém seus principios ativos principalmente no caule e apresenta no seu
perfil fitoquimico saponinas, catequinas, taninos, fendis e antraquinonas (LANDIM et al.,
2015).

Esta espécie é encontrada tanto na floresta costeira e interior em areas com arbustos
ou encostas gramadas abertas e habitats de savana (mata de cip6, caatinga, cerrado, campo
rupestre). Sua ocorréncia se verifica na Regido Nordeste e Sudeste do Brasil: nos Estados de
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais,
Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, respectivamente (Figura 5) (IGANCI, MORIM,
2012; LANDIM et al., 2015).

Figura 5: Mapa de distribuigdo geografica da Abarema cochliacarpos no Brasil.
Fonte: Iganci; Morim, 2012.
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Ha poucas referéncias com relacdo a Abarema cochliacarpos. Observa-se em
algumas bases de dados como SciFinder® Scholar, Google Académico, Science Direct e
Scielo que esta espécie € citada com outras denominac@es, entre elas destacam-se as
seguintes sinonimias: Pithecolobium cochliacarpum, Mimosa cochliacarpos Gomes,
Pithecolobium auaremotemo Martius, Feiuleea cochlocarpa (Gomes) Kuntze, Mimosa vaga
Vell, Inga nandinaefolia DC e Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J. W. Grimes
(IGANCI, MORIM, 2012).

Trata-se de uma &arvore frondosa de pequeno a médio porte, possuindo folhas
compostas, flores ligeiramente amareladas, frutos do tipo legume contorcido e sementes
brancas acinzentadas (Figura 6). Popularmente conhecida como barbatiméo, babatenom,
babatend, barba-de-timédo, bord&o-de-velho, inga-negro, inga-preto, entre outras, esta
espécie apresenta grande valor medicinal (SANTOS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013 (b)).
Ela € amplamente utilizada in natura no Brasil como planta medicinal e no Nordeste é

tradicionalmente utilizada como um remédio anti-inflamatorio (SANTOS et al., 2007).

Figura 6: Aspecto visual da arvore da Abarema cochliacarpos: (A) Arvore, (B) Semente, (C) Folhas, (D)
Flor.
Fonte: LORENZI, 2002
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3.9.1. Aspectos quimicos da A. cochliacarpos

Com relagéo a constituicdo quimica, observou-se que a A. cochliacarpos é composta
por flavonoides e suas diversas variacdes. Silva et al. (2009) destacou a catequina, fendis e
antraquinonas. Estudo conduzido por Dias et al. (2012), observou a presenca de varias
classes de metabolitos secundéarios fendlicos como catequinas, flavonas, flavonaois,
leucoantocianidinas, taninos e xantonas, além de saponinas e esteroides. Na analise
fitoquimica da planta, Tendrio et al. (2016) identificou alcaloides, flavonoides, saponinas,
taninos condensados, terpenos e esteroides.

Dos metabdlicos identificados a catequina apresenta atividades bioldgicas,
antioxidante, anti-inflamatéria quimioprotetora (SCHIMITZ et al., 2005). J& as saponinas
apresentam acao antimicrobiana, anti-inflamatoria, antifingica, antibacteriana (SPARG et al.,
2004) e os taninos agem na cicatrizacéo de feridas como pequenas ulcerac¢des, queimaduras
e inflamacdes (BESSA et al., 2013). Os constituintes quimicos da A. cochliacarpos estédo

representados na Figura 7.
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Figura 7: Estruturas quimicas de metabolicos encontrada na A. cochliacarpos.
Fonte: http://gnint.sbq.org.br.
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3.9.2. Aspectos biolégicos dos extratos de A. cochliacarpos

Popularmente, o decocto das cascas desta planta € empregado no tratamento de
leucorreia, hemorragias, diarreia, hemorroidas, para limpeza de ferimentos e na forma de
gotas contra conjuntivite (SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2009; LOPES et al., 2009). Os
efeitos benéficos dessa espécie podem ser em funcdo da presenca de catequina, uma
substancia antioxidante que combate os radicais livres (OLIVEIRA et al., 2013 a).

Para a atividade bacteriana, Tenorio et al. (2016) concluiram que os extratos
ciclohexanico, aceténico e etandlico da casca de A. cochliacarpos mostraram ser eficazes
frente as cepas Gram-positivas Staphylococcus intermedius e Bacillus sp. isoladas de feridas
cutaneas de cao.

Outras atividades biol6gicas foram observadas in vivo, entre as quais, a anti-
ulcerogénica e analgésica. Na pesquisa de Silva et al. (2009) foi descrito atividade analgésica
do extrato aquoso e metandlico da casca desta espécie em modelo murino com colite
ulcerativa aguda, os animais foram avaliados pelo teste das contor¢ées abdominais induzidas
pelo acido acético via intraperitonial, apresentando respostas superiores as drogas usadas
como referéncia, bem como no modelo da dor induzida por capsaicina. Neste estudo foi
utilizada uma dose de 3-20 mg/kg, por via intraperitoneal ou oral com uma dosagem de 100
mg/kg. O tratamento diminuiu o dano macroscopico em comparacdo com 2, 4, 6 — acido
trinitrobenzeno sulfénico, substancia capaz de gerar lesdes semelhantes as observadas na
doenca inflamatdria intestinal que ocorre em humanos, sendo este modelo muito utilizado nos
estudos de enterocolites. A analise histolégica mostrou que a administracdo do extrato
melhorou a estrutura microscopica e preservou algumas areas da estrutura da mucosa do
colo sendo comprovado também os efeitos gastroprotetores

Ja Santos et al. (2007) avaliaram o potencial antimicrobiano dos extratos da casca de
A. cochliacarpos em Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, isolados de amostras clinicas, cujo resultado evidenciou a
capacidade que os extratos tinham para inibir o crescimento bacteriano in vivo. Na pesquisa
de Dias et al. (2012), o extrato bruto de etanol de A. cochliacarpos e suas fragdes de acetato
de etila e hidrometanol mostrou efeitos protetores capazes de ajudar as enzimas endégenas
e ndo enzimaticas a manter o equilibrio redox.

Estudos realizados por Oliveira et al. (2013) mostraram que a ap0s a infusédo de 1 mL
do extrato bruto de casca de A. cochliacarpos e suas diluicdes (12,5, 25 e 50% v / v) por 45
dias causou intoxicacdo em ratos. Os animais apresentaram esteatose, acumulacdo de
pigmentos, congestao dos vasos hepaticos, presencga de macrofagos e linfocitos infiltrados no
figado. Estes resultados sdo importantes porque muitas comunidades utilizam a infusdo

elaborada com esta planta no tratamento de doencas em doses aleatérias, 0 que pode
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provocar problemas hepaticos.

3.10. Extracao do material vegetal

H4& no extrato bruto uma mistura constituida por diversas moléculas. Para se obter uma
fracdo ativa e eficaz da droga vegetal € preciso que a extracdo seja mais seletiva,
considerando o extrato que se quer preparar. Para isso, € necessario utilizar solvente, método
apropriado e seguro avaliando a eficiéncia, a estabilidade das substancias extraidas, o custo
do processo e a capacidade de conservacdo. Na preparacdo dos extratos varios solventes
podem ser utilizados, os mais comuns sdo a agua, o alcool e a acetona (FONSECA, 2005).

3.10.1. Métodos de extracao

Para se ter a semi-purificagdo de compostos ativos a partir da droga vegetal tem-se
gue considerar o processo de extragdo. Alguns fatores interferem na extragdo, por isso, é
importante o conhecimento das caracteristicas do material vegetal identificando o grau de
divisdo, que deve ser de acordo com sua rigidez para que o solvente penetre no material e
possibilite a difusdo, o meio extrator, observando o solvente mais afim e a metodologia
utilizada que deve ser a mais indicada para cada caso (CARDOSO et al., 2017).

Como o poder de penetracdo dos solventes depende da consisténcia dos tecidos que
formam o material a extrair, € necessario considerar que quanto mais rigido o material, menor
deve ser a sua granulometria para facilitar a penetragdo dos solventes (SHARAPIN et al.,
2000). Na extragdo dos taninos, que sdo substancias polares, as misturas hidroalcodlicas e a
agua sao as mais indicadas (CARDOSO, et al., 2017).

Ha diversas maneiras de realizar a extracdo de vegetais. Uma delas é a percolacao,
que tem como caracteristica a extracio exaustiva das substancias ativas. E uma operacéo
dindmica, indicada na extracdo de substancias farmacologicamente muito ativas, presentes
em pequenas quantidades ou pouco sollveis. A infusdo é outro tipo de extracdo que se da
pela permanéncia, durante certo tempo, do material vegetal em agua fervente. E aplicavel a
partes de vegetais de estrutura mole, que devem ser cortadas para que possam ser facilmente
penetradas pela agua (SONAGLIO et al., 2007).

O método de maceracao dindmica consiste numa operacédo simples na qual a extracdo
da matéria-prima vegetal € realizada em recipiente fechado, em temperatura ambiente,
durante um periodo prolongado, sob constante agitacdo mecanica e sem renovacao do liquido

extrator. Tem a vantagem de ser uma extracdo sem degradacdo de substancias ativas
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termolabeis, no entanto, pode haver proliferacdo microbiana (SONAGLO et al., 2007,
CARDOSO et al, 2017).

O método por turbo extracdo baseia-se na extragcdo com simultdnea reducdo do
tamanho das particulas e o rompimento das células favorecendo a rapida dissolucdo das
substancias ativas. As vantagens desse método séo a simplicidade, rapidez e versatilidade
da técnica (ISHIDA et al., 2006).

O célculo do rendimento do extrato € importante para definir a quantidade necessaria
de material botanico para o processo de obtencéo do extrato seco que define a viabilidade do
processo em grande escala. Alguns fatores como a polaridade do solvente extrator, tempo de
extracdo e a relacdo droga vegetal/solvente sdo importantes para que se obtenha uma
extracdo com bom rendimento, com maximizacdo das moléculas presentes na planta e que
preserve a atividade biolégica destas moléculas. Para conservar a espécie, é importante que
ndo seja necessario coletar grandes quantidades de material vegetal fresco, quando este
material for a casca do caule (FERNANDES, et al., 2015).

3.10.2. Caracterizagdes dos extratos (CLAE, DPPH e FRAP)

A caracterizacdo do extrato € uma fase importante, pois € possivel identificar a
composi¢do quimica com definicdo e quantificagdo de marcadores quimicos essencial para
garantir a autenticidade, pureza e integridade das ervas medicinais (SOUZA et al., 2017). A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um método de separacdo que permite, de
forma ampla, a identificacdo e determinacdo de componentes quimicos de misturas
complexas, inclusive agueles de compostos de maior peso molecular. Esta entre as técnicas
mais utilizadas devido a sensibilidade, adaptacdo e adequacdo para determinacédo e
separacao de espécies nao volateis ou tecnicamente frageis, com ampla aplicabilidade as
substancias de interesse para muitos campos da ciéncia (OLIVEIRA et al., 2015).

Além da caracterizacdo quimica, a prospeccdo da atividade biol6gica através dos
testes de triagem a exemplo da atividade antioxidante, tem sido etapa importante nos estudos
de extratos vegetais. O Brasil, com sua vasta formacgéo vegetal representa potencial fonte
para a prospeccao de biomoléculas de interesse cientifico. Estdo incluidas aquelas com
atividade antioxidante, substancias capazes de neutralizar ou reparar a acdo dos radicais
livres que combatem o estresse oxidativo (BRAZ FILHO, 2010). Nas pesquisas envolvendo
espécies vegetais, 0s agentes antioxidantes s&o importantes para verificar o potencial
farmacologico encontrado em extratos de plantas com capacidade de combater os radicais
livres (OLIVEIRA, 2015).

A atividade antioxidante dos extratos pode ser testada em relacao a reducao do radical
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livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). As substancias antioxidantes transferem elétrons ou
atomos de hidrogénio, reduzindo e neutralizando seu carater radicalar (NAIK et al., 2003,
KEDARE; SINGH, 2011; GULCIN, 2012). Outro método utilizado para avaliar eficiéncia
antioxidante é o FRAP - ferric reducing antioxidant power. Esse método determina a
capacidade dos fendis (presentes nas amostras) em reduzir o ferro em solu¢cbes aquosas de
compostos puros (PULIDO et al., 2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Prospeccdao de patentes

Para embasar o critério de novidade e atividade inventiva foi realizada uma pesquisa
na base de patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) que comp®e o
acervo de patentes depositadas do Brasil e na base europeia de Patentes (Espacenet) que
compila o acervo de patentes depositadas em mais de 90 paises.

4.2. Material botanico e obtencado da matéria-prima

Na identificacdo dos espécimes vegetais das plantas selecionadas e conhecidas
popularmente como barbatiméo, foram classificadas como Stryphnodendron adstringens (SA)
a proveniente do Estado do Parana e Abarema cochliacarpos (AC) aquela proveniente do
Estado de Sergipe.

As cascas de SA foram colhidas manualmente, com auxilio de lamina cortante no dia
15/03/2014 em Sao Jerbnimo da Serra, Parana, Brasil (24°43'78”S, 50°45°24”W). A amostra
do material foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Maringa sob registro
HUEM 28197 (Anexo 1).

As cascas de AC foram coletadas manualmente com auxilio de uma lamina cortante
na Col6nia Tejupeba, altitude de 109 m, no municipio de Itaporanga d’Ajuda — Sergipe, Brasil
(11° 4 417 S, 37° 17" 23" W), em 29/10/2015, na propriedade de Ana Chaves da Silva. Os
materiais (folhas, frutos e flores) foram identificados pela especialista em Fabaceaes, Dra.
Elvia Rodrigues de Souza da Universidade do Estado da Bahia — UNEB e foram depositados
no Herbério da Universidade Tiradentes sob o registro nimero HUT 815 (Anexo 2).

As cascas de SA e AC foram picadas manualmente, secas em estufa climatizada,

ventilada a 35,9 °C por quatro dias. Apés secas, foram moidas em moinho de martelos.

4.3. Obtencéao dos extratos de S. adstringens e de A. cochliacarpos

A avaliacdo do processo extrativo foi realizada primeiramente comparando-se dois
métodos de extracdo (turboextragdo -TE e maceracdo dindmica - MD) com a espécie AC,
levando-se em conta as variaveis respostas do rendimento da extracdo e atividade
antioxidante do extrato.

Para o desenvolvimento da membrana e verificacdo da atividade biolégica do produto,
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foi selecionado 0 método de turboextracdo. (Figura 8).

Métodos de Extracao

Maceracgéo Turboextragao
| I
[ ]
AC AC SA
\\ Rendimento/ Rendimento/ Rendimento/
Atividade Atividade Atividade
Antioxidante Antioxidante Antioxidante
Andlise Anélise
Quimica Quimica
Desenvolvimento Desenvolvimento
das membranas das membranas
Ensaio Ensaio
Biolégico Biolégico

Figura 8: Etapas metodolégicas apo6s preparacdo dos extratos de AC e SA

4.3.1. Extragdo por maceracgao dinamica (MD)

O p6 da casca (5 g) foi colocado em contato com 500 mL de agua destilada e em
seguida, a solucao filmogénica foi colocada em agitador mecénico por 2 h a uma temperatura
ambiente. O extrato obtido foi filtrado em papel-filtro e o0 solvente eliminado em estufa a 55 °C.
Apo6s eliminagdo do solvente, o extrato seco resultante foi armazenado em frascos ambar
(DAYAN et al., 2000; BRANDAO et al., 2007).

Apenas a amostra AC foi obtida por esta metodologia assim, identificou-se os extratos

da seguinte forma: AC-MD e as extracdes foram feitas em triplicata.
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4.3.2. Extracdo por turbo extracao (TE)

Pelo método de turbo extracédo (TE) foram obtidos extratos de AC e SA, 0s mesmos
foram identificados como AC-TE e SA -TE. Todas as extracdes foram feitas em triplicata e,
seguiu-se a metodologia proposta por Ishida et al. (2006), a qual utilizou-se o turbo-extrator,
(Ultra-Turrax UTC115KT), 3500 rpm, com acetona e agua (7:3 v/v) como sistema extrator por
25 min e temperatura < 40 °C. Cerca de 2 kg do material vegetal foi cisalhado por 5 min,
seguido de 12 h de repouso. Decorrido este tempo, foram realizados 3 ciclos de 5 min de
agitacdo e 20 min de repouso. Apos a turbdlise, o extrato foi filtrado em funil de Blichner. O
solvente orgéanico foi eliminado utilizando um rotaevaporador sob pressédo reduzida e o

residuo foi liofilizado obtendo-se o extrato bruto seco.

4.3.3. Determinagao do rendimento dos extratos

Os rendimentos de todos os extratos das plantas foram determinados pela equagéo 1
e expressos em percentual (%)
Rendimento(%) = (g) * 100 (1)
13
Na qual:
% R = Percentual de rendimento;
m; = massa de extrato inicial;

ms = massa de extrato obtido.

4.4. Caracterizacdo dos Extratos
4.4.1. Determinacao da capacidade antioxidante
4.4.1.1. Poder antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi testada em relagdo a reducdo do radical
DPPH, método descrito por Brand-Williams et al. (1995). Os extratos foram diluidos em
metanol e preparados nas concentragoes finais de 3,1 a 100,0 uyg/mL. Um total de 100 uL de
DPPH a 130 pM recém-preparada foram adicionados a 100 puL da amostra nas diferentes

concentracdes. As microplacas foram mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
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para que ocorresse a rea¢do. Depois de 30 min, as absorvancias foram medidas a 517 nm,
em espectrofotdmetro de microplacas (Bio-tek Power Wave XS). Controle negativo (metanol
adicionado ao DPPH), branco (somente metanol). O percentual de sequestro do radical livre
DPPH (% SRL) foi feito por meio da Equacao (2):

%SRL = (%) 100 @)

Na qual:
Ac = absorvancia do controle negativo;

A= absorvancia da solug¢éo do extrato.

Com os valores obtidos foi construido um grafico de percentagem de sequestro do
radical livre versus concentracdo dos extratos testados, em pg/mL. Por meio de regressao
linear foi calculado o CEsg, que € a concentracdo do extrato com capacidade de reduzir 50%
do DPPH.

4.4.1.2. Poder antioxidante de reducéo do ferro — FRAP

A técnica de atividade antioxidante por FRAP foi realizada como descrito por Rufino et
al. (2006). O etanol foi utilizado para diluicho do padrdo Trolox e para o preparo das
concentragdes dos extratos (20 a 80 pg/mL).

Para o preparo de reagente FRAP, foi misturado 2,5 mL da solucéo de tripiridiltriazina
(TPTZ), 2,5 mL da solucao de cloreto de ferro hexahidratado (FeCls.6H>0) 20 mM e 25 mL de
tampéo acetato 0,3 mM. Incubou-se a solucdo de FRAP a 37 °C em banho-maria por 30 min.
Para a reacgéo foi adicionada a 150 uL do reagente FRAP, uma aliquota de 30 pL de diferentes
concentracdes do padrdo Trolox ou dos extratos. Esta mistura foi homogeneizada e lida em
espectrofotbmetro de microplacas (Bio-tek Power Wave XS) a 595 nm, ap0s incubagéo por
30 min em banho maria a 37 °C. O equipamento foi zerado com um branco da amostra para
descontar uma possivel turbidez. Para isto, foram utilizados 150 L do veiculo FRAP (tampéao
acetato) e 30 pL da amostra.

Para determinacdo da atividade antioxidante total dos extratos foi realizada curva de
calibragcédo do Trolox (20 uM a 600 uM) e equacdo da reta obtida a partir das absorvancias
das diferentes diluicbes dos extratos. Os resultados foram expressos em capacidade

antioxidante dos extratos equivalente ao Trolox (TEAC).
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4.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.4.2.1. Preparo da amostra

Para o preparo da amostra de SA-TE e AC-TE, 1 g de cada extrato foi diluida em 10
mL de agua e particionada com 10 mL de acetato de etila (3x). As fases orgéanicas foram
reunidas e filtradas em papel filtro com 5 g de sulfato de sédio anidro. A fracdo orgéanica foi
evaporada em evaporador rotatdrio sob pressao reduzida até residuo. O residuo foi retomado
com 5 mL de metanol e agua (2:8; v/v) e extraido em cartucho de extracao em fase solida,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (55 mm, 70 A)
previamente acondicionada com 10 mL de metanol e agua (2:8; v/v), para baldo de 100 mL.
Em seguida foram eluidos 10 mL de metanol:dgua (2:8; v/v) para 0 mesmo baldo e o volume
foi completado (S1). Foi transferido 0,05 mL dessa solugdo para vial contendo 0,950 mL de
metanol e desta para o injetor automético (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.4.2.2. Condigdes cromatogréficas

A determinacéo dos perfis cromatograficos e quantificacao do teor de galocatequina e
epigalocatequina para o extrato hidroacetdnico de S. adstringens ou catequina e epicatequina
para o extrato hidroacetbnico de A. cochliacarpos, presente nos extratos, foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme metodologia descrita ha Farmacopeia
Brasileira para Stryphnodendron adstringens, com modificagdes (Brasil, 2010).

As analises foram realizadas em triplicata utilizando cromatdgrafo Thermo, provido de
bombas automaticas, degasser integrado (Finnigan Surveyor LC Pump Plus), detector
espectrofotométrico PDA (Finnigan Surveyor PDA Plus Detector), software Chromoquest e
amostrador automatico (Finnigan Surveyor Autosampler Plus) equipado com loop de 10 pL
para injecdo. Para quantificacdo, as curvas padrédo de catequina, epicatequina, galocatequina
e epigalocatequina foram construidas e os resultados foram expressos em pg/mg de extrato.
Utilizou-se coluna Phenomenex Gemini Cis (250 mm x 4,6 mm) com particulas de 5 um
acoplada a uma pré-coluna, ambas empacotadas com silica quimicamente ligada a grupo
octadecilsilano e vazéo da fase movel de 0,8 mL/min. A leitura foi realizada em comprimento
de onda de 210 nm. Composi¢éo do gradiente da fase moével: Eluente A: Mistura de agua e
acido férmico 0,1 % (v/v) e Eluente B: Mistura de acetonitrila e &cido formico 0,1% (v/v) como

mostra a Tabela 1.
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Tabela 1: Sistema de gradiente linear.

Tempo (minutos)

Eluente A (%)

Eluente B (%)

Eluicédo

0-10 95 — 80,7 5—-19.3 gradiente linear
10-135 80,7 > 75 19,3 — 25 gradiente linear
13,5-23 75 — 62 25— 38 gradiente linear

23-25 62 — 25 38— 75 gradiente linear

25-28 25 —-95 75—-5 gradiente linear

28 - 32 95 5 isocratica

4.4.2.3. Curvade calibragdo por padréo externo

Para curva padrdo, quantidade exatamente pesada de galocatequina ou
epigalocatequina foi dissolvida em metanol e agua (1:1; v/v), para obter solugdo a 0,152
mg/mL (solugdo mée). A partir da solu¢cdo mée foi preparada uma solugdo com concentragédo
de 18,24 pg/mL e foram entéo realizadas diluicdes seriadas para obter concentragfes de 1,14;
2,28; 4,56; 9,12; 18,24 pg/mL.

O teor de galocatequina, epigalocatequina, catequina e epicatequina no extrato bruto
em cada uma das amostras foi calculado a partir da equacéo linear da reta e o resultado foi

expresso em mg/g de EB, seguindo a seguinte equacao 3:

_ VLR*50
~ 1000+m

SQR 3)

Em que:

SQR = substéancia quimica de referéncia;

VLR = valor obtido em (pg/mL) de SQR/mL em S2, a partir da equacéo da reta;
500 = fator de dilui¢éo;

1000 = valor de converséo de pg para mg;

m = massa (g) de droga vegetal considerando a determinacao de agua.

4.4.3. ldentificacdo dos constituintes por CLAE-MS

As solucbes foram preparadas conforme descrito no item 4.4.2.1 As analises foram

realizadas em cromatégrafo liquido do Prominence ® UFLC Shimadzu LC-20AD com injetor
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automatico e detector de arranjo de diodos (DAD) acoplado a um espectrémetro de massas
microTOFIII (Bruker Daltonics) com fonte de ionizacdo por eletrospray. Todas as amostras
foram analisadas em ambos 0s modos de ionizagao, positivo e negativo. A coluna utilizada na
analise foi uma coluna Kinetex 2.6 pm Cis 100A (150 x 2,1 mm) acoplada a uma pré-coluna
de mesmo material, ambas da marca Phenomenex.

A partir das amostras preparadas na concentracdo de 1 mg/mL, foram injetados no
cromatografo 1 pL. A vazdo empregada foi de 0,3 mL/min e temperatura do forno de 50 °C. A
fase movel foi composta por agua deionizada (A) e acetonitrila (B), ambos com 0,1% de acido
férmico. O gradiente de eluigéo utilizado foi de 0-2 min a 3% (B), 2-25 min de 3 a 25% (B), 25-
40 min de 25 a 80% (B) e 40-43 min a 80% (B).

Os picos cromatogréficos foram identificados com base em seus espectros de UV,
massa obtida para os ions precursores - molécula protonada [M+H]* e/ou molécula
desprotonada [M+H] em alta resolucdo, espectros de ions produto gerados por dissociagdo
induzida por colisdo em modo EM/EM e tempos de retencdo no sistema utilizado (co-injecédo
de padrbes). Esses dados foram gerados a partir de andlises por CLAE-DAD-MS, tanto no
modo de ioniza¢do positiva quanto negativa, para cada amostra.

Alguns picos foram identificados simplesmente por comparacdo de tempos de
retencdo e dados espectrais com os de padrfes galocatequina, epigalocatequina, catequina
e epicatequina, como também a partir da comparacao com os dados descritos na literatura

para tais substancias.

4.5. Desenvolvimento de membranas poliméricas

Os materiais utilizados para producdo das membranas pelo processo de casting foram:
gelatina como matriz polimérica, propilenoglicol como agente plastificante e co-solvente, agua
como solvente e extratos hidroacetonicos de SA e AC.

A producdo das membranas transcorreu em quatro etapas: a primeira consistiu em
solubilizar 1,2 g da gelatina (gelatina em pd, NP — Comércio de Produtos Alimenticios Ltda)
em 120 mL agua destilada por 72 h em agitador mecanico com magneto. Na segunda etapa,
0,068 g de extrato na concentragdo de 0,57 g/L, foi solubilizado em 0,24 g propilenoglicol os
quais foram adicionados a gelatina com a agua. A terceira etapa consistiu em verter 30 mL da
dispersao filmogénica em placas de polipropileno e na quarta e ultima etapa as placas foram
colocadas em capela de exaustdo para evaporacdo do solvente durante 5 dias. Apos
eliminagédo do solvente, as membranas foram acondicionadas em recipientes com umidade
relativa de ar de 58% (MORTENSEN, 2015). Ao final foram produzidas membranas com
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concentracdo de 4,5% de extrato em relacdo a massa polimérica seca.

4.6. Caracterizacbes das membranas poliméricas

4.6.1. Avaliacdo macroscopica

As membranas foram submetidas as andlises preliminares macroscopicas para analise
de suas superficies, nas quais foram observadas as seguintes caracteristicas: continuidade
(auséncia de rupturas e fraturas ap0s a secagem), homogeneidade (auséncia de particulas
insoliveis ou visiveis a olho nu, ou zonas de opacidade ou de cores diferenciadas),
manuseabilidade (possibilidade de ser manuseado sem riscos de ruptura), flexibilidade
(capacidade da membrana de fazer dobras até quebrar) e a capacidade de formacdo de uma
pelicula continua (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000). Esta andlise foi obtida por
meio de avaliacdo macroscopica, atribuindo escores de (+) a (+++) sendo classificados em

deficiente, boa e excelente, respectivamente.

4.6.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas tensao/deformacéo foram determinadas com o uso de um
texturdmetro, no modo tragdo (TA-TX2, Stable Micro Systems, England). As amostras foram
cortadas em forma retangular (30x10 mm), sendo utilizados 10 corpos de prova para cada
amostra.

A espessura das amostras foi determinada medindo as amostras em trés pontos com
o uso de um micrémetro digital (Micrébmetro externo digital, Pantec, precisdo = 0,001 mm). O
maédulo de Young ou de elasticidade (E) foi calculado a partir da regido linear da curva de
tensao x deformacéao, entre 0,00 e 1,00% de alongamento. A resisténcia (tensdo de ruptura e
alongamento) do material foi calculada através da &rea abaixo da curva de tensdo x
deformacgdo. A separagdo das garras foi de 20 mm e a velocidade dos testes de 1 mm/s
(ASTM, 2010).

4.6.3. Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade das membranas foi analisada pelo método gravimétrico descrito por

De Moura et al. (2012), em que cinco recipientes contendo solucéo saturada de brometo de
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potassio (KBr) foram selados com as membranas em estudo. Essa solu¢do gera um ambiente
com umidade relativa de 84%. Em seguida, foram pesados em balanca de precisdo eletronica
utilizando o parametro de trés zeros e colocados em dissecador contendo silica. A perda de
massa referente a permeacgao do vapor d‘agua através da membrana foi determinada por
pesagens sucessivas e intermitentes em tempos planejados durante um periodo de 48 h

(ASTM, 2010). A permeabilidade foi calculada utilizando a Equacéo 4:

mp.e
t.A.APV

PVA =

(4)

Na qual:

pva = permeabilidade de vapor de agua;

mp = massa perdida (g);

e = espessura da membrana (mm);

t = tempo (dia);

A = area da membrana (m2);

APV = diferenca entre a pressao de vapor de agua dentro e fora do recipiente (KPa).

4.6.4. indice de intumescimento

A razao de intumescimento das membranas medindo 2,0 x 3,0 cm de diametro foi
determinada pela pesagem das membranas antes e apos a imersdo em 15 mL de solucéo
tampao fosfato pH 7,4, & 37 °C (CAMPOS et al., 2005).

As amostras foram pesadas em balanga de precisdo analitica (Shimadzu AY 220,
precisao 0,0001 g), sendo continuamente pesadas em tempos pré-determinados. Foi utilizada
a metodologia proposta por Mohamed et al. (2011), em que as pesagens das membranas
imersas foram realizadas ap6s a remocéao do excesso de solucdo aprisionada na malha com
o uso de papel filtro e 0 manuseio dessas foi conduzido com o auxilio de pincas de disseccéo
sem dente. As amostras, em triplicata, foram retiradas em intervalos de 5 min (tempos 0, 5,
10, 15, 20, 25 e 30 min) e entdo pesadas. O grau de intumescimento (%) foi determinado de

acordo com a Equacéo 5.
Mg
I= (7) 100 5)
Na qual:
% | = porcentagem de intumescimento;

Ma = massa de agua absorvida (g);

Ms = massa da membrana seca (Q).
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4.6.5. Analise colorimétrica

Os parametros de cromaticidade das membranas foram medidos com colorimetro
portatii modelo CR-30, Minolta Chroma Meter, Minolta Camera Co. Osaka, Japdo. A
determinacdo dos parametros de cor foi realizada segundo metodologia descrita por
Gennadios et al. (1996) utilizando o sistema CIE Lab. As amostras das membranas sem e
com extratos de S. adstringens e A. cochliacarpos foram analisadas em triplicata em trés
pontos distintos, dois periféricos e um central, sobre placa branca com padréo de calibracdo
CR-A43 e escala de cores descrita pela Commission Internationale de L'éclairage (CIE-
L*a*b*). O aparelho foi configurado para uso de fonte de luz D65 (PEHLIVAN et al., 2005). A
avaliacdo foi feita através dos parametros L*, a* e b* onde, L* representa a luminosidade
(sendo L* = 0 preto e L* = 100 branco) e a* e b*, sdo as coordenadas croméaticas (sendo +a*

vermelho, -a* verde, +b* amarelo e -b* azul).

4.6.6. Morfologia microestrutural - MEV

A morfologia de superficie e corte transversal das membranas foram avaliados por
microscopia eletrdnica de varredura utilizando o equipamento FEI Quanta 200 (FEI Company,
Holanda) com atmosfera de vacuo de 106 torr. As amostras foram montadas em suportes de
aluminio com fita de carbono, pulverizadas com um filme de ouro (BALTEC SDC 050, Sputter
Coater, Alemanha) e observadas em microscopio eletrdbnico de varredura. As

eletromicrografias foram geradas em modo topogréficos (elétrons secundarios) a 9 kV.

4.6.7. Espectroscopia de absorgdo no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi utilizada para
verificar a presencga ou formagédo de novos grupos funcionais na superficie das membranas
com e sem os referidos extratos. Para obter 0s espectros utilizou-se espectrometro
Bruker, modelo Vertex 70v, Alemanha, acoplado a técnica de andlise de superficie, reflexao
total atenuada (ATR) que funciona no modo de refletancia difusa (DRS), no intervalo de 4000
a 400 cm, com resolucéo de 4,0 cm™ no Departamento de Quimica, Universidade Estadual
de Maringa.

Para verificar a presenca ou formacdo de novos grupos funcionais na superficie dos

extratos foi utilizado o Espectrébmetro (Fabricante: Shimadzu, Modelo: IRPrestige-21). Os
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espectros das amostras foram analisados em niimero de onda entre 4000 e 650 cm™, com 32
acumulacbes e resolucdo maxima de 2 cm?. As andlises de FTIR dos extratos foram

realizadas na Universidade Federal de Sergipe (UFS).

4.6.8. Analise termogravimétrica (TG/DTG)

As curvas de termogravimetria/ termogravimetria derivada (TG/DTG) foram obtidas em
termobalanca (Shimadzu DTG-60) no intervalo de 25-500 °C, sob atmosfera de nitrogénio
(N2), com taxa de fluxo de gas de 50 mL/min* e razédo de aquecimento de 10 °C/min™. Todas
as anadlises foram realizadas utilizando porta amostra de platina contendo de 2 a 2,5 mg da

amostra.

4.7. Ensaio biologico de cicatrizagao in vivo

4.7.1. Submiss&o do projeto de pesquisa ao Comisséo de Etica

A pesquisa obedeceu aos Principios Eticos de Experimentacdo Animal e foi submetido
a Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), constituida pela Portaria N° 01 de 13 de

janeiro de 2009, sendo aprovado com o N° 031114, em 11 de dezembro de 2014 (Anexo 3).

4.7.2. Procedimento cirdrgico

Para o procedimento cirurgico foi utilizado um total de 84 ratos machos Wistar (250 g
* 50 g), divididos em quatro grupos de 28 animais, acondicionados 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 e racao ad libitum e dieta padrao Labina®
(Purina, Sao Paulo, Brasil).

Os animais foram subdivididos em quatro grupos (n=7): 1) CTR - feridas sem
coberturas; 2) GEL — feridas cobertas com membranas de gelatina; 3) GELSA — feridas
cobertas com membrana de gelatina contendo extrato bruto de SA a 0,57 g/L e 4) GELAC —
feridas cobertas com membrana de gelatina contendo extrato bruto de AC a 0,57 g/L.

A confeccéo das feridas foi realizada sob anestesia geral, com injecéo intraperitoneal
de 0,1 mL/100 g de peso de uma solu¢cido 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
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iodopovidona tépico a 1%. Foram realizadas excisdes dermoepidérmicas circulares de retalho
cutdneo dorsal medindo 8,0 mm de diametro, padronizadas com bisturi do tipo punch,
inoxidavel e mantidas sem suturas, ou seja, excisbes abertas. Cada membrana de gelatina,
contendo ou ndo o extrato da casca de SA e AC, utilizada para cobrir a ferida mediu 1,5 cm
de didmetro e foi fixada a pele com soro fisiol6gico a 0,9%. No pds-operatdrio imediato, 0s
animais receberam uma dose profilatica para aliviar a sintomatologia pos-operatoria, para isso

10 mg/kg de diclofenaco de potéssio foi aplicada por via intramuscular.

4.7.3. Determinacdo do indice de retracéo das feridas

As feridas foram fotografadas utilizando uma camera digital (Cybershot Sony HX-300)
fixa em um tripé, com altura padronizada de 20 cm de distancia da ferida, nos dias 0
(imediatamente ap0s a cirurgia), 3, 7, 14 dias de pos-operatorio. As imagens foram analisadas
através do E.A.R Research Project, obtendo o valor total da area da ferida. A porcentagem de
contracéo da ferida foi calculada através da Equagéo 6 (TEO e NAYLOR, 1995).

%R = (%) £ 100 ©6)
Na qual:

% R = indice de retracao;

Ai = Area inicial da ferida (cm?);

Af = Area final da ferida (cm?).

O equipamento e software E.A.R Research Project utilizado para avaliar o indice de

retracdo da ferida esté representado na (Figura 9).
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Figura 9: Equipamento fotografico distando 20 cm de altura da lesdo no dorso do animal (1). Imagem
fotografica da lesdo de didmetro 8 mm. (2) Delimitagdo da &rea da ferida em amarelo por meio da
aplicacdo ferramenta mumford shah/canny da guia plug in e (3) exibicAo da mensuracéo da ferida
avaliada no software E.A.R. Research Project para obtencéo das imagens e avaliagdo do indice de
retracdo das feridas do ensaio experimental.

Fonte: NASCIMENTO, 2017.

4.7.4. Remocao dos espécimes e procedimentos histolégicos / histoquimicos

Apés 3, 7 e 14 dias a partir dos procedimentos cirargicos, sete animais de cada grupo
foram eutanasiados apds anestesia. Cada ferida cirtrgica foi dissecada com margem de 1 cm
de pele integra em torno da lesdo, com profundidade até a musculatura dorsal do animal, em
seguida foram acondicionados em solugcéo de formalina (10%, pH 7,4) e fixadas por 48 h.
Posteriormente, as pecas foram seccionadas transversalmente, desidratadas em alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina sob a forma de blocos (WHITE, JOHNSON,
1974).

Os blocos foram encaixados no micrétomo para fornecer cortes de 5 uym de espessura,
de acordo com as técnicas de processamento histoldgico. Em seguida foram submetidos a
coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) para verificar a resposta inflamatoéria e com Sirius
red para em luz convencional e polarizada no microscopio, proceder a avaliacdo e
classificacdo do coladgeno em tipo | e Ill de acordo com a birrefringéncia apresentada,
conforme aspecto morfoldgico de suas fibras (estriadas ou onduladas, delgadas ou espessas,

curtas ou longas) e disposi¢ado dos feixes (reticulares, entrelacados ou paralelos).
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4.7.5. Analise morfolégica do perfil evolutivo do processo de reparo

Baseado na metodologia de Myers et al. (1961), modificada, a avaliacdo das
caracteristicas histomorfoldgicas associadas ao processo de reparo foram analisadas através
de seccles histologicas coradas em HE, observando-se o processo de reparo ao longo do
experimento, a partir de laminas contendo, em média, 10 secc¢les seriadas de cada animal
estudado.

Na analise das laminas dos espécimes obtidos, elementos estromais foram analisados
semiquantitativamente das diferentes células inflamatorias individualmente: neutrofilos,
eosindfilos, linfocitos, plasmécitos e macréfagos, as quais foram avaliadas a morfologia
especifica obedecendo os escores: 0 (ausente), 1 (quando evidenciadas de forma isolada), 2
(quando aparecer em maior frequéncia e dispersas nos campos 6pticos), 3 (quando aparecer
com maior frequéncia, constituindo agregados densos, mas possibilitando visualizar areas
livres entre os campos Opticos) para isso, 10 campos histolégicos com magnificacdo de 200
X, selecionados por casualizacéo sistematica, foram analisados com os escores obtidos.

Para a avaliagdo morfolégica do perfil evolutivo do processo de reparo foram utilizados
critérios clinicos que envolve o0s seguintes aspectos: (a) formacdo de abscessos, (b)
inflamacao aguda, (c) inflamacéo cronica, (d) regeneracao epitelial, () reagéo de granulagéo,
(f) fibroblastos, (g) deposicdo de colageno e (h) neoformagdo de anexos cutaneos
multiplicados por fatores de corre¢éo (Quadro 4), para melhor representar sua relevancia na
evolugdo do reparo e permitir a determinacéo do escore final preciso do estagio evolutivo do
processo de reparo.

A leitura ocorreu a partir da por¢é@o superior (externa) da margem esquerda das feridas
e, para cada campo selecionado seguiu-se um campo histoldgico desprezado, até atingir a

margem direita com repeticdo na porgao interna da ferida atingindo toda a extenséo da lesao.

71



Quadro 4: Escores histopatoldgicos para analise do perfil evolutivo morfoldgico do processo de reparo
cicatricial cutaneo.

Critério Escore Fator de correcdo Escore final

Formacéo de abscessos -10

Inflamacé&o aguda -4

Inflamacéo crénica -2

Regeneracéo epitelial +5

Reacao de granulacéo +5

Fibroblastos +5

Colageno +10

Neoformagdo de anexos cutaneos +2

Escore total

Fonte: (MYERS et al.,1961)

4.7.6.Analise da deposicao colagénica

Secc0es histologicas foram coradas em picrosirius e analisadas sob luz polarizada
em microscopio modelo OLYMPUS CX 31 com camera fotogréfica acoplada. Em seguida foi
realizada a andlise descritiva do colageno depositado, através de caracteristicas especificas
do colageno presente. A birrefringéncia foi classificada de acordo com os tipos |l
(esverdeadas ou amarelo-esverdeadas) e tipo | (alaranjadas e avermelhadas), totalizando a
soma dos escores até 4. Em relacdo a densidade, avaliou-se a condicdo do tecido
colagenizado baseado nos espacos interfibrilares somando os escores até 4. Quanto ao
arranjo das fibras de colageno e a disposicdo dos seus feixes foram classificados em
reticulares, paralelos ou entrelagados, também com a soma dos escores até 4, por fim, a
morfologia das fibras de colageno foi classificada, tanto na porcdo superficial quanto na
porcdo profunda da lesdo, em fibras estiradas ou onduladas, curtas ou longas, delgadas ou
espessas (MYERS et al., 1961).

4.8. Anédlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de normalidade por meio do teste de
Shapiro-Wilk. Diferencas entre médias de trés ou mais grupos com distribuicdo gaussiana
foram analisadas pelo teste de variancia duas vias (ANOVA), com extensdo Post-hoc de
Tukey. Aquelas com distribuicdo ndo gaussiana foram analisadas por meio do teste de
Krushkal-Wallis, com extenséo post-hoc de Dunn. Foi utilizado o nivel de significancia de 5%
para todas as analises, de modo que as diferencas observadas foram consideradas

significativas quando o p<0,05.
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Para as analises do ensaio bioldgico de cicatriza¢do foi utilizado o Programa GraphPad
Prism®versdo5.0 e os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média
(e.p.m.). Para analise comparativa de diferencas entre duas médias, foi utilizado o teste T de

student.
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5.RESULTADOS

5.1. Prospeccéo de patentes

Na busca de patentes, utilizando as palavras-chave Stryphnodendron adstringens e
Abarema cochliacarpos separadamente, foram encontrados apenas 15 documentos. Destes,
somente 3 referem-se exclusivamente a Abarema cochliacarpos. Nao foi identificado nenhum
documento de patente que faz referéncia ao processo de obtencdo de membranas
biopoliméricas que utilize como componente ativo adicional a incorporacdo de extratos
hidroacetonicos de Stryphnodendron adstringens e Abarema cochliacarpos. Os documentos
encontrados referem-se a formulagbes contendo os extratos para utilizacdo na area de
dermatologia, sendo alguns deles especificamente para fins cicatrizantes.

A PI n® 0700960 refere-se a formulacdes elaboradas para uso médico na cicatrizagao
de lesbGes cutaneas e cirlrgicas utilizando o extrato obtido do caldo de cana de agucar
fermentado, contendo diversos compostos bioativos naturais incluindo o extrato de
Stryphnodendron adstringens para o uso em lesées provocadas por dermoabraséo, doenga
genética congénitas (dermatite atdpica, queratinizacdo, pele seca) ou psicossomaticas
(psoriase), processos inflamatérios superficiais (acnes, abcessos), queimaduras e feridas
profundas para uso em fisioterapia, traumatologia. Com este produto também foram
elaborados itens para higiene como desodorante, sabonetes sélidos e liquidos, xampus,
condicionadores e creme dental para tratamento de gengivite além de hidratante corporal, e
creme para tratamento de manchas e estrias.

A combinacdo de uso de exopolissacarideos microbianos e acidos urénicos com
plantas, ervas e extratos vegetais como o de Stryphnodendron adstringens para obtengéo de
produtos cosméticos e dermatoldgicos como sabonetes, sabdes, cremes, géis, pastas, spray,
pomadas, emplastros foi apresentado no documento Pl n°® 0600964-6. Ja o documento n° BR
10 2015 010855-9, refere-se a composi¢do cosmética para tratamento de estrias contendo de
10% a 25% de extrato de barbatimao, acido glicélico, de 1% a 3% de 6leo de rosa mosqueta.
O documento n° PI 0303680-4 dispde de formulacdo de sabonete natural a base de aroeira e
barbatimdo, em uma mistura de sab&o de coco a ser utilizado para a retirada de manchas da
pele.

O documento Pl n°® 0600102-5 trata de composicdo terapéutica composta por S.
adstringens, Ginkgo biloba, rosa mosqueta, alantoina, &cido salicilico, enxofre, licor carbonis
detergens e vaselina em pasta. Esta formulagdo esta proposta para uso topico no tratamento
de psoriase, eczemas, dermatites seborreicas e reacdes alérgicas da pele. Ja a patente n° PI
9903518-9 trata de produtos na forma de log6es para fins dermatoldgicos. A Pl n° 0305535-

3, refere-se a forma farmacéutica fitoterapica cicatrizante e antimicrobiana para o tratamento
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de Ulceras isquémicas e infeccbes. Apresenta-se na forma liquida ou semi-sélida, sendo
composta por tintura da casca de Stryphnodendron, conservante, glicerina 10%, fosfato
monossédico e agua. Também foi encontrada a formulagdo de uma microemulsdo contendo
Abarema cochliacarpos Barneby & Grimes com potencial antioxidante e cicatrizante para
tratamento coadjuvante de feridas cutaneas e processo de obtencdo da mesma na PI n°
1020150073810.

O documento Pl n°® 1004542-2 apresenta a composicdo farmacéutica em forma de
pomada com extratos de Abarema cochliacarpos, Stryphnodendron adstringens,
Stryphnodendron polyphyllum, Stryphnodendron coriaceum Benth pulcherrimum para
tratamento adjuvante de infec¢des relacionadas aos Papilomavirus humano (HPV).

Ja o documento PI n° 0705071-2 refere-se a um processo para obtencéo de composto
farmacéutico ou cosmético através do extrato de Stryphnodendron adstringens barbatiman,
para diminuicdo de pelos em diversas regides do corpo. A Pl de n® 0105968-8 refere-se ao
desenvolvimento de uma férmula medicinal natural contendo Synadenium umbellata,
Euphorbia milii L e Stryphnodendron adstringens para tratamento alternativo do HIV. O
registro Pl n° 102013013963, diz respeito a utilizacdo do extrato de A. cochliacarpos no
tratamento coadjuvante do acidente ofidico causado por serpente do género Bothrops.

Os demais registros sao: Pl n® 0305658-9, refere-se a um larvicida bioquimico. A PI n°
0301845-8, trata-se de removedor de esmalte para unha, portanto seu uso foi para fim
cosmético e a Pl n°® 1001158-7, que se trata de adesivos tanicos para substituir resinas

sintéticas para colagem de chapas de madeira.

5.2. Avaliagado do processo extrativo

5.2.1. Rendimento

Os rendimentos dos extratos da espécie AC pelos dois métodos estudados podem ser
observados na Figura 10 (A). Os rendimentos obtidos pelo método de extracao por maceracao
dindmica apresentaram atividade antioxidante significativamente maior (37%) aos obtidos
pelo método de turbo extracao (32%) (p<0,05).

A Figura 10 (B) compara os extratos AC-TE e SA-TE, onde AC-TE apresentou
rendimento 32%, significativamente menor que SA (41%) (p<0,005).
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Figura 10: (A) Rendimentos dos extratos de Stryphnodendron adstringens (SA) e Abarema
cochliacarpos (AC) pelo método de turbo extracdo (TE) e macerac¢do dinamica (MD) apresentando
diferenca significativa (*p<0,05); (B) Rendimentos dos extratos de SA e AC por TE apresentando
diferenca significativa (**p<0,05). Teste t (p<0,05).

5.3. Caracterizagdo do extrato

5.3.1. Atividade antioxidante

Na Figura 11 estdo apresentadas as avaliagOes realizadas da atividade antioxidante
por meio do método de DPPH (A) e FRAP (B). No método DPPH, o extrato AC-TE apresentou
menor potencial antioxidante (ICsp= 19,97 pg/mL) quando comparado ao extrato obtido por
maceracdo (ICso= 11,86 pg/mL) (p<0,001). Neste caso, AC-MD apresentou maior atividade
antioxidante. No método FRAP foi observado o mesmo comportamento, onde AC-MD
apresentou 5,9 mmolTrolox/g ou seja, atividade antioxidante significativamente maior,
(p<0,001), que AC-TE, que foi de 4,7 mmolTrolox/g.

A} DPPH B) FRAP

25+ Rk 8- ok
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AC-TE ACMD AC-TE AC-MD

Figura 11: Avaliacdo do potencial antioxidante pelos métodos DPPH (A) e FRAP (B) do extrato de
Abarema cochliacarpos por turboextragdo (AC-TE) e maceragéo dindmica (AC-MD). ***p<0,001. Teste
t (p<0,05).
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Na Figura 12 observou-se que os extratos AC e SA obtidos por turboextracéo
apresentaram diferenca significativa pelo método DPPH (Figura 12A), sendo SA-TE
apresentou ICsp de 17 pg/mL, enquanto que para AC-TE foi 21 pg/mL (p<0,01). Entretanto, 0os
extratos apresentaram comportamentos similares pelo método FRAP (p>0,05) (Figura 12B),
no qual SA-TE obteve 4,7 mmolTrolox/g e AC-TE 4,6 mmolTrolox/g.
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Figura 12: Extratos AC e SA obtidos por turbo extracdo e avaliados pelos métodos DPPH (A) e FRAP
(B). **p<0,01. Teste t para p<0,05.

5.4. Analise quimica — Cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE-MS e CLAE-
DAD de S. adstringens (SA) e A. cochliacarpos (AC)

A guantificag@o das substancias foi realizada por CLAE-DAD, enquanto a identificacdo
dos compostos foi determinada por CLAE-MS.

A Figura 13 apresenta o perfil cromatogréafico por CLAE-MS de SA-TE. Foi observado
no cromatograma de SA-TE a presenca de galocatequina, epigalocatequina, O-metil-
epigalocatequina no tempo de 10 min. Outras substancias majoritarias como a galocatequina

e a epigalocatequina se apresentam nos tempos aproximados de 4 e 9 min, respectivamente.
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Figura 13: Perfil cromatografico de SA-TE, apresentando as substancias majoritarias presentes no
extrato hidroacetdnico.

A Figura 14 apresenta o cromatograma de AC-TE, onde foram identificadas as
seguintes substancias: di-O-hexosideo, epicatequina, catequina e dimeros de procianidinas,
O-deoxihexosil-(epi)catequina, dimeros de procianidinas, dimeros de procianidinas-O-galato,
(epi)catequna O-galato. Nota-se elevada presenca da catequina e dimeros de procianidinas
com tempo de retengdo aproximado de 9 min.
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Figura 14: Perfil cromatogréafico de AC-TE, apresentando as substancias majoritarias presentes no
extrato hidroaceténico.
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O teor de galocatequina e epigalocatequina nas amostras dos extratos hidroaceténicos
do S. adstringens (SA-TE) foi calculado a partir da equacao linear da reta obtida com as curvas
analiticas dos padrées (Figura 15). O resultado foi 25,46 + 0,52 ug de galocatequina/mg em
SA-TE e 75,88 + 3,45 g de epigalocatequina/mg em SA-TE (média + desvio padrao).

1500000 - Curva Galocatequina Aikadab: Curva Epigalocatequina
800000 -
1000000 -
g § 600000 -
e < 400000+
500000 4
y=30177x+1217 200000 y=23488x+3838
r’=0,9970 ’=0,9974
0 T T L 8 0 L ¥ T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
conc (ug/ml) conc (ug/ml)

Figura 15: Curvas analiticas da galocatequina e epigalocatequina.

Pode ser observado na Figura 16 que das amostras do extrato hidroaceténicos da A.
cochliacarpos (AC-TE) foram obtidas curvas analiticas dos padrbes de catequina e
epicatequina para calcular o teor destes marcadores na amostra. O resultado foi de 150,13 £
8,74 ug de catequina/mg em AC-TE e 46,92 + 6,35 ug de epicatequina/mg em AC-TE (média
+ desvio padrao).
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Figura 16: Curvas analiticas da catequina e epicatequina.
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5.5. Caracterizagdo das membranas

5.5.1. Avaliagcdo macroscoépica

A Figura 17 apresenta as imagens das membranas de gelatina sem a incorporagéo do
extrato (Figura 17A — GEL) e com a incorporagéo de SA (Figura 17B — GELSA) e AC (Figura
17C — GELAC). Todas as membranas ndo apresentaram particulas insollveis na andlise
macroscopica. GELSA e GELAC apresentam-se translicidas e com homogeneidade de cor.

Figura 17: Fotografias da membrana de gelatina - GEL (A), membrana de gelatina contendo extrato de
S. adstringens - GELSA (B) e membrana de gelatina contendo extrato de A. cochliacarpos — GELAC

©.
Fonte: ALVES, 2017

As principais caracteristicas macroscoépicas analisadas nas trés membranas estédo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas macroscopicas observadas nas membranas GEL, GELSA e GELAC.

membranas Continuidade = Homogeneidade Manuseabilidade Flexibilidade
GEL +++ +++ ++ ++
GELSA +++ +++ ++ ++
GELAC +++ ++ +++ +++

(+) deficiente, (++) boa, (+++) excelente. GEL: membrana de gelatina; GELSA: membrana com extrato
de S. adstringens; GELAC: membrana com extrato de A. cochliacarpos.
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5.5.2. Colorimetria

Na determinacao das coordenadas cromaticas “a” e “b” para as amostras analisadas,
observou-se que houve diferenca de cor das membranas apds incorporacdo dos diferentes
extratos, assim como a analise de luminosidade (L) em relacdo a membrana GEL.

Os valores obtidos em GEL foram usados como padrdo para o célculo da diferenca
das coordenadas de cromaticidade “a” e “b”, gerando Aa, que € o indicativo da cor
verde/vermelha e Ab é o indicativo da cor azul/amarela. O mesmo ocorreu para o calculo de
AL, que é o indicativo de luminosidade e AE, que representa a diferenca total da cor da
amostra em relacédo ao GEL.

Foi observado que os diferentes extratos geraram membranas com cor diferente, onde
GELSA apresentou maiores valores que GELAC para todos os parametros (p<0,001, teste T),

conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios dos pardmetros de cor obtidos na andlise colorimétrica em plano de fundo
branco das membranas GEL, GELSA e GELAC.

Membrana AL Aa Ab AE Aparéncia
GEL 0 0 0 0
GELSA 13,9+0,9? -7,510,62 -14,7+£1,02 21,6+1,42 ,/ \

GELAC 8,4+1,5P -4,5+1,0P -11,6+1,6° 15,0+2,2°

Letras diferentes em uma mesma coluna representam valores estatisticamente diferentes com p<0,001
(Teste T para p<0,05). GEL: membrana de gelatina; GELSA: membrana com extrato de S. adstringens;
GELAC: membrana com extrato de A. cochliacarpos

5.5.3. Propriedades mecanicas e permeabilidade

A espessura, as propriedades mecéanicas e a permeabilidade ao vapor d’agua das
membranas estéo representadas na Tabela 4. Em relac&o a espessura das membranas GEL,
GELSA e GELAC, pode ser observado que houve diferencas significativas (p<0,05) entre

todas as membranas, sendo que GELSA foi a que apresentou menor espessura.

81



Tabela 4: Propriedades das membranas GEL, GELSA e GELAC.

Caracterizacéo da

membrana GEL GELSA GELAC
Espessura (um) 27,4+0,42 17,4+0,2° 30,0+0,4°¢
Médulo de Young (MPa) 1185,1+268,72 2387,7+321,1° 1085,0+248,42
Tenséo Maxima (MPa) 43,3+9,02 65,3+20,8° 32,3+15,12
Deformacéo (%) 7,1+2,32 6,2+2,02 5,4+1,82
Permeabilidade 9,7+3,22 10,4+2,8° 11,8+1,8

(g.mm/dia.m2.KPa)

Letras diferentes em uma mesma linha representam valores estatisticamente diferentes (ANOVA
seguido de Tukey para p<0,05). GEL: membrana de gelatina; GELSA: membrana com extrato de S.
adstringens; GELAC: membrana com extrato de A. cochliacarpos.

Em relacdo as propriedades mecénicas, foi observado que GELSA apresentou-se
diferentes das demais membranas em relacdo ao Modulo de Young e tensdo maxima até o
rompimento (p<0,05). Entretanto todas as membranas apresentaram a mesma deformacgéo
(p>0,05). GELAC foi a membrana que apresentou maior permeabilidade ao vapor d’agua
(p>0,05) e apresentou permeabilidade semelhante ao GEL (p>0,05).

5.5.4. indice de intumescimento

As curvas de intumescimento das membranas estdo representadas na Figura 18. Nao
houve diferenca significativa entre as curvas (p>0,05) e todas as membranas apresentaram
capacidade de absorcédo de agua maior que 400% apés 10 min. As membranas iniciaram o

intumescimento tdo logo entraram em contato com o solvente, com rapido ganho de massa.

6001
400+

200+

Intumescimento (%)

0 10 20 30
Tempo (min)
— GEL — GELAC — GELSA

Figura 18: indice de intumescimento das membranas. GEL: membrana de gelatina; GELSA: membrana
com extrato de S. adstringens; GELAC: membrana com extrato de A. cochliacarpos.
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5.5.5. Morfologia microestrutural (MEV)

As micrografias das superficies e das secc¢des transversais das membranas de
gelatina sem e com a adicdo de extratos estdo apresentadas na Figura 19.

Analisando as imagens, pode-se observar que a membrana GEL apresentou uma
superficie lisa, regular e sem poros (Figura 19A), enquanto sua seccao transversal (Figura
19B) apresenta canais bem estruturados e regulares. Na membrana GELSA, a superficie
apresentou pequenos poros (Figura 19C) e na micrografia da sec¢éo transversal (Figura 19D),
notou-se uma estrutura compacta e coesa, também com presenga de pequenos poros. Além
disso, foi observado menor espessura e porosidade.

As fotomicrografias das membranas GELAC mostraram superficie com presenca de
substancias ndo dissolvidas (Figura 19E), ndo observadas na analise macroscépica. Na
seccdo transversal de GELAC foi observada estrutura mais grosseira, com rugosidades,
arranjo aleatorio, menos organizado (Figura 19F). Nas secdes transversais de GELSA e
GELAC observou-se a formacdo de uma camada mais densa quando comparado aos poros
regulares formados em GEL.
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Figura 19: Micrografias da superficie e da secc¢éo transversal de GEL (A e B); micrografia de superficie
e seccdo transversal de GELSA - membrana com extrato de S. adstringens (C e D) e micrografia de
superficie e seccao transversal de GELAC - membrana com extrato de A. cochliacarpos (E e F).

5.5.6.Analise termogravimétrica (TG)

As curvas termoanaliticas (TG e DTG) das membranas de GEL, GELSA e GELAC
estdo apresentadas na Figura 20.
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Figura 20: (A) Termogramas das membranas GEL, GELAC e GELSA, em temperatura de até 500 °C.
(B) Curva DTG das membranas GEL, GELSA e GELAC. GEL: membrana de gelatina; GELSA:
membrana com extrato de S. adstringens; GELAC: membrana com extrato de A. cochliacarpos.

Na curva de TG foi possivel observar que as amostras possuem perfis térmicos
semelhantes (Figura 20A), porém GELAC tiveram a menor perda de massa total (Tabela 5).
O primeiro evento onde ocorre perda de massa ocorreu até 100 °C (etapa de desidratacao).
As membranas que continham o extrato apresentaram menor teor de agua (cerca de 10%),
enquanto GEL apresentou 12,6%. Apesar de todas apresentarem pico maximo de
desidratacéo entre 45 e 48 °C, GELAC teve a menor velocidade de desidratacdo (Figura 20B).
O segundo evento, com perda de massa entre 52 e 55% ocorre em temperaturas entre 310 e
322°C.

Tabela 5: Pardmetros térmicos da termodecomposi¢do das membranas.

Perda de massa Tmax (°C) Perda de massa Tmax (°C) Perda de

Amostras (%) entre 25 a entre 25a (%) entre 100 e entre 100 e massa (%)
100°C 100°C 500°C 500°C total
GEL 12,6 46,9 55,8 317,5 68,4
GELSA 10,7 48,3 55,3 310,0 66,0
GELAC 10,5 45,8 52,0 322,7 62,4

GEL: membrana de gelatina; GELSA: membrana com extrato de S. adstringens; GELAC: membrana
com extrato de A. cochliacarpos.
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5.5.7. Espectroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros FTIR das membranas GEL, GELSA e GELAC sdo mostrados na Figura 21.
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Figura 21: (A) Espectro de absorcéo de infravermelho para membranas GEL, GELAC e GELSA GEL:
membrana de gelatina; GELSA: membrana com extrato de S. adstringens; GELAC: membrana com
extrato de A. cochliacarpos e (B) aproximacao dos espectros em (A) na regido das bandas entre 1800
cm?a 650 cm™.

Na andlise do FTIR observa-se que as membranas, independente de conter ou ndo
extratos na sua constituicdo, apresentaram bandas tipicas as observadas para a gelatina, de
acordo com as reportadas na literatura.

Foram observadas bandas em 1629 e 1544 cm™ que séo atribuidas as vibragées de
amida | (estiramento do C=0) e amida I, relacionadas ao estiramento do grupo C-N (JALAJA
et al., 2015). Observou-se que todas as membranas apresentaram mesma intensidade das
bandas e nenhuma apareceu ou foi suprimida. Utilizou-se a linha pontilhada para mostrar que
ndo houve deslocamentos significativos. As bandas em 1544 cm™ correspondem a bandas
amida Il (flexdo NH) (YAKIMETS et al., 2005; JALALA et al., 2015).

5.6. Ensaio biolégico
O projeto apds submissio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Tiradentes, foi aprovado com o nimero 031114, em 11 de dezembro de 2014.
(Anexo 1).
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5.6.1. indice de retracéo da ferida

Observa-se na Figura 22, que a aplicacdo tépica das membranas sobre lesdes
dérmicas dos grupos GEL, GELSA E GELAC e no grupo CTR (sem cobertura), ndo promoveu
alterag@es clinicas compativeis com um processo de reparo deficiente, ndo houve colecéo
purulenta na éarea tratada e adjacentes (XUE, JACKSON, 2015). E visivel ainda, que a
retracao tecidual foi progressiva, sendo mais precoce nos grupos contendo compostos ativos,
ao longo do periodo de 14 dias experimentais e, em conformidade com as imagens

fotogréficas.
Dia0 Dia3 Dia7 Dia 14
*,}_'."

B --
- - -‘ -
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Figura 22: Fotografias dos aspectos das feridas dérmicas durante a avaliacdo do indice de retracdo
dos grupos: CTR (controle sem cobertura), GEL (cobertura com membrana de gelatina), GELSA
(membrana de gelatina com extrato de S. adstringens) e GELAC (membrana de gelatina com extrato
de A. cochliacarpos), nos tempos de 0, 3, 7 e 14 dias de confeccéo da ferida.



O indice percentual médio de retracdo das feridas em 3 dias (Figura 23A) e 7 dias
(Figura 23B) nos grupos tratados com as membranas GELSA e GELAC foi significativamente
superior (p<0,01) quando comparados ao grupo CTR e GEL (p<0,001). Além disso, GELAC
apresentou o maior percentual de retracdo da ferida entre os grupos tratados, quando
comparados ao CTR, nos dois tempos experimentais: em torno de 60% em 3 dias e 80% em
7 dias. Em 14 dias (Figura 23C), todos 0s grupos que continham o extrato apresentaram
diferenca significativa em relagéo a Gel e CTR (p<0,01). GELSA e GELAC alcangaram 100%
de retracao das feridas.
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Figura 23: Determinacdo dos indices médios de retrac@o das feridas dos animais experimentais ao
longo do periodo de (A) 3, (B) 7 e (C) 14 dias. Os dados sdo expressos de forma que letras iguais
representam que ndo ha diferenca significativa e letras diferentes representam que néo ha diferenca
significativa e letras diferentes representam diferenca de p<0,001 (ANOVA e pds-teste de multiplas
comparacdes de Tukey).

5.6.2. Andlises histomorfolégicas da reacéao inflamatoria

Em 3 dias (Figura 24), foi observada intensa reacdo inflamatéria aguda, com
polimorfonucleares neutrdéfilos infiltrando especialmente a superficie da ferida, em todos os

grupos analisados. Na profundidade da lesdo, o grupo controle (CTR) apresentou reacao
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inflamatoria aguda intensa, caracterizada pela presenca de edema e exsudato serofibrinoso.

Nos grupos GEL, GELSA e GELAC, foi evidenciado moderado edema intersticial e
infiltragc&o inflamatoria subaguda marcante, composta por polimorfonucleares neutrofilos em
associagdo a linfécitos e macrofagos. Nos grupos GELSA e GELAC houve formacao de
reacdo de granulagdo imatura, rica em vasos capilares hiperemiados na base da ferida no
mesmo intervalo de tempo. No entanto, o grupo GELAC se destacou pela maior quantidade

de células estromais distribuidas em toda area da ferida.

GELSA 100 um GELAC 1&1_::1

Figura 24: Fotomicrografias de secg¢fes histoldgicas coradas em HE representativas do processo de
reparo em 3 dias. CTR apresenta infiltracdo inflamatéria rica em polimorfonucleares neutréfilos
associada a intenso edema intersticial (100 x); em destaque observa-se a presenca de leucdcitos
polimorfonucleares neutréfilos (ndcleos lobulados pequenos) e linfécitos (nUcleos redondos escuros)
(400 x e 800 x). GEL e GELSA apresentam edema e infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos
superficiais e reacdo de granulacdo bastante imatura na base da ferida (100 x), enquanto que GELAC
apresenta maior celularidade fusocelular da reacédo de granulacdo; em destaque, nos trés grupos,
células fusiformes estromais que comp&em a reacdo de granulagdo (400 x e 800 x). Legenda: CTR —
grupo controle; GEL — grupo tratado apenas com membranas de gelatina; GELSA — grupo tratado com
membranas de gelatina contendo extrato de S. adstringens; GELAC — grupo tratado com extrato de A.
cochliacarpos; ED — edema intersticial; PMN — polimorfonucleares neutréfilos; RG — reagdo de
granulacao.
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Em 7 dias (Figura 25), todos os grupos apresentaram area de exuberante reacao de
granulacdo com infiltrado inflamatério predominantemente crénico, no qual foi evidenciada
elevada quantidade de vasos sanguineos irregulares de pequeno calibre, perpendiculares a
superficie da ferida. Foi observada ainda intensa proliferacdo de células fusiformes,
interpretadas como fibroblastos jovens, miofibroblastos e células endoteliais, organizadas em
séries regulares, distribuidas ao longo de fibrilas eosinofilicas delgadas de colageno,
arranjadas paralelamente a superficie da ferida. O grupo CTR apresentou a mais extensa
faixa de reacao de granulacéo correspondendo aproximadamente a 2/3 da area total da lesao,
enquanto que no 1/3 mais profundo foi evidenciada maior deposicdo colagénica em
detrimento de infiltracdo inflamatdria e neovascularizagdo. GEL exibiu faixa de reacao de
granulacdo espessa, embora menor que CTR, com presenca de vasos capilares bem
dilatados e congestos, presenca de maior densidade tecidual de colageno e, reducdo na
intensidade do processo inflamatério, o que sugere uma reacao de granulacdo mais madura.
O grupo GELSA e GELAC exibiram expressiva reducéo na espessura da faixa de reacdo de
granulacdo e maior condensacao fusocelular e colagénica, menor contingente vascular,
gquando comparado aos grupos CTR e GEL.

Em 14 dias (Figura 26), o grupo CTR exibiu reacé@o de granulacdo com faixa espessa
em cerca de 1/3 da profundidade da ferida, ricamente celular e hipovascular. Apesar de todos
0S casos mostrarem epitelizagdo avangada, em dois animais esta se apresentou incompleta.
Os grupos GEL e GELSA exibiram faixa subepitelial muito delgada de reag&o de granulagéo,
com pequenos vasos capilares residuais presentes, enquanto toda a area restante da ferida
esteve constituida por uma cicatriz fibrosa bem colagenizada com células fibroblastica e area
hipovascularizada. GELAC, por sua vez, apresentou uma cicatriz fibrosa bem colagenizada
delgada e densa em toda a area da ferida, com distribuicdo relativamente homogénea de
células fusiformes e ovoides, apontadas como fibroblastos. Em todos os grupos tratados com
cobertura de gelatina, independente da incorporacdo de ativos (GEL, GELSA e GELAC) a
epitelizacdo se mostrou completa; contudo, em GELAC foram evidenciados pequenos
brotamentos epiteliais marginais (buddings) que foram interpretados como a formacéo de

rudimentos de anexos cutaneos, como foliculos pilosos.
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Figura 25: Fotomicrografias de seccdes histoldgicas coradas em HE representativas do processo de
reparo em 7 dias. Todos os grupos apresentam reacéo de granulagdo exuberante ocupando a area de
reparo. CTR exibe uma faixa de reacao de granulacao que se estende da hipoderme a superficie da
ferida (“‘cima a baixo”), enquanto em GEL, esta ocupa aproximadamente 2/3 superficiais da
profundidade da é&rea lesada (100 x). Em GELSA e GELAC a faixa de reacdo de granulacdo ocupa
aproximadamente 1/3 da extensédo em profundidade da area lesada (100 x). Em destaque, observa-se
detalhe das células da reacdo de granulacdo, constituidas de células fusiformes e inflamatérias em
CTR e GEL, mas essencialmente fusocelular em GELSA e GELAC (400 x). Legenda: CTR — grupo
controle; GEL — grupo tratado apenas com membranas de gelatina; GELSA — grupo tratado com
membranas de gelatina contendo extrato de S. adstringens; GELAC — grupo tratado com extrato de A.
cochliacarpos; RG — reacdo de granulacdo; seta pontilhada — espessura, em profundidade, da faixa de
reacdo de granulacao.
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Figura 26: Fotomicrografias de secg¢bes histolégicas coradas em HE representativas do processo de
reparo em 14 dias. CTR exibe reagdo de granulagéo residual disposta em faixa superficial ainda bem
vascularizada e areas de epitelizacdo incompleta (100 x). (400 x). GEL exibe reac¢do de granulacao
residual também ricamente vascularizada, mas com epiteliza¢céo completa (100 x). GELSA e GELAC
apresentam cicatriz fibrosa imatura, hipovascularizada e ricamente celularizada (100 x). Notas
formagdo de brotamentos (buddings) epiteliais marginais compativeis com anexos cutaneos
rudimentares em GELAC (setas). Em destaque, evidencia-se detalhes das células fusiformes e vasos
capilares compondo a reacédo de granulacéo residual em CTR e GEL e do componente fusocelular
predominante na cicatriz fibrosa imatura em GELSA e GELAC (400 x). Legenda: CTR — grupo controle;
GEL — grupo tratado apenas com membranas de gelatina; GELSA — grupo tratado com membranas de
gelatina contendo extrato de S. adstringens; GELAC — grupo tratado com extrato de A. cochliacarpos;
RG - reacdo de granulacéo; EP — epitélio pavimentoso estratificado queratinizado (epitelizacdo); CFl —
cicatriz fibrosa imatura; (*) — area de desnudamento do tecido conjuntivo resultante de epitelizagédo
incompleta.

5.6.3. Analise dagradacéo histolégicado processo de reparo cicatricial dérmico
(HE)

Os escores médios de gradacdo histoldgica do processo de reparo das feridas

cirurgicas dos grupos CTR, GEL, GELSA e GELAC nos tempos de 3, 7 e 14 dias estdo
descritos e representados abaixo, em conformidade com a Figura 27.
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Figura 27: Escores médios do perfil evolutivo do processo de reparo cicatricial em ratos submetidos a
tratamento com membranas contendo extrato de SA e extrato de AC. Dados expressos como média +
erro padrdo da média. Letras iguais representam que néo ha diferenca significativa (p>0,05), letras
diferentes representam diferenca significativa p<0,001.

Em 3 dias, foi evidenciado que os escores da gradacgéo histologica do processo de
reparo em GELSA e GELAC foram significativamente maiores (p<0,001) do que no grupo CTR
e GEL, mas ndo houve diferenca entre os dois primeiros (p>0,05). Os escores médios de
retracdo da ferida obtidos em GELAC, contudo, foram significativamente maiores que em
GELSA (p<0,001). Em 7 dias, os escores meédios dos grupos GEL, GELSA e GELAC foram
significativamente maiores (p<0,001) do que no CTR, mas ndo houve diferenca entre os
grupos tratados com as diferentes membranas (p>0,05). Em 14 dias, os escores médios no

grupo GELAC foram significativamente maiores do que o grupo CTR (p<0,001).

5.6.4. Analise dagradacao histolégicado processo dereparo cicatricial dérmico

Picrossirius

Em 3 dias, as secc¢Bes coradas em Picrossirius Red examinadas sob luz polarizada

revelaram, em todos os grupos, a presenca de raros feixes fibrosos predominantemente
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curtos, delgados e delicados, com birrefringéncia esverdeada sugestiva de colageno tipo I
em toda a area da ferida. Estas fibrilas pareciam se dispor em organizacdo reticular,
lembrando um arranjo em “teia de aranha” Os espacos interfibrilares se mostraram
abundantes, amplos e irregulares (Figura 28). Nao foi observada diferenca aparente entre 0os

grupos.

Figura 28: Fotomicrografias de sec¢des histolégicas coradas em picrossirius e analisadas sob luz
polarizada representativas do processo de reparo em 3 dias. Todos 0s grupos apresentam presenca
de fibrilas delgadas e curtas de colageno com birrefringéncia amarelo e amarelo esverdeada compativel
com colageno tipo llIl, disposta em padrao reticular; os espacos interfibrilares (escuros) se mostraram
amplos e abundantes (400 x). Legenda: CTR — grupo controle; GEL — grupo tratado apenas com
membranas de gelatina; GELSA — grupo tratado com membranas de gelatina contendo extrato de S.
adstringens; GELAC — grupo tratado com extrato de A. cochliacarpos.

Em 7 dias, todos os grupos apresentaram formacdo de trama bastante delicada de
fibrilas curtas, delgadas e delicadas de coldgeno mostrando padréo de birrefringéncia dual,
compreendendo moléculas com brilho mais esverdeado, compativel com colageno tipo lll,
permeadas por outras de brilho amarelo-ouro, consistente com colageno tipo I. Os espacos
interfibrilares ainda se apresentavam amplos, embora mais regulares, nos grupos CTR e GEL.
Nos grupos GELSA e GELAC, por outro lado, a trama colagénica se apresentou mais
compacta, sendo formada por fibrilas birrefringentes entrecruzadas conferindo aspecto “em

malha”, com espacos interfibrilares menores entre elas (Figura 29).
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Figura 29: Fotomicrografias de secc¢des histoldgicas coradas em picrosirius e analisadas sob luz
polarizada representativas do processo de reparo em 7 dias. Todos 0s grupos apresentam presenca
de fibrilas delgadas e curtas de coldgeno com birrefringéncia amarelo esverdeada compativel com
colageno tipo Ill, intercaladas com fibras mais espessas com birrefringéncia dourada, consistentes com
colageno tipo I, disposta em padrédo predominantemente reticular em CTR e GEL, mas com areas
paralelas (especialmente na profundidade da ferida) em GELSA e GELAC; os espacos interfibrilares
(escuros) se mostraram notadamente menores, mas ainda abundantes (400 x). Legenda: CTR — grupo
controle; GEL — grupo tratado apenas com membranas de gelatina; GELSA — grupo tratado com
membranas de gelatina contendo extrato de S. adstringens; GELAC — grupo tratado com extrato de A.
cochliacarpos.

No periodo de 14 dias (Figura 30), todos os grupos apresentaram fibras de colageno
com birrefringéncia predominantemente amarelo alaranjada e avermelhada compativel com
colageno tipo |, que se organizavam em uma disposicao arquitetural reticular a superficie das
feridas, mas notadamente paralela na profundidade. Nos grupos GEL, GELSA e GELAC, as
fibras sdo vistas densamente dispostas, entrelacadas, compactadas e com reducdo dos

espacos interfibrilares, caracterizando uma maior densidade e maturidade de colagenizacéo.
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Figura 30: Fotomicrografias de sec¢des histolégicas coradas em picrossirius e analisadas sob luz
polarizada representativas do processo de reparo em 14 dias. Todos 0s grupos apresentam presenca
de fibras mais espessas e de comprimento variavel de colageno com birrefringéncia dourada e
avermelhada, consistentes com colageno tipo |, disposta em padrdo predominantemente paralelo a
superficie da ferida; os espacos interfibrilares (escuros) se mostraram bastante reduzidos (400 x).
Legenda: CTR — grupo controle; GEL — grupo tratado apenas com membranas de gelatina; GELSA —
grupo tratado com membranas de gelatina contendo extrato de S. adstringens; GELAC — grupo tratado
com extrato de A. cochliacarpos.

Através da Figura 31 pode-se observar os escores meédios da densidade de
colagenizacao do processo de reparo das feridas cirtrgicas dos grupos CTR, GEL, GELSA e
GELAC nos tempos de 3, 7 e 14 dias. Em 3 e 7 dias, ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos. Em 14 dias, apenas o grupo GEL apresentou diferenca (p<0,05) quando

comparado com o grupo (CTR).
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Figura 31: Escores médios de densidade de colagenizacdo disposta nas seccdes histologicas do
processo de cicatriza¢é@o de feridas abertas em 3, 7 e 14 dias (Sirius Red/luz polarizada, amplia¢do de
400x). Letras iguais representam que ndo ha diferenca significativa, letras diferentes representam
diferenca significativa com p<0,05 (Teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey).
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6. DISCUSSAO

Pesquisas recentes tém proposto produtos inovadores, biocompativeis,
biodegradaveis, com perfil mecanico adequado no tratamento de injarias de pele, com
respostas sugestivas de cicatrizacdo acelerada em menor tempo do curso convencional (Liu
et al., 2007). Partindo dessa afirmacado e com o propdsito de caracterizar o avango tecnoldgico
em relacdo as espécies vegetais deste estudo, a busca nos bancos de dados de patentes
mostrou um ndmero restrito de patentes confirmando que ainda é escasso 0 interesse
industrial pelos produtos tanto da espécie S. adstringens e, sobretudo, quando se trata da
espécie A. cochliacarpos, ambas popularmente conhecidas como barbatimdo e usadas
principalmente como cicatrizante (SILVA et al., 2009; DIAS et al., 2012; PANIZZA et al., 1988;
EURIDES et al., 1995; MARTINS et al., 2003; LOPES et al., 2005; RABELO et al., 2006; DA
SILVA et al., 2009; HERNANDES et al., 2010; LIMA et al., 2010; MINATEL et al., 2010;
PEREIRA et al., 2015).

Apds busca em banco de dados de patentes, observou-se que todos os produtos e
processos objetos das escassas patentes encontradas utilizando as duas espécies de
barbatiméo foram considerados distintos do produto e processo para obtencdo da membrana
GELSA e GELAC. O carater de inovacéao desta proposta esta na forma farmacéutica proposta,
pois 0s extratos encontrados nas patentes utilizadas com fins cicatrizantes foram incorporados
em diferentes veiculos. Por outro lado, produtos comercializados na forma de membranas
poliméricas reabsorviveis e biocompativeis encontradas no mercado ndo fazem uso dos
extratos vegetais ora estudados.

Assim, o0 processo e 0 produto desenvolvidos e avaliados no presento estudo foi
aprovado pelo Nucleo de Inovagédo Tecnoldgica do Instituto de Tecnologia e Pesquisa para
ser depositado como patente no INPI.

Para se desenvolver um produto farmacéutico a base de produtos naturais, faz-se
necessario a identificagdo botanica da matéria prima vegetal. A identificacdo do vegetal é
importante para evitar problemas associados as intoxica¢des exdgenas (SINITOX, 2013). A
substituicdo de determinadas espécies e a utilizacdo de plantas com nomes populares
semelhantes, mas com distintos usos terapéuticos e distintas composicdo quimica podem
ocasionar efeitos farmacol6gicos ou toxicologicos indesejaveis como sonoléncia, excitacao,
alucinagbes, depresséo do sistema nervoso central (SOUZA et al.,, 2004, BALTAR et al,,
2017). O erro na identificacdo da planta traz risco para a saude quando ha o uso de espécies
vegetais com finalidade terapéutica sem conhecimento prévio de suas propriedades
(PINILLOS et al., 2003; SINITOX, 2013, BALTAR et al., 2017).

Nesta pesquisa foi possivel demonstrar que as espécies objeto deste estudo, apesar

de serem conhecidas popularmente como barbatiméo, sdo diferentes quimicamente. Apenas
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a espécie S. adstringens é reconhecida tanto pelo Ministério da Saude (Brasil, 2006) quanto
no formulario de fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010) como planta
medicinal, sendo permitido o desenvolvimento de produtos com seus compostos ativos para
comercializacéo.

Inicialmente foi estudada a espécie AC por dois métodos extrativos: maceracao
dindmica (MD) em solvente aquoso e turboextracédo (TE) em sistema solvente agua:acetona.
A extragcdo apresentada em ambas as metodologias (MD e TE) produziu rendimentos acima
de 30%. Para os extratos de AC, Silva et al. (2009) pelo método de maceracao dinamica,
apresentaram um rendimento de 19,5% para o extrato aquoso a frio, 17,7% para o extrato
aguoso a quente e 12,8%, utilizando metanol como solvente extrator em temperatura
ambiente, demostrando que o solvente aquoso pode produzir maior rendimento. Em
resultados de pesquisa realizada por Tenério et al. (2016), a extracdo em temperatura
ambiente utilizando o ciclohexano como solvente, mostraram que o rendimento dos extratos
da casca de AC foi de 0,2%, com acetona, 22,54% e com etanol, 10,41%. Da mesma forma,
Dias et al. (2012) utilizaram p6 das cascas da AC para a producao do extrato etanodlico
obtendo rendimento de 90%. Em extrato hexanico 16,42%, cloroférmico com 3,13%, e com o
acetato de etila, 53,15% de rendimento. Observou-se que 0s constituintes presentes na casca
de AC sdo mais sollveis em solventes polares, justificando o alto rendimento tanto utilizando
adgua como solvente (MD) como &gua e acetona (TE). O método de extracdo, assim como a
polaridade do solvente extrator podem afetar o rendimento da extracdo (TIWARI et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2016). Turbo extragdo é o método mais indicado em materiais de elevada
dureza quando é necessaria for¢a de cisalhamento, como no caso dos caules das espécies
ora estudadas (FONSECA, 2005).

ExtragBes aquosas apresentam menor custo ambiental e econémico, porém podem
resultar em extratos com alta impureza (acidos organicos, acgucares, proteinas sollveis)
(CHIRINOS et al., 2007). No entanto, em combina¢cdo com outros solventes organicos como
a acetona, a agua contribui para criar um meio moderadamente polar, 0 que favorece a
extracdo de substancias ativas como os taninos (FONSECA, 2005, LAPORNIK et al., 2005;
LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI, 2005, VIZZOTTO, PEREIRA, 2011).

Na avaliacdo antioxidante, seguindo recomendacao dos autores Wang et al. (2009) e
Lima et al. (2010) foram utilizados dois métodos, importantes na validagéo dos resultados. O
DPPH é um radical livre estavel, para o qual as substancias antioxidantes transferem elétrons
ou atomos de hidrogénio, neutralizando seu carater radicalar (NAIK et al., 2003). Ja o método
FRAP determina a capacidade dos fendis em reduzir o ferro em solu¢bes aquosas de
compostos puros (PULIDO et al., 2000). O DPPH e FRAP possuem correlacdo inversa, isso
ocorre devido ao emprego de diferentes unidades: para valores de ICsp quanto menor for o

resultado melhor sera a atividade da espécie, diferentemente do método FRAP, no qual
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guanto maior o resultado melhor serd a atividade antioxidante. Espécies com este perfil podem
ser utilizadas como anticancerigena, anti-inflamatoéria e no auxilio do tratamento de doencas
neurodegenerativa (LIMA et al., 2010).

Avaliando-se a influéncia do método de extracdo, observou-se que AC-MD tendo a
agua como solvente apresentou melhor potencial antioxidante pelos dois métodos de analise.
Os resultados sugerem gue o solvente mais polar parece conseguir arrastar substancias com
maior capacidade antioxidante (VIZZOTTO, PEREIRA, 2011). Os resultados obtidos neste
estudo sdo superiores aos de Lins Neto et al. (2016), que, ao avaliar a atividade antioxidante
através do DPPH da AC, obteve 31,62 + 2,28 ug/mL com extrato etandlico.

Na comparacgdo entre as duas espécies, foi possivel verificar que a amostra SA-TE
apresentou valores maiores tanto para o rendimento como para a atividade antioxidante
guando comparada a AC-TE. De acordo com Lopes et al. (2005), fatores como sazonalidade,
condicbes de temperatura, regido nativa da amostra, tipo de solo e periodo de coleta do
material estdo associados a varia¢cdes no rendimento dos extratos, além da sua composicao
quimica. Outro fator que influencia nessa variacdo é a exposicdo a agentes patogénicos que
pode acarretar alteragdes no padrdo metabdlico das plantas, produzindo fitoalexinas ou
metabdlicos secundérios para a sua defesa e adequacgéo as condi¢cdes do meio ambiente
(BISBIS et al., 2017).

A atividade antioxidante de SA-TE pode ser devido a presenca de substancias como
epigalocatequina, galocatequina, O-metil-epigalocatequina que possuem boa capacidade de
transferéncia de elétrons (SKRZYDLEWSKA et al., 2002). Da mesma forma, a presenga de
catequinas em AC pode ser as responsaveis pela excelente atividade antioxidante
apresentada. Souza et al. (2009) estudaram pelo método DPPH, o potencial de atividade
antioxidante e observaram que os extratos polares elaborados com etanol 50%, etanol 70%,
acetona e agua (7:3 v/v) e cloroférmio demostraram ter elevado teor de fendis totais e elevada
capacidade antioxidante, esses autores atribuiram o poder antioxidante a presenca de
metabdlitos secundarios derivados da classe de taninos, que sdo 0s principais constituintes
dos extratos de barbatiméo.

Apesar dos resultados de rendimento e potencial antioxidante dos extratos de AC-MD
se apresentarem superiores aos de AC-TE, optou-se por escolher o método de TE para o
desenvolvimento das membranas, por se tratar de um método ja consolidado na literatura e
indicado para materiais de elevada dureza ou muito fibrosos como caules, em que seja
necessaria a forca de cisalhamento (FONSECA, 2005)

As condi¢cbes aplicadas na cromatografia conduziram uma boa separacédo de picos
qgue foram identificados pelos espectros de massas obtidos. Pode-se observar que as
amostras dos extratos SA-TE e AC-TE apresentaram componentes polares. Dados

semelhantes foram encontrados no estudo de Lopes et al. (2009) com extratos de SA obtidos

100



por turbo extracdo, o teor de galocatequina foi de 3,8 mg/g, indicando que esse método pode
ser aplicado para a determinacdo seletiva dos polifendis. Os constituintes quimicos
encontrados em SA estdo também de acordo com os descritos por Audi et al. (2004) para
cascas e folhas de SA em que foram identificadas a galocatequina, epigalocatequina, 4'-O-
metil-galocatequina e 4'-O-metil-galocatequina-(4a— 8)-4'-O-metil-galocatequina.

Dias et al. (2012) encontraram resultados similares em fra¢des hidrometandlicas dos
extratos de AC aos do presente estudo, em que a catequina foi isolada na concentracdo de
37 mg/g. Em outro estudo, Da Silva et al. (2010) obtiveram dimeros e trimeros de catequinas
e Silva et al. (2009), em andlise fitoquimica de extratos aquosos obtidos a frio e quente e
extratos metandlicos, encontraram saponinas, catequinas, taninos, fendis e antraquinonas.
Possivelmente os efeitos benéficos observados no indice de retracdo da ferida devem-se a
presenca da catequina, substancia antioxidante, e dos demais constituintes encontrados nos
extratos hidroacetonicos de AC.

Uma vez conhecida a composi¢cdo quimica dos extratos e sua potencial atividade
antioxidante, membranas de gelatina (GEL) e de gelatina contendo extratos de SA (GELSA)
e AC (GELAC) foram produzidas para posterior avaliacdo do potencial cicatrizante in vivo.

Macroscopicamente as membranas apresentaram-se translicidas e foi possivel a
incorporacdo do extrato de maneira homogénea, sem presenca de particulas insollveis. As
membranas GELAC apresentaram melhores resultados que as membranas GELSA e GEL,
tanto no manuseio sem ruptura quanto na capacidade de fazer dobrar até a ruptura. Essas
caracteristicas, de acordo com a classificacdo de Monterrey-Quintero; Sobral (2000) que
estabeleceram escores qualitativos, classificam as membranas como excelente. Na avaliagdo
da flexibilidade e manuseabilidade, as membranas GEL e GELSA apresentaram maiores
dificuldades, sendo mais susceptiveis a ruptura. Diferentemente, a membrana GELAC
apresentou melhores caracteristicas, o que se traduz em adequacédo do produto no uso
cotidiano. Para Uriarte-Montoya et al. (2010), o equilibrio das caracteristicas de matrizes
poliméricas é importante para 0 manuseio, transporte e o0 armazenamento de coberturas para
feridas, sem que haja sua deformacao ou ruptura, garantindo seu carater protetor. Quanto aos
parametros de continuidade e homogeneidade, as membranas se mostraram igualmente
excelentes de acordo com o escore utilizado.

A diferenca de cor entre as membranas corrobora a diferente composicéo quimica dos
extratos, resultados ja esperados uma vez que as espécies sao diferentes. A cor da membrana
GELSA se explica provavelmente pela presenca da epigalocatequina, uma das suas
substancias majoritarias, que possui cor alaranjada; além disso, segundo Drunkler, et al.
(2004), o &cido tanico e o acido galico apresentam capacidade de participar de reacfes de
copigmentacao. Ribéreau-Gayon et al. (2006) e Arenhart; Fogaca, (2015), enfatizam que a

cor tem relacédo forte com fendis totais e moderada com antocianidinas.
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Efeito semelhante foi encontrado no estudo de Liang et al. (2017), quando
incorporaram esculina (substancia encontrada no fruto do castanheiro-da-india) em filme
bioativo de gelatina e este aumentou a diferenga na coloracéo. Esses autores enfatizam que
a cor pode influenciar na aceitabilidade final do produto aos consumidores. Além disso, a
uniformidade da cor é um excelente indicador de homogeneidade na distribuicdo dos
principios ativos no produto.

As membranas se apresentaram finas e flexiveis, com espessura entre 17 e 30 um. A
incorporacdo do extrato de SA reduziu a espessura da membrana GELSA, apresentando
maior compactacdo do material, como confirmado nas fotomicrografias desta membrana.
Segundo Rigo (2006), Henrique et al. (2007), a espessura € uma variavel importante pois,
influencia na uniformidade dos materiais, na avaliagdo de homogeneidade, assim como na
validacdo das comparacbes entre as propriedades da sua composicdo. Sobral (2000),
estudando a influéncia da espessura em membrana a base de proteinas miofibrilares sobre
as propriedades funcionais das membranas, concluiu que o controle da espessura é muito
dificil, pois nos processos de producao do tipo “casting” ocorrem variagdes especialmente
pelas dificuldades no controle da relagdo massa/area e por problemas no controle da umidade
relativa do ar e secagem. Neste estudo foi observada uma pequena variagéo entre o resultado
da espessura com micrédmetro e os das micrografias.

Souza et al. (2013) encontraram espessuras entre 22 e 39 um para membranas de
colageno contendo extrato de propolis vermelha e destacaram que as membranas contendo
0S extratos apresentaram as menores espessuras. Para Walles et al. (2003), a espessura
ideal de um filme varia de acordo com a regido do corpo a ser tratada assim, ndo existe uma
espessura ideal. Para Cabello et al. (2015), um dos fatores que pode influenciar esta
propriedade sdo as interagdes quimicas entre o extrato e o plastificante utilizado. Hoque et al.
(2011) avaliaram a incorporacdo de extrato de canela, cravo e estrela de anis em filmes a
base de gelatina e concluiram que o aumento da resisténcia dos filmes esta relacionado com
a interacdo de compostos fendélicos presentes nos extratos com a matriz polimérica.

Apesar do aumento de rigidez de GELSA, esta membrana apresentou o mesmo perfil
de deformacéo das demais, indicando que a incorporacdo dos extratos nao influenciou na
extensibilidade da membrana. Yajima et al. (2010) demonstraram que as membranas de
colageno séo caracterizadas por pouca extensibilidade, provavelmente devido as ligacdes
estabelecidas entre as cadeias poliméricas.

GELAC apresentou discreto aumento na permeabilidade em relacdo as demais
membranas. Segundo Gonsalves, Araujo (2011), este evento pode estar relacionado a
composi¢ao quimica do extrato e sua influéncia na estrutura tridimensional da rede polimérica,
na qual o vapor d’agua possa fluir ou ndo com maior facilidade. A permeabilidade ao vapor

d’agua pode ser influenciada também pelos plastificantes utilizados na formulagdo da
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membrana, quando adicionados a outros compostos, podem ter propriedades fisicas e
mecanicas alteradas (GONSALVES, ARAUJO, 2011).

O alto grau de intumescimento observados nas membranas se deve a presenca da
gelatina que possui grande numero de aminodcidos ionizados em sua estrutura e
consequentemente, a presenca de cargas livres que favorecem a entrada de agua na matriz
polimérica (ABRUZZO et al., 2012). A incorporacdo dos extratos ndao modificou esta
caracteristica. Essa capacidade de intumescimento das membranas € influenciada por grupos
hidrofilicos (OH) que se encontram na matriz polimérica, pela densidade de ligagdes cruzadas
e presenca de poros (SRIAMORNSAK et al., 2007), uma vez que ha a possibilidade da agua
ligar-se diretamente as cadeias poliméricas ou preencher 0s espacos existentes nos poros
(WANG et al., 2009). E provavel ainda que a gelatina, interagindo com os compostos da
membrana mantenha suas moléculas mais afastadas permitindo a entrada de agua. Pode
induzir inchaco consideravel em filmes devido a sua solubilidade e estrutura formada por uma
matriz polimérica (GORDON et al., 2010). Essa condi¢do também é sugestiva de ocorrer com
0 aumento de area ativa disponivel na malha polimérica, facilitando a absorcao da agua pelos
grupos quimicos hidrofilicos (LIMA et al., 2007). Outro fator importante € a presenca de
propilenoglicol: este composto organico aumenta tanto o carater hidrofilico quanto o volume
livre do sistema, favorecendo o aumento da absorgéo de dgua (SOUZA et al., 2013).

Na analise da microestrutura das membranas, GELSA apresentou estrutura mais
compacta, com presenca de pequenos poros, indicando presenca de elementos que podem
estar interagindo com a agua, a exemplo da epigalocatequina. GELAC apresentou presenca
de substancias insollveis na superficie. Estas substancias podem se referir a dimeros
encontrados no extrato AC, que possuem maior massa molecular sdo menos sollveis em
dispersao aquosa (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). O arranjo tridimensional aleatério,
menos organizado de GELAC pode ser atribuido a precipitacao do extrato na superficie da
membrana ou mesmo a interacao entre as estruturas quimicas da catequina com a agua e o
propilenoglicol. Os poros nédo atravessam integralmente a sua espessura, caracteristica que
favorece a aplicacdo do biomaterial no tratamento de lesdes de pele, uma vez que a
penetracdo de microrganismos na ferida seria evitada (HINRICHS et al., 1992; BUENO e
MORAES, 2011)

Nas secOes transversais de GELSA e GELAC observou-se a formacdo de uma
camada mais densa quando comparado aos poros regulares formados em GEL. Para Barbanti
et al. (2005) esse comportamento € esperado uma vez que as moléculas presentes nos
extratos possuem estrutura quimica com diversos grupos hidroxilas que podem ser
disponibilizados para interagfes, proporcionando uma modificagdo estrutural na estrutura
polimérica.

Rattaya et al. (2009) relataram resultado semelhante ao deste trabalho quando
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avaliaram a incorporacdo de extrato de algas marinhas em filmes a base de gelatina e
verificaram que para os filmes aditivados, uma estrutura interna mais rugosa e com zonas de
descontinuidade em relacédo aos filmes sem adicdo do extrato, possivelmente associado a
ligacdo dos compostos fendlicos do extrato com a matriz. No estudo de Bodini et al. (2013) a
incorporacdo do extrato etandlico de prépolis em filmes a base de gelatina para uso de
embalagens, 0 aumento na concentracdo do extrato acarretou em aumento da porosidade da
matriz, enquanto que filme sem adig&o do extrato formou uma matriz mais orientada.

A andlise termogravimétrica foi realizada para compreender o comportamento térmico
das membranas com extratos de S. adstringens e A. cochliacarpos. As curvas TG foram
semelhantes, com discreta diminuicao na perda de agua nas membranas que continham os
extratos. Os eventos térmicos que ocorrem até 100°C geralmente estéo relacionados a perda
de 4gua adsorvida superficialmente, agua de hidratacdo e pode ser atribuida a eliminacéo do
colageno presente na gelatina (LAKRA et al., 2014). Entre 230-380°C, observa-se uma perda
acentuada de massa que pode ser atribuida a eliminacdo dos fragmentos de aminoacidos,
provenientes da gelatina (MENEZES et al., 2007) a qual é atribuida a degradacéo da estrutura
das membranas (GEL, GELSA e GELAC). A curva de DTG permitiu visualizar as temperaturas
correspondentes ao inicio e final dos eventos térmicos.

Os espectros de FTIR das membranas poliméricas assemelharam-se aos obtidos por
Ponez et al. (2012) quando avaliaram as membranas condutoras ibnicas de gelatina
plastificadas com glicerol. Os valores entre 3150 e 3480 cm™ sdo caracteristicos de agua
adsorvida na superficie ou de ligacdo de NH presente em aminoacidos/gelatina (JALAJA et
al., 2015). Os espectros apresentaram uma banda larga em 3280 cm™ (Figura 21) referente
ao alongamento —OH, consequéncia da ligagédo de hidrogénio intramolecular (DASHNYAM et
al., 2014). As membranas contendo extrato apresentaram maior intensidade nesta banda,
sugerindo maior interacao de hidrogénio intramolecular.

Hoque et al. (2011) correlacionaram o deslocamento da amida A de 3275 para 3277
cm™ devido a incorporacgéo de extrato de anis em filmes a base de gelatina e a interacéo dos
compostos fendlicos presentes no extrato com a matriz polimérica, para eles este
deslocamento ocorreu devido a ligacdo dos compostos fendlicos com os grupos NH. da
gelatina.

Em GEL, a absorcdo de estiramento de OH na regido de 3300 cm? se da
provavelmente devido a vibracdo de alongamento dos grupos de hidroxila de propilenoglicol
e a umidade adsorvida pelas moléculas. No caso dos extratos, além do propilenoglicol, as
membranas sdo compostas de substancias ricas em hidroxilas (catequina, galocatequina)

(Figura 32), podendo também contribuir para 0 aumento de intensidade desta banda.
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Passada a etapa de caracterizacdo das membranas, foram iniciados os procedimentos
de avaliacdo do potencial cicatrizante do produto. O uso de membranas contendo 0s extratos
de barbatimdo acelerou o processo de retracdo da ferida do primeiro ao Ultimo dia
experimental. De especial interesse destacam-se o0s elevados indices de retracdo
apresentados logo em trés e sete dias, em torno de 60% e 80% respectivamente que foram
superiores ao observado em trabalho com modelos semelhantes (NASCIMENTO et al., 2015).

Os resultados mostraram que houve uma melhora na cicatrizagdo e que oS compostos
liberados no inicio da fase estimularam o processo cicatricial ao longo de todo o periodo.
Macroscopicamente observou-se que as membranas foram degradadas em 48 h. As razdes
que determinam esse aumento dos indices do reparo da ferida ainda ndo estdo claras,
contudo sugere-se que 0S compostos presentes nas membranas contribuiram
significativamente para o fechamento das feridas.

Esses dados sdo um forte indicativo que as membranas com 0s compostos de
barbatimao realmente possuem um efeito clinico importante sobre o processo de reparo. As
membranas causaram um efeito positivo tanto histolégico quanto no processo de reparo que
justifica um estudo mais aprofundado. O efeito pelo uso das membranas ocorreu também em
termos da qualidade da cicatriz formada. Isso enseja a necessidade de se estudar como esta
organizada essa cicatriz, para isso, foi feita a analise histolégica.

Diversos estudos tém demostrado que um dos principais parametros para se analisar
a celeridade e a qualidade do processo cicatricial € o indice de retracdo da ferida
(ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009), (NUNES et al., 2011), (SOUSA et al., 2013),
(NASCIMENTO et al., 2015), (ALMEIDA et al., 2017).

Nos trés primeiros dias do surgimento de uma leséo, ocorre o processo inflamatério
agudo. Em seguida ha uma diminui¢cdo continua da area da ferida, que progressivamente
declina entre 10° ou 12° dia (PORTOU et al., 2015; ITO et al., 2015). Esse processo pode ser
acelerado quando as feridas séo tratadas com coberturas que estimulam a contracéo e,
consequentemente as demais fases da cicatrizacdo (SANTOS et al., 2016). Neste estudo, a
opcao pela utilizacdo de membranas nao apenas como material de cobertura, mas também
como agente terapéutico de feridas se baseou no fato de que diversos trabalhos
demonstraram que as membranas contendo substancias ativas atuam também como sistema
de liberacdo de substancias ativas no sitio da lesdo (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009;
NUNES et al., 2011; RIELLA et al., 2012; SOUSA et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2015;
MODA-ALMEIDA et al., 2017).

Os resultados expressivos do indice percentual médio de retracdo das feridas nos
grupos tratados com GELSA e GELAC podem ser fundamentados no principio de que, a partir
do término da fase de inflamacéo até o décimo dia da ferida é possivel iniciar-se o periodo de

predominio de fibroblastos, que juntamente com as células endoteliais se movem para o
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interior da ferida, produzindo matriz extracelular, modulador do fator de crescimento (YOUNG,
MCNAUGHT, 2011). Outro fator importante € a presenca de taninos dos extratos utilizados
na elaboracdo das membranas. Essas substancias reagem com as proteinas presentes em
tecidos vivos resultando na adstringéncia do tecido, colaborando com a cicatrizacdo
(FONSECA, 2005).

Os resultados observados no 14° dia da retracdo da ferida sdo sugestivos do papel
estimulatério dos constituintes das plantas, principalmente da AC, sobre a diferenciacéo
miofibroblastica, levando a completa cicatrizacdo. Esses achados sugerem que o0s
constituintes dos extratos de SA e AC influenciaram a dinamica inflamatéria. Os melhores
indices de retracao podem, portanto, estar relacionados a presenca de polifendis identificados
nestes extratos, tais como a catequina e epigalocatequina além, de epicatequina e
procianidinas, que aceleram o processo cicatricial (SATURNINO-OLIVEIRA et al., 2014,
SINGH et al., 2017).

Hernandes et al. (2010) avaliaram o efeito cicatrizante de uma pomada contendo 1%
da fracdo de acetato de etila extraida da casca do caule SA, em feridas na pele de ratos e
observaram que a aplicacao topica estimulou a proliferagdo dos queratindcitos. Os efeitos do
extrato de SA sobre a retracdo de feridas parecem estar relacionados com a presenca de
taninos, devido sua importante acdo adstringente, o que aumenta o numero de fibras de
coladgeno na matriz polimérica (HASLAM, 1998; HERNANDES et al., 2010). No estudo de
Hupkens et al. (1995) foi observado que em lesdes causadas por queimaduras, 0s taninos
aceleravam a formacao de uma crosta flexivel que recobria e protegia a ferida.

O efeito anti-inflamatério de SA foi registrado por Henriques et al. (2016), que
observaram a reducdo da migragéo de leucdcitos e acumulacdo de neutréfilos na articulagéo
do joelho em ratos tratados com fracdes aquosas dos extratos. O efeito anti-inflamatério e
antioxidante da AC foi observado no estudo de Sanchez-Fidalgo et al. (2013), quando
utilizaram a fragcao butandlica em modelo murino e concluiram que os efeitos benéficos sao
mediados provavelmente pela presenca de catequinas, substancia majoritaria nos extratos.
Eles observaram ainda que os extratos apresentaram acdo modulatéria sobre macréfagos
promovendo menor intumescimento tecidual.

O processo de reparo de feridas por segunda intencdo é caracterizado por uma
dindmica que envolve as fases de epitelizacdo, proliferacdo e fibroplastia (SU et al., 2010;
WANG et al., 2017). No terceiro dia, a intensa reacéo inflamatéria é esperada, uma vez que
logo a pés a injdria, ocorre uma resposta as alteracdes vasculares e bioquimicas estimulando
a chegada de neutrdfilos na area lesada com o propésito de impedir a invasao e proliferagéo
de micro-organismos (WANG et al.,, 2017). Estes dados, portanto, justificam a infiltragdo
inflamatdria predominantemente rica em polimorfonucleares neutrdfilos, edema e hiperemia

observada no presente estudo.
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A presenca de reacdo de granulacdo na profundidade das feridas observada nos
grupos GELSA e GELAC constitui um forte indicativo de aceleracdo no reparo, o que
corrobora os dados clinicos de retracdo da ferida previamente apresentados neste estudo.
Membranas contendo substancias ativas, quando aplicadas topicamente em feridas, liberam
substancias que agem para favorecer o processo de reparo, provavelmente pela liberacdo do
farmaco no leito da lesdo (KAMOUN et al., 2017). Tem sido demonstrado que catequinas e
epicatequinas sdo capazes de modular a expressao de moléculas de adesao endotelial,
reduzindo sua ativacdo, por meio do aumento da biodisponibilidade de o&xido nitrico
(CARNEVALE et al., 2014). Seria possivel especular, portanto, que a menor ativacdo
endotelial levaria a uma reducdo no fenbmeno de marginacao leucocitaria e consequente
minimizacao do influxo de leucécitos para a area da ferida. Sabe-se que polimorfonucleares
neutrdéfilos, principais células leucocitarias envolvidas na resposta inflamatéria aguda, estao
fortemente associados a inducdo de estresse oxidativo em condigbes de injdria tissular
(SHURTZ-SWIRSKI et al., 2001; SELA et al.,, 2002). Assim, pode ser hipotetizado que o
melhor aspecto histopatoldgico visto nos grupos GELSA e GELAC, nas fases mais precoces
do reparo, poderia ser resultado da menor intensidade da inflamacéo e do estresse oxidativo
na area da ferida, secundaria a liberagdo de catequinas e epicatequinas presentes nas
membranas.

Epicatequinas se mostraram capazes de acelerar o fenbmeno de angiogénese e
formacdo da cicatriz fiborosa em ensaios experimentais de cicatrizacdo em roedores,
provavelmente em resposta a liberagdo aumentada do fator de crescimento vascular-
endotelial (VEGF) (KAPOOR, et al., 2004; KIM et al., 2008). Além disso, esses polifendis
também induzem um aumento na liberagdo de TGF-3, uma citocina intimamente relacionada
com a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos e com a sintese e deposi¢do de
colageno cicatricial (KLASS et al., 2010). Por outra 6tica, estudo prévio realizado em modelo
de cicatrizacdo em roedores demonstrou que 0 uso de extrato metandlico de Camellia
sinensis, rico em catequinas e flavonoides, promoveu melhores indices de retracdo da ferida
e evidéncias histolégicas de aceleracdo das etapas de reparo, como formagédo e maturacéo
da reacdo de granulacdo e deposicao de colageno cicatricial (HAJIAGHAALIPOUR, et al.,
2013). Além disso, foi demonstrado que catequinas isoladas da Parapiptadenia rigida
apresentaram resultados promissores quanto a estimulacédo da proliferacdo e migracéo de
fibroblastos em ensaios in vitro (scratch assay), sugerindo potencial aplicagdo como agente
acelerador da cicatrizacdo (SCHMIDT et al., 2010). Estes relatos parecem dar suporte aos
achados histol6gicos observados no presente estudo, uma vez que o uso de membranas
contendo extratos ricos em epigalocatequinas (GELSA) e catequinas (GELAC) promoveram
aceleracdo em varias etapas do processo de reparo ao longo de 7 e 14 dias. Deve ser

destacado que os achados obtidos em GELAC foram mais expressivos que em GELSA.
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Contudo, se estes dados sao resultado de um melhor potencial cicatrizante das catequinas
em relacdo as epigalocatequinas, ou se representam a acéo de outros compostos quimicos
presentes em cada tipo de extrato, ainda precisa ser investigado em estudos posteriores.

A cicatrizacao de feridas pode ser avaliada tomando como base parametros clinicos,
bioguimicos e histoldgicos. No entanto, o estudo dos aspectos histologicos parece ser mais
confidvel para determinar o estado evolutivo da cicatrizacdo de feridas dérmicas, pois 0s
achados observados podem ser fotomicrografados e analisados por diferentes especialistas.
A andlise da gradacdo histolégica da cicatrizacdo ainda apresenta como vantagem a
possibilidade de eliminar vieses associados a subjetividade da analise morfologica
essencialmente descritiva, permitindo a operacionaliza¢éo das variaveis histolégicas por meio
de uma modelagem matemética semiquantitativa, gerando dados mais robustos.

Uma revisédo conduzida por Guptar, Kumar (2015) apresentou 30 relatos relevantes
sobre cicatrizacdo de feridas e gradacao histolégica com base em varios parametros de
diferentes estagios de cicatrizacao, e discutiu aspectos relativos as vantagens, desvantagens
e limitac6es de cada método. No entanto, o método de gradacgédo histolégica da cicatrizacdo
preconizada por Myers et al. (1961) foi o que melhor estabeleceu relacéo entre os diferentes
parametros histolégicos e o avanco do reparo, e permitiu melhor distingdo entre as distintas
fases analisadas. Algumas adaptacdes foram efetuadas no sistema de gradacdo, conforme
preconizado e validado por Almeida (2016), como a retirada do parametro eosinéfilos e ajuste
nos fatores de corre¢do da inflamagé&o cronica, a fim de aprimorar e facilitar a anélise dos
dados e estabelecer uma melhor diferencga entre as fases do reparo.

Os dados obtidos no presente estudo a partir da anélise da gradacao histolégica do
reparo cicatricial (Myers et al., 1961; modificado por Almeida (2016) sugerem que a utilizacao
de membranas GELSA e GELAC séo capazes de propiciar aceleracdo no processo de
cicatrizacdo, especialmente nas fases iniciais (trés dias) e tardias (14 dias). Esses dados
corroboram aqueles observados na andlise histologica descritiva e reforcam o possivel
envolvimento dos compostos ativos presentes nos extratos na estimulacdo das etapas da
cicatrizacao.

Além disso, GELAC apresentou os melhores resultados de gradacdo ao final do
periodo experimental, o que também foi aparente na analise descritiva anterior. As etapas
histoldgicas cicatriciais que ocorrem por volta do 14° dia de reparo, em modelo roedor, estao
representadas pelos fendbmenos de proliferacdo fibroblastica e deposicdo colagénica
(GANTWERKER, HOM, 2011). Portanto, seria possivel hipotetizar que as catequinas,
compostos majoritarios presentes no GELAC, poderiam desempenhar algum papel na
dindmica fibroproliferativa cicatricial.

Contudo, é preciso considerar que a degrada¢do das membranas ocorre nas primeiras

48 h de aplicacdo. Assim, os possiveis efeitos devem estar concentrados nas fases iniciais do
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reparo, ja que nas etapas finais ndo ha mais presenca de ativos no sitio de injlria dérmica.
Nesse sentido, Tanigawa et al. (2014) demonstraram que catequinas sao capazes de proteger
fibroblastos (linhagem NIH3T3) de apoptose induzida por estresse oxididativo provocado por
espécies reativas de oxigénio. Recentemente, Silva-Santos et al. (2017) relataram que
catequinas reduzem a disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo celular induzido por
amiodarona em fibroblastos pulmonares. Adicionalmente, Morin, Grenier (2016)
demonstraram que o tratamento com extrato de ch&d verde (Camellia sinensis), rico em
catequinas, em cocultura de fibroblastos gengivais e macrofagos estimulados por A.
actinomycetemcomitans reduziu a sintese de metaloproteinases (MMP-3 e MMP-9). Esses
dados disponiveis na literatura conduzem a hipétese de que os melhores resultados obtidos
com GELAC em 14 dias poderiam ser reflexo ndo de acéo direta das catequinas sobre a
fibroplasia ao final do periodo experimental, mas sim de um possivel efeito protetor sobre
essas células contra o estresse oxidativo nos periodos iniciais, facilitando sua proliferacédo
bem como, da modulagéo da degradacdo colagénica induzida por metaloproteinases. Essa
hip6tese também encontra apoio no fato de que os principais achados clinicos e morfolégicos
foram evidenciados na primeira fase de reparo (3 dias), de modo que as etapas subsequentes
teriam sido aceleradas pela menor intensidade da reacdo inflamatoria e consequente
minimizag&o do estresse oxidativo e seus efeitos sobre fibroblastos em proliferagéo.

As proteinas mais abundantes na matriz extracelular (MEC) sdo as moléculas de
colageno - uma grande familia de proteinas triplas helicoidais que séo encontradas no corpo
e conservadas em todos os animais multicelulares. As moléculas de colageno estéo presentes
na derme como proteinas fibrilares e ndo sé fornecem suporte estrutural as células residentes,
mas também regulam a funcdo residente e inflamatéria das células. (BOOT-HANDFORD,
TUCKWELL, 2003). Uma cicatriz normal é a resposta natural do corpo para reparar o tecido
ap6s uma lesdo e nao se desenvolve até depois de a ferida ter cicatrizado completamente.
Os dois tipos dominantes de colageno no reparo da ferida sao o colageno tipo | e Ill. Na pele
normal, as fibrilas de colageno sdo compostas de colageno tipo | e Ill com colageno tipo I
compreendendo aproximadamente 20% do total. Durante os estagios iniciais da formacéo de
tecido de granulacéao, os miofibroblastos estabelecem colageno lll, que desempenha um papel
na fibrilogénese e determina o didmetro da fibrilagdo do colageno I. A expressao de colageno
[l aumenta mais do que a expressao de colageno | nos estagios iniciais da cicatrizagao,
resultando em aumento da relacéo entre os dois subtipos de colageno de 20% até 50% de
colageno Ill. Durante a maturacao da cicatriz, o indice diminui novamente para niveis normais
(XUE, JACKSON, 2015). Essa dinamica foi claramente evidenciada no presente estudo,
indicando que o curso de colagenizacao seguiu o ritmo e caminho compativeis com aqueles
esperados em uma cicatrizagdo sem intercorréncias.

A formacdo de cicatrizes anormais apresenta problemas importantes, uma vez que
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podem ser desfigurantes e causar perda de funcdo, mobilidade limitada por contracdo e
rigidez da cicatriz, prurido e dor (CASTOLDI, ROSING, 2010). A desfiguracdo cosmética
causada por cicatrizes geralmente leva os pacientes a sofrer problemas psicossociais e
sociais, 0 que, por sua vez, resulta em uma diminuicdo da qualidade de vida (PROFYRIS et
al, 2012). A quantidade de colageno depositada ao longo do processo de reparo e a relacéo
entre as moléculas de colageno tipo | e tipo lll sdo fatores fundamentais na arquitetura
histolégica de cicatrizes normais, atroficas, hipertroficas e queloidianas (VERHAEGEN et al,
2009). Cicatrizes fibrosas hipertroficas e queloides se caracterizam por deposi¢do excessiva
de colageno, frequentemente acompanhada por um aumento expressivo na relagdo entre as
moléculas de colageno I/1ll (BAISCH, RIEDEL, 2006; GAUGLITZ et al., 2011). Desta forma, a
auséncia de diferencas expressivas no padrdo de colagenizacdo ao longo do periodo
experimental, em todos os grupos analisados, parece sugerir que o processo de formacao da
cicatriz fibrosa ocorreu sem maiores intercorréncias, 0 que minimiza a possibilidade de
formacdo de cicatrizes disformes (atr6ficas ou hipertroficas) quando de uma possivel
aplicacao clinica.

Analisados de maneira conjunta, os resultados do presente estudo sugerem que a
membrana com extratos de S. adstringens e A. cochliacarpos podem representar estratégias
terapéuticas promissoras para o tratamento de feridas nas quais ndo houve possibilidade de
coaptacao de bordas. Os dados obtidos ainda parecem apontar para um melhor resultado a
partir do uso das membranas contendo A. cochliacarpos. Apesar de alguns mecanismos
terem sido hipotetizados para explicar a natureza dos resultados, estudos posteriores ainda
sdo necessarios a fim de elucidar os possiveis processos fisiopatolégicos por tras da

aceleracao do reparo cicatricial.
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7. CONCLUSAO

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

v" O produto elaborado (membranas) possui carater inovador;

v' Cada espécies estudada foi registrada cientificamente na regido de extracdo. Ambas
foram analisadas quimicamente, onde comprovou-se que as plantas conhecidas
popularmente como barbatimao, encontradas na regido Nordeste e Sul brasileiro trata-
se de duas espécies distintas Stryphnodendron adstringens e Abarema cochliacarpos,
respectivamente, que também apresentaram composi¢ao quimica diferentes.

v" As substancias majoritarias de cada extrato foram identificadas indicando a presenca
de taninos e flavonoides;

v' Os extratos das duas espécies de barbatimdo possuem atividade antioxidante, frente
aos dois métodos de extracdo utilizados;

v As membranas desenvolvidas com extratos de Stryphnodendron adstringens e
Abarema cochliacarpos aceleraram o processo de reparo cicatricial em feridas abertas
por segunda intengdo em modelo murino;

v" No processo de colagenizacao a atuacdo da membrana se deu principalmente na fase

inicial do reparo.
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1. Exsicata de Stryphnodendron adstringens
Herbario da Universidade Estadual de Maringa (HUEM N°: 28197)
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Figura 32: Exsicata de Stryphnodendron adstringens.
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2. Exsicata de Abarema cochliacarpos
Herbario da Universidade Tiradentes (HUT N°: 815)

Figura 33: Exsicatas de Abarema cochliacarpos
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3. Declaracdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UNIVERSIDADE TIRADENTES

DIRETORIA DE PESQUISA £ EXTENSAO
COORDENACAO DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL - CEUA
AR e TRem Y

DECISAO DA CEUA-UNIT

O peujcto de posguisa, “Avaliaglo do Potencial de membranas bloativas contendo
extrate hidroalkcodlico de Stryphnodondron adstrigens (barbatisado) ¢ de Schines
tercbimthifoling (arowira).™, processo ® 031114, for submetido & avalisglo na CELUA-
UNIT, pcia posquisadors Isabel Bererra Limsa Verde, onde recchou o parocer de

Aprovado, dos membros dossa comuisalio, sa reunido realizada no Ga 11 de dezombeo
de 2014,
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Figura 34: Declaracdo da Comissao de Etica no uso de animais.
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