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RESUMO

O processo de cicatrizacdo é complexo e tem despertado o interesse de pesquisadores para 0
desenvolvimento de materiais para curativo. O prolongamento do tempo de cura de uma
ferida implica diretamente no custo do tratamento que envolve tanto o valor financeiro do
tratamento quanto a incapacidade do paciente em realizar suas tarefas diarias. Busca-se,
portanto, alternativas para o tratamento de feridas que possam ser de baixo custo e que
apresentem alta efetividade. Objetivou-se neste estudo o desenvolvimento de biomaterial a
base de quitosana e polivinilalcool contendo nanoparticulas de selénio, éleo de bocailva e
glutaraldeido como reticulante para tratamento de feridas por apresentarem todas essas
caracteristicas anteriormente citadas. O 6leo utilizado foi extraido da polpa dos frutos da
bocailiva colhidos no periodo de janeiro a marco da safra de 2015. Foi realizado
caracterizacdo da polpa e do 6leo por anélises fisico-quimicas e infravermelho, estas analises
demonstraram que o Gleo obtido estd dentro dos parametros preconizados pela legislacao
vigente e condiz com dados da literatura. Preparou-se 4 tipos de peliculas, uma contendo os
polimeros quitosana e polivinilalcool, uma contendo os polimeros e dleo de bocailva, uma
contendo os polimeros e nanoparticulas de selénio e uma contendo os polimeros, 6leo de
bocailva e nanoparticula de selénio. Realizou-se a caracterizacdo das peliculas por
infravermelho, ultravioleta-visivel e microscopia eletrénica de varredura. Os resultados
indicaram que a matriz polimérica foi sintetizada através de ligagBes cruzadas entre a
quitosana e o glutaraldeido, apresentando reticulados que indicam a permeabilidade da
pelicula. Para avliacdo da cicatrizacdo foram realizadas duas excisdes cirurgicas na pele de
camundongos Swiss com o emprego de um punch histoldgico, atingindo todas as camadas da
pele. Os grupos experimentais consistiram de animais com as feridas sem tratamento e
animais com as feridas tratadas com as peliculas. Os animais foram tratados nos tempos de
dois, sete e quatorze dias. Apos o tratamento os animais foram eutanasiados e realizou-se a
biopsia do tecido para realizacdo de testes posteriormente. Os resultados apontaram
diminuicdo da contracdo da ferida nos grupos tratados com pelicula contendo 6leo e na
pelicula contendo selénio quando comparadas ao grupo que recebeu pelicula controle, no
mesmo periodo houve diminuicdo de infiltrado inflamatdrio para a pelicula com nanoparticula
de selénio. A avaliacdo quantitativa de colageno apontou maior quantidade de colageno na
pelicula com éleo de bocailva e nanoparticula de Selénio (POB+Se) sendo que com relagdo a
colageno tipo | a maior quantidade observada foi na pelicula que contem nanoparticula de
selénio (PSe) e colageno tipo Il na pelicula com 6leo e nanoparticula de Se (POB+Se). A
propriedade antioxidante do selénio pode estar relacionada a producdo de colageno que
depende de co-fatores (ferro ferroso, oxigénio molecular, a-cetoglutaraldeido e vitamina C)
necessarios para a hidroxilagdo enzimatica do colageno. Concluimos que a pelicula
desenvolvida contendo selénio e 6leo de bocailva acelerara o processo de reparo celular com
qualidade de fibras de colageno.

Palavras-chave: biomaterial, pele, ferida, selénio, bocaiuva.



ABSTRACT

The healing process is complex and has aroused the interest of researchers in the development
of curative materials. Extending the healing time of a wound directly implies the cost of
treatment involving both the financial value of the treatment and the inability of the patient to
perform their daily tasks. Therefore, it is sought alternatives for the treatment of wounds that
may be of low cost and that present high effectiveness. The aim of this study was the
development of biomaterial based on chitosan and polyvinylalcohol containing selenium
nanoparticles, bocaitva oil and glutaraldehyde as crosslinking agent for the treatment of
wounds because they present all these characteristics previously mentioned. The oil used was
extracted from the pulp of the fruits of the bocaitva harvested from January to March of the
harvest of 2015. The pulp and oil characterization was carried out by physicochemical and
infrared analyzes, these analyzes demonstrated that the oil obtained is within the parameters
recommended by the current legislation and consistent with data from the literature. Four
types of films were prepared, one containing the polymers chitosan and polyvinylalcohol, one
containing the polymers and bocaiva oil, one containing the polymers and nanoparticles of
selenium and one containing the polymers, bocaiva oil and selenium nanoparticle. The films
were characterized by infrared, ultraviolet-visible and scanning electron microscopy. The
results indicated that the polymer matrix was synthesized by crosslinking between chitosan
and glutaraldehyde, showing crosslinks indicating the permeability of the film. In order to
evaluate healing, two surgical excisions were performed on the skin of Swiss mice using a
histological punch, reaching all layers of the skin. The experimental groups consisted of
animals with untreated wounds and animals with wounds treated with the films. The animals
were treated at two, seven and fourteen days. After the treatment the animals were euthanized
and tissue biopsy was performed for testing later. The results indicated a decrease in wound
contraction in the groups treated with oil-containing film and in the selenium-containing film
when compared to the group that received control film, in the same period there was decrease
of inflammatory infiltrate for the film with selenium nanoparticle. The quantitative evaluation
of collagen showed a higher amount of collagen in the film with bocailva oil and Selenium
nanoparticle (POB + Se). In relation to type | collagen, the highest amount observed was the
film containing selenium nanoparticle (PSe) and collagen type Il on film with oil and Se
nanoparticle (POB + Se). The antioxidant property of selenium may be related to the
production of collagen that depends on cofactors (ferrous iron, molecular oxygen, o-
ketoglutaraldehyde and vitamin C) required for the enzymatic hydroxylation of collagen. We
conclude that the developed film containing selenium and bocaitva oil will accelerate the cell
repair process with collagen fiber quality.

Key-words: biomaterial, skin, wound, selenium, bocailva,
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1. INTRODUCAO

A alteracdo da integridade anatémica da pele por qualquer tipo de trauma é chamado
de ferida.> A lesdo tecidual desencadeia eventos bioquimicos e celulares com a finalidade de
reparar o dano causado, promovendo a cura por meio de regeneracdo ou cicatrizagdo. A
regeneracdo promove a restituicdo completa do tecido; ja na cicatrizacdo algumas estruturas
originais sdo restauradas, mas desarranjos estruturais podem ocorrer.?

O processo de cicatrizagdo é complexo e fatores como avaliagdo correta da ferida,
técnicas assépticas, escolha do tratamento e doencas associadas (diabetes, doencas
cardiovasculares, estado imunolégico do paciente) dentre outros fatores podem afetar o tempo
e a qualidade de cicatrizacdo. Se este tempo for prolongado havera um aumento do custo do
tratamento. Este envolve o valor financeiro do tratamento e a incapacidade do paciente em
realizar suas tarefas diarias.’

Existem trés formas pela qual uma ferida pode cicatrizar-se, dependendo da
quantidade de tecido perdido ou danificado, e da presenca ou ndo de infeccdo. A cicatrizagao
de primeira intencdo ocorre quando as bordas da ferida sdo apostas ou aproximadas, havendo
perda minima de tecido, auséncia de infeccdo e edema minimo e a formacdo de tecido de
granulacdo ndo € visivel. A cicatrizacdo por segunda intencdo € uma das grandes dificuldades
médicas, nestas ha uma perda grande de tecidos e as bordas da lesdo ndo podem mais ser
aproximadas. Este tipo de ferida deixa o paciente vulnerdvel a infecgbes e outras
complicacBes. A cicatrizacdo de terceira intencdo é aquela onde as bordas da ferida sdo
aproximadas com sutura.*

Na cicatrizacdo de segunda intencdo, onde nao ha possibilidade de sutura, 0 médico
pode langar méao do uso de curativos. Podemos dividir os curativos utilizados atualmente em
bioldgicos, sintéticos e bioldgico-sintéticos. Os curativos bioldgicos, heteroenxertos de pele
de porco e de embrido bovino, possuem como desvantagem matéria prima limitada, alta
antigenicidade, baixa adesividade, risco de contaminacdo cruzada e em média devem ser
trocados a cada trés dias. Dentre os curativos biologicos, estudos tem demonstrado que um
produto promissor com aplicabilidade clinica é a pele de tilapia.> ® 7 Os sintéticos, compostos
de uma variedade de materiais incluindo peliculas elasticas aderentes, materiais hidroativos e
suspensdes coloidais permeaveis ao ar, liquidos e vapores, tem vida util longa, produzem
baixa reacdo inflamatdria e baixo risco de transmisséo de patdgenos. Os bioldgico-sintéticos,

como exemplo podemos citar o Biobrane — membrana de nailon-silicone flexivel ligada a
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peptideos colagenosos da pele de porco, sdo formados por camadas de polimeros e materiais
biol4gicos.?

Neste sentido € relevante propor-se novos materiais e compostos sintéticos para o
tratamento de feridas com caracteristicas como alta flexibilidade, transparéncia, resisténcia
mecanica, baixa solubilidade, capacidade de controlar o perfil de liberacdo de farmacos e ndo
txico.”

Para a obtencdo destes materiais, portanto, utiliza-se um polimero convencional
biocompativel juntamente com um polimero natural os quais servirdo de suporte. Dentre 0s
materiais mais utilizados estdo o PVA (polivinilalcool) e a quitosana.

A quitosana € uma polimero natural (1,4) 2-amino-2-deoxi-D-glucopiranose derivada
da quitina, um dos mais abundantes polimeros naturais. Apresenta propriedades intrinsecas
importantes para o desenvolvimento de materiais na area de sadde humana como, por
exemplo, atoxica, biocompativel, biodegradavel, aceleracdo na recuperacdo de lesdes,
diminuicdo do colesterol no sangue, hemostatica, além de suas caracteristicas bacteriostaticas
e fungiostaticas.'?

O hidrogel de PVA possui excelente transparéncia, consisténcia macia, quando na
forma de uma membrana, é biocompativel e biologicamente inerte, ndo € mutagénico, nem
citotoxico e ndo tem atividade carcinogénica.™

Estudos apontam que a quitosana auxilia a cicatrizacdo por ativacdo de macréfagos e
por ajudar na deposicdo ordenada de coldgeno. Somando as caracteristicas da quitosana e do
PVA obtemos uma membrana com estrutura assimétrica de importancia industrial. A
incorporacdo a estes polimeros de substancias que possam acelerar o processo de cura,
evitando a contaminacdo microbiana e uma cicatrizacdo de melhor qualidade tem sido o
objetivo de muitas pesquisas.’* =3

Antioxidantes como o selénio sdo benéficos para o tratamento de pacientes queimados
reduzindo a taxa de infeccdo, o tamanho da ferida e o tempo de cicatrizagdo.'**> Pesquisa
realizada por Tuji (2005) evidenciou o efeito radioprotetor do selénio frente a reparacédo
tecidual.’®
Por outro lado, cada vez mais tem se investido na busca de produtos naturais com
potencial anti-inflamatorio, antioxidante, antibacteriano dentre outras propriedades. No Brasil,
0s biomas Cerrado e Pantanal possuem inimeras espécies nativas com alto potencial para
exploracdo econdmica nos setores alimenticio, farmacéutico e oleoquimico. Neste estudo

enfocou-se o fruto do cerrado bocaiuva (Acrocomia aculeata). Pesquisas tem demonstrado o
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potencial uso do Oleo de bocaiuva para producdo de biodiesel e para suplementacdo
alimentar.!” 18 19.20. 21 E conhecida também a atividade antioxidante do 6leo bem como seu
potencial como fator de protecéo solar. 2% 2

Diante do exposto, objetiva-se o desenvolvimento de biomaterial a base de quitosana e

PVA contendo nanoparticulas de selénio e 6leo de bocaiuva para tratamento de feridas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema Tegumentar

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, tipicamente responsavel por 15% -20% do
peso corporal total e, em adultos, apresentando 1,5-2 m? de superficie para o ambiente
externo. Também conhecida como tegumento (L. integumentum, cobertura) ou camada
cuténea, a pele é composta pela epiderme, uma camada epitelial de origem ectodérmica e a
derme, uma camada de tecido conjuntivo mesodérmico (Figura 1). Na juncéo irregular entre a
derme e a epiderme, projecdes denominadas papilas dérmicas interdigitam com as cristas
epidérmicas invaginantes para fortalecer a adesdo das duas camadas. Derivados epidérmicos
incluem cabelos, unhas e glandulas sebéceas e sudoriparas. Abaixo da derme, encontra-se o
tecido subcutaneo ou a hipoderme uma camada de tecido conjuntivo frouxo, geralmente
contendo almofadas de adipdcitos. O tecido subcutaneo liga a pele vagamente aos tecidos

subjacentes e corresponde & fascia superficial da anatomia macroscépica.?

Cristasepidémicas

Epiderme Papilasdérmic=

Derme .

Receptortatil

Artéria

T Veis

Camadasubcutanea Tecido conectivo

Adipocitos

Figura 1: Camadas e apéndices da pele. Visdo geral diagramética da pele, mostrando as principais camadas e
apéndices epidérmicos (foliculos pilosos, glandulas sodoriparas e glandulas sebéceas), a vasculatura e 0s
principais receptores sensoriais

Fonte: Adaptado de Skin, Mescher AL. Junqueira’s Basic Histology: Text and Atlas, 15¢; 2018. Disponivel em:
https://accessmedicine.mhmedical.com/content.aspx/sectionid=190285972&hbookid=2430&Resultclick=2
Acesso: Outubro, 2018.

Muitos processos complexos e dindmicos acontecem na pele. Esses processos

incluem funcgdes imunoldgicas e de barreira, producdo de melanina, sintese de vitamina D,
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sensacdo, regulacdo de temperatura, protecdo contra trauma, dentre outros. Pode-se elencar
estas funcdes especificas da pele em vérias categorias amplas:*®

e Protecdo: Fornece uma barreira fisica contra insultos térmicos e mecanicos, como
atrito e contra a maioria dos patogenos potenciais e outros materiais. Os
microrganismos que penetram na pele alertam linfdcitos residentes e células
apresentadoras de antigenos (APCs) na pele e uma resposta imune é iniciada. O
pigmento escuro melanina na epiderme protege os nucleos das células da radiacao
ultravioleta (UV). A pele é também uma barreira de permeabilidade contra a perda
excessiva ou absor¢do de &gua, 0 que permitiu a vida terrestre. A permeabilidade
seletiva da pele permite que algumas drogas lipofilicas, como certos hormonios
esteroides e medicamentos, sejam administrados por meio de adesivos cutaneos.

e Sensorial: Muitos tipos de receptores sensoriais permitem que a pele monitore
constantemente o ambiente, e varios mecanorreceptores da pele ajudam a regular as
interacdes do corpo com objetos fisicos.

e Termorreguladora: A temperatura constante do corpo € normalmente mantida
facilmente gracas aos componentes isolantes da pele (por exemplo, a camada de
gordura e o cabelo na cabeca) e seus mecanismos para acelerar a perda de calor
(producéo de suor e uma microcirculacdo superficial densa).

e Metabdlicas: As células da pele sintetizam a vitamina D3, necessaria no metabolismo
do calcio e na formacdo Ossea adequada, através da acdo local da luz UV no precursor
da vitamina. O excesso de eletrolitos pode ser removido no suor, e a camada
subcutanea armazena uma quantidade significativa de energia na forma de gordura.

e Sinalizacdo sexual: muitas caracteristicas da pele, como pigmentacdo e cabelo, sdo
indicadores visuais de salde envolvidos na atracao entre 0s sexos em todas as espécies
de vertebrados, incluindo humanos. Os efeitos dos feromonios sexuais produzidos
pelas glandulas sudoriparas apocrinas e outras glandulas da pele também séo
importantes para essa atragao.

A epiderme consiste principalmente de um epitélio estratificado queratinizado
escamoso composto de células chamadas queratindcitos. Existem também trés tipos de células
epidérmicas muito menos abundantes: melandcitos produtores de pigmentos, células de
Langerhans apresentadoras de antigenos e células epiteliais tateis chamadas células de Merkel
(Figura 2).%
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Os queratindcitos migram da camada basal para o epitélio, onde formam uma rede
celular muito dindmica e fisicamente resistente, o que estd associado, de maneira intima, a
remodelacdo do citoesqueleto celular e formacdo da estrutura supracelular de filamentos
interconectados, como hemidesmossomos e desmossomos. Essas estruturas conferem forca e
rigidez ao epitelio. Adicionalmente, o processo de migracdo dos queratindcitos é
acompanhado pela gradual diferenciacdo celular associada a producgdo crescente de queratina,
proteina de extrema importancia para funcéo final desse tipo celular. Ao final desse processo,
que culmina na diferenciacdo terminal dos queratindcitos seguida por morte celular e
esfoliagéo, os filamentos de actina permanecem intactos, formando o centro estrutural da
camada morta da pele queratinizada, eficaz na protecdo contra a abraséo, agressdes quimicas e
fisicas, dessecacdo, penetracdo de patdgenos e protecdo geral contra intempéries do ambiente.
Quando formados, 0s queratindcitos sdo empurrados sucessivamente para as camadas mais
superficiais da pele, dando lugar a producdo de novas células. Para que um queratindcito da
camada basal atinja a camada cOrnea, sdo necessarios de 26 a 42 dias, e para que esta mesma
célula se desprenda ou descame da camada cornea, sdo necessarios mais 15 dias.*’

Células PELE ANTIGA

— = _————mortas

preenchidas

Estrato Corneo com
queratina,
descamando

Estrato Lucido [

I

Estrato Granuloso R
— Granulos Lamelares

Estrato Espinhoso Z Queratindcitos

Estrato Basal

S Célula de Merkel

Melanécitos — e =

Derme N .
7

Terminagao nervosa

PELE NOVA

Figura 2: Camadas (estratos) da epiderme.
Fonte: https://www.mundoestetica.com.br/esteticageral/epiderme-derme-camadas-pele/

Como todos os epitélios, o epitélio estratificado escamoso ndo possui
microvasculatura, suas células recebem nutrientes e O, por difuséo a partir da derme.?

A derme consiste em um gel de tecido composto em grande parte por proteinas e
mucopolissacarideos (a chamada substancia fundamental). Esta matriz serve como um
andaime que suporta as complexas redes neurovasculares, que atravessam a pele, e tambem
suporta as estruturas anexas écrinas (glandulas sudoriparas) e foliculares (pélos). A grande

maioria das proteinas estruturais fibrosas da derme é composta de colageno tipos I e Ill, e uma
1/



rede de fibras elaticas composta por fibras oxitalanicas, elauninicas e fibras elasticas maduras
tecida em toda a espessura dérmica. E constituida por diferentes tipos celulares, dentre eles o
mais abundante sdo os fibroblastos e fibrocitos responsaveis pela sintese e manutencédo da
MEC do tecido conuntivo da derme. 2% 2

Uma membrana basal sempre ocorre entre o estrato basal e a derme e segue o
contorno das interdigitacGes entre essas camadas. Nutrientes para queratinécitos se difundem
na epiderme avascular da vasculatura dérmica através da membrana basal. O estrato
basal contém as células-tronco da epiderme. Pela sua atividade mitdtica, esse estrato também
foi denominado estrato germinativo.?

A camada subcutanea consiste em tecido conjuntivo frouxo que liga a pele
frouxamente aos 6rgdos subjacentes, possibilitando que a pele deslize sobre eles. Esta
camada, também chamada de hipoderme ou fascia superficial, contém adip6citos uniloculares
que variam em numero em diferentes regides do corpo e variam em tamanho de acordo com o
estado nutricional. Esta camada é importante na absorcdo de impactos recebidos na superficie
da pele, também atua como isolante térmico e armazena energia para periodos de escassez
nutricional. O extenso suprimento vascular na camada subcutanea promove a rapida captacdo
de insulina ou drogas injetadas nesse tecido. % %

A pele apresenta diferencas segundo a sua localizacdo. A palma das maos e a planta
dos pés, que sofrem um atrito maior, possuem uma epiderme com mais do que 5mm,
constituida por varias camadas celulares e por uma camada superficial de queratina bastante
espessa. Esse tipo de pele foi denominado pele grossa (ou espessa). Ndo possui pelos e
glandulas sebaceas, mas as glandulas sudoriparas sdo abundantes. A pele do restante do corpo
tem uma epiderme de 1 a 2mm, com poucas camadas celulares e uma camada de queratina

delgada, e foi designada pele fina (ou delgada).?> 2

2.2. Feridas

As feridas s@o eventos que afetam a fisiologia da pele, principalmente a camada
dérmica, resultantes da quebra da integridade cutanea.*® Classifica-se as feridas quanto a
causa (cirargicas e ndo-cirurgicas); quanto ao tempo de reparacdo (agudas e crénicas); e de
acordo com a profundidade, em relacdo a extensdo da parede tissular envolvida (epiderme,

derme, subcutaneo e tecidos mais profundos, como musculos, tenddes, 0ssos e outros). De

18



acordo com a profundidade as feridas podem ainda ser classificadas em graus, I, II, 11l e IV
(Fig. 3).%

12 grau

epiderme l
22 grau

derme 4 l
32 grau

hipoderme < l
misculo 1 ; 2 irau

© 2010 Encyclopzedia Britannica, Inc.

Figura 3: Camadas da pele, profundidade e graus das feridas.
Fonte: https://escola.britannica.com.br/levels/fundamental/assembly/view/133779

2.2.1. Feridas agudas

Feridas agudas geralmente sdo seguidas por trauma ou inflamacdo e curam-se dentro
de seis semanas. Sdo exemplos de feridas agudas as queimaduras, outras leses traumaticas e
feridas criadas cirurgicamente. O aparecimento de infec¢do e o tratamento inadequado podem

levar a cronicidade da lesdo. Assim, todas as feridas potencialmente podem torna-se cronicas.
32

2.2.2. Feridas cronicas

Sé&o definidas como aquelas onde o processo de reparacdo falhou e ndo restaurou a
integridade anatomica e funcional durante um periodo de trés meses.*® 3*

E preocupante quando estudos apontam que 2% da populacio dos paises
desenvolvidos ird desenvolver uma ferida cronica ao longo da vida e isto se torna mais
alarmante quando observamos o aumento da populacdo idosa, j& que o fechamento da lesdo
estd negativamente associado com a idade, quanto maior a idade mais dificil se torna a

cicatrizagdo. 3%
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As feridas crbnicas geralmente estdo associadas a outras comorbidades como
diabetes, insuficiéncia venosa, infeccdo e estado nutricional do paciente. As principais formas

de feridas cronicas sdo: Glceras venosas, tlcera de pressio e Glcera do pé diabético.*®

2.3 Cicatrizacgado

A cicatrizacao da ferida é um processo fisiolégico no qual o organismo restabelece as
funcdes dos tecidos que sofreram lesdo. A profundidade do tecido envolvido é fator
determinante neste processo. Em pequenas lesdes que envolvem a epiderme, a regeneracao €
rapida com reepitelizacdo entre 7 a 10 dias. Quando ha perda de tecido e anexos (foliculos
pilosos e glandulas) a reepitelizacdo ndo pode ocorrer, assim forma-se tecido conjuntivo para
preencher o espaco na ferida.*’

Considera-se cicatrizacdo de primeira intencdo quando envolve a aproximacao das
bordas da lesdo por sutura, clips ou adesivo dérmico, de segunda inten¢do quando as bordas
da lesdo ndo podem ser aproximadas e de terceira intencdo, também chamada de primeira
intengdo tardia, quando por motivo de infeccdo ou tecido necrosado € necessario

primeiramente remover o tecido ndo viavel para depois aproximar as bordas da ferida.*’

2.3.1. O processo de cicatrizacao

Nos momentos ap6s a ocorréncia de uma lesdo, varias vias intracelulares e
intercelulares devem ser ativadas e coordenadas para a restauracdo da integridade do tecido e
da homeostase.® A cicatrizacdo normal de feridas é um processo interativo e dindmico que
segue um padrdo previsivel que pode ser dividido em fases sobrepostas definidas por
populacdes celulares caracteristicas e atividades bioquimicas: (a) hemostasia e inflamacéo, (b)
proliferacdo e (c) maturacdo e remodelacdo. Uma linha de tempo aproximada desses eventos é
mostrada na Figura 4. Essa sequéncia de eventos é fluida e se sobrepfe e, na maioria das
circunstancias, abrange o tempo de leséo até a resolugédo de feridas agudas. Todas as feridas
precisam progredir atraves desta série de eventos celulares e bioquimicos que caracterizam as

fases da cicatrizacdo, a fim de restabelecer com sucesso a integridade do tecido.*
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Figura 4: As fases celular, bioquimica e mecénica da cicatrizacéo de feridas.

Fonte: Adaptado de Wound Healing, Brunicardi F, Andersen DK, Billiar TR, Dunn DL, Hunter JG, Matthews
JB, Pollock RE. Schwartz's Principles of Surgery, 10e; 2014. Disponivel em:
https://accessmedicine.mhmedical.com/content.aspx/sectionid=59610850&bookid=980&Resultclick=2
Accessed: October 11, 2018

2.3.1.1 Hemostasia

Normalmente a lesdo no tecido provoca ruptura de vasos sanguineos e o
extravasamento de seus constituintes, por esta razdo os eventos iniciais do processo de reparo
estdo voltados para evitar perdas continuas de sangue e fluidos, remover tecidos mortos e
desvitalizados e prevenir infeccdes.*®

Como primeira resposta ao estimulo lesivo ocorre a vasoconstricdo, esta ocorre
devido a descargas adrenérgicas e acdo de mediadores oriundos da desgranulacdo de
mastocitos. A ruptura de vasos dispara uma sequencia de eventos, iniciando-se com a
deposicédo de plaquetas, seguida de sua ativacdo e posterior recrutamento de novas plaquetas,
forma-se entdo um trombo rico em plaquetas que logo é infiltrado pela fibrina. Esta rede

fibrinosa captura os eritrécitos e oclui o vaso rompido.*°
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Fatores de crescimento produzidos pelas plaquetas ativadas iniciam a cascata de
cura. O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) inicia a quimiotaxia de neutréfilos
e macrofagos, estimulando, ao mesmo tempo, a mitogénese de células musculares lisas e
fibroblastos.**

Fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) atrai macrofagos na area da
ferida e estimula-os a produzir citocinas adicionais, incluindo fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), PDGF, fator de necrose tumoral alfa (TNFa) ¢ interleucina-1 (IL-1). Em
adicdo TGF-p aumenta ainda mais o fibroblasto e suaviza quimiotaxia muscular e modula a
expressdo de colageno e colagenase. O objetivo do PDGF e do TGF-B é estimular uma
resposta, formacdo de células para produzir mais matriz células em preparacdo para o

deposicao rapida de novo tecido conjuntivo para reconstruir a matriz extracelular.*’

2.3.1.2 Fase inflamatoria

Esta fase tem inicio apds a interrupgdo da integridade da pele, eventos importantes
ocorrem nesta fase: hemostasia, remocéo de tecidos desvitalizados, o combate a colonizagéo e
a invasdo por micro-organismos, principalmente bactérias. Esta tarefa é realizada pelos
neutrofilos pela fagocitose e € crucial para os subsequentes processos, porque as feridas
agudas infeccionadas ndo cicatrizam. 3 44

Os neutro6filos comecam a ser atraidos para o local da ferida em 24 a 36 horas apds a
lesdo por varios agentes quimioatrativos, incluindo TGF-B, componentes do complemento
como C3a e Cbha e peptideos de formilmetionilo produzido por bactérias e produtos de
plaquetas. Devido a alteracBes na regulacdo da superficie das moléculas de adesdo, 0s
neutrdfilos se tornam pegajosos e, através de um processo de marginagdo, comecam a aderir
as células endoteliais nas vénulas pos-capilares em torno da ferida. Entdo, os neutrdfilos
rolam junto a superficie do endotélio sendo empurrada para a frente pelo fluxo sanguineo. **
43

Entre 48 a 72 horas, monocitos aparecem na ferida e se diferenciam em macrofagos,
com a funcgdo de auxiliar os neutréfilos na eliminagdo de micro-organismos, na eliminacgdo de
fragmentos teciduais inclusive removendo pela fagocitose os neutrofilos que perderam
funcdo. Ainda, por influéncia de ligantes a seus receptores de membrana, os macrofagos
produzem e exportam mediadores lipidicos (eicosanoides), mediadores peptidicos (citocinas e

fatores de crescimento), outras proteinas (tais como fracbes do complemento e fatores de
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coagulacdo) e enzimas relacionadas ao reparo (tais como colagenases, matriz de
metaloproteases). Além da ativacdo por ligantes, os macrofagos podem ser também ativados
por alteracBes fisico-quimicas do microambiente. O influxo de neutrofilos e macréfagos
ativados para esta regido aumenta a demanda por oxigénio com consequente elevacao das
concentragcOes de &cido lactico e queda do pH. Esta combinacdo, hipoxia, pH baixo e alta

concentraco de 4cido lactico, ativa o macréfago para a producéo de fatores de crescimento.*®:
42

2.3.1.3 Fase proliferativa

A fase proliferativa comeca no terceiro dia apos o ferimento e dura por cerca de 2
semanas. Ha dois acontecimentos principais nesta fase que sdo a formacdo de novos vasos
sanguineos e a producdo de matriz extracelular. Outros eventos adjuvantes séo a epitelizacéo
e a contracéo da ferida. *

Os macrdéfagos presentes liberam fatores de crescimento como PDGF, o TGF-B, o
FGF e o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) que estimulam a migr¢do de
fibroblastos. Formam-se também fibroblastos locais a partir das células-tronco mesenquimais
autoctones. Ocorre entdo a fibroplasia, substituicdo da matriz extracelular por tecido
conjuntivo mais denso e elastico. Para a eficiéncia deste processo é necessario que ocorra em
paralelo a formacdo de novos vasos sanguineos, a inducdo da angiogénese ocorre por acao
direta de fatores de crescimento sobre as células vasculares e também devido a baixa tensdo
de oxigénio caracteristica que ocorre no centro de uma ferida.*’

Por volta do 4° dia se inicia a formacdo do tecido de granulacdo composto por
macrofagos, fibroblastos e vasos neoformados que estdo suportados por uma matriz frouxa de
fibronectina, acido hialurénico e colageno tipos | e Ill. A pele sadia possui 80% de colageno
tipo | e 25% de colageno tipo 111, enquanto que no tecido de granulacdo o colageno tipo 11 é
de 40%.%°

A contragéo da ferida inicia-se com 4-5 dias e continua por 2-3 semanas, e ocorre
pela alteracdo fenotipica dos fibroblastos para miofibroblastos. Uma ferida fechada por
primeira intencdo estara totalmente epitelizada em 24-48 horas, enquanto uma fechada por
segunda intencdo dependera da distancia existente entre as duas bordas.*

Assim, os queratindcitos diferenciam-se morfologicamente e migram em direcdo a
borda oposta através da matriz provisoria, dividindo-se em uma por¢éo superior (crosta) e

outra inferior (transformada em tecido de granulacdo ao longo da fase proliferativa). Ao

23



encontrar a borda oposta h4 uma inibi¢do por contato dos queratindcitos, voltando ao padréo
de maturacéo e camadas, como na pele normal.?’

Ao final desta etapa, o leito da ferida esta totalmente preenchido pelo tecido de
granulacdo, a circulacdo € restabelecida pela neovascularizacdo e a rede linfatica esta
passando por regeneracdo. Lentamente o tecido de granulacdo é enriquecido com mais fibras
coldgenas 0 que comeca a dar a regido lesada a aparéncia de cicatriz devido ao acimulo de

massa fibrosa.*°

2.3.1.4. Fase de remodelamento

Nesta fase, por volta do 10° dia, 0 excesso de colageno produzido na fase proliferativa
de forma desordenada é degradado e substituido por fibras de coladgeno tipo | com maior
namero de ligacdes cruzadas e alinhadas de acordo com as forcas de tensdo da pele local. A
resisténcia de uma cicatriz é dada pela quantidade de colageno depositada e pela forma com
que as fibras estdo organizadas. Quanto maior o nimero de ligagdes covalentes transversais,
maior a resisténcia da cicatriz. Com a evolugdo do processo, acentua-se a deposi¢cdo de
colageno e a maioria das células desaparecem (observasse a apoptose de fibroblastos e células
endoteliais) formando finalmente a cicatriz.”®

O tipo celular principal desta fase é o fibroblasto, que além de produzir as substancias
fundamentais da matriz extracelular cicatricial também é capaz de produzir metaloproteinases.
42

Os eosinofilos aparecem nas ultimas fases da reparacdo e presume-se que podem estar
relacionados a producdo de fatores de crescimento. Com o fechamento completo da ferida e a
eliminacdo dos micro-organismos, os linfdcitos se tornam abundantes. Os linfocitos ndo
somente sdo efetores imunes, mas também, produtores de fatores de crescimento. De forma
notavel, nesta etapa, eles sdo atraidos para a regido da ferida em igual nidmero que o0s

mondcitos e, a partir do décimo quarto dia, séo os leucécitos que predominam na regido.**

2.4. Tratamento de feridas

Ao longo da histéria o0 homem tem tentado desenvolver métodos para abreviar o

tempo de cicatrizagdo de feridas. Encontra-se no mercado diversos produtos disponiveis e
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para se escolher corretamente o produto é preciso considerar fatores relacionados ao paciente,
avaliacéo correta da ferida, oferta de produtos e custo do tratamento. %

Um produto ideal para tratamento de feridas deve possuir caracteristicas como
facilidade de remocdo, conforto, ndo necessitar ser trocado com frequéncia, manutencdo da
umidade, facil aplicacéo e baixo custo.*

Os produtos utilizados para o tratamento de feridas podem ser divididos em topico
(aplicados sobre o leito da ferida, utilizados para limpeza ou protecdo da area ao redor) e
curativos (cobre a ferida com a finalidade de manutencdo da umidade, protecédo e favorecer a
0 processo de cicatrizacdo). Atualmente no Brasil as principais categorias de recursos
disponiveis sdo &cidos graxos essenciais, alginato de calcio, anti-sépticos e detergentes,
bandagens para compressao, carvdo ativado e prata, filmes semi-permeaveis, colageno
biolagico, fator de crescimento celular, hidropolimeros, hidrogel, hidrocoloides, enzimas
proteoliticas, sulfadiazina de prata, acetato de celulose permeéavel ao vapor, protetores

cutaneos, membranas permeéveis ao vapor e curativos com gaze.*

2.5. Biomateriais

Podemos definir biomaterial como qualquer substancia natural ou sintética concebido
para interagir com sistemas biolégicos para auxiliar tratamentos médicos.*® Para este
proposito algumas caracteristicas sao importantes como a biocompatibilidade, flexibilidade e
a biodegradabilidade.*

Desde o inicio da década de 70 os polimeros biodegradaveis tém despertado o
interesse dos pesquisadores e da industria. Nos Gltimos anos muitos grupos de pesquisa
trabalharam de forma colaborativa e houve um grande avanco nas pesquisas nesta area. Na
escolha de materiais para serem utilizados na elaboracdo de um biomaterial biodegradavel, os
pesquisadores apontam algumas propriedades importantes como: (a) ndo induzir resposta
inflamatoria; (b) possuir um tempo de degradacdo e propriedades mecanicas compativeis com
sua funcédo; (d) ndo produzir produtos de degradacdo toxicos que possam ser rapidamente
excretados ou absorvidos e (e) permeabilidade adequada para aplicagdo criada. 2374

E importante ressaltar que os polimeros degradaveis vém sendo vastamente utilizados
na area de saude, pois 0s mesmos podem ser reabsorvidos sem haver necessidade de remocao
manual ou cirdrgica.?® Além de polissacarideos de origem humana, existe um grande niimero
de moléculas a partir de outras fontes (naturais e sintéticas) que tém se mostrado promissoras
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na elaboracdo de biomateriais poliméricos degradaveis sendo a quitosana e o &lcool
polivinilico (PVA) os dois polimeros que atualmente mais despertam o interesse da

comunidade cientifica.*®

2.5.1. Quitosana

A quitosana (Figura 5) é um biopolimero catidnico obtido pela desacetilagdo da
quitina presente em exoesqueletos especialmente de crustaceos, insetos e fungos. Apresenta
estrutura basica molecular semelhante a do acido hialurénico, possui atividade antibacteriana
e é atoxica.*™°

A presenca de grupos amino protonados € responsdvel pela mucoadesividade,
hemostasia e capacidade da quitosana de vincular-se a membranas biolégicas. “*A quitosana é
capaz de produzir camadas com poros interconectados e permite desenvolver formas tais
como hidrogeis, esponjas, fibras tridimensionais e estruturas com poros em trés dimensdes
que promovem a viabilidade celular por fornecer suplemento de oxigénio e nutrientes

suficientes.?

OH
H " H
HO -0
0 /
‘/ T -5 LAV,
NH
H H OH H *H

Figura 5: Estrutura quimica da quitosana
Fonte: R. Jayakumar et al., Biotechnology Advances 29 (2011) 322—337

A quitosana possui atividade antibacteriana intrinseca, e concernente a sua
bioatividade, esta apresenta maior bioatividade do que outros polimeros naturais ou sintéticos
e contribui para a aceleragéo da cicatrizagdo por (a) induzir a producédo de interleucina-8, (b)
estimular macréfagos e a quimioatracdo de neutrofilos além do fato de (c) que a degradagéo
do polimero em N- acetilglucosamina (um componente importante do tecido conjuntivo da

derme) também auxilia na rapida cicatrizacdo da ferida.”®
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2.5.2. Alcool Polivinilico

O alcool polivinilico é um polimero sintético produzido pela polimerizacao do acetato
de vinila seguida de reacdo de hidrélise do poli(acetato de vinila) em alcool polivinilico, é
hidrofilico, ndo toxico, biodegradavel, biocompativel, com boa capacidade na formacdo de
filmes (propriedade mecénica). O alcool polivinilico também funciona como barreira ao
oxigénio e aromas, sendo promissor também para uso na darea alimenticia e de
embalagens.>***

A relacdo entre o percentual de hidroxilas no polimero final, apés a reacdo de
hidrélise, e o nimero total inicial de radicais acidos representa o grau de hidrélise do PVA.
Esse parametro é importante na caracterizacao das propriedades deste polimero. Um aumento
do grau de hidrolise implica na reducdo da solubilidade na agua que provém da estabilizacdo
energética decorrente das ligacdes de hidrogénio intra e intercadeias poliméricas. Além disso,
decorrente desta estabilizacdo observa-se um aumento da adesdo do polimero em superficies
hidrofilicas, da viscosidade e da resisténcia a tracdo. Essas caracteristicas, principalmente a
polaridade, conferem versatilidade de uso e o torna adequado para ser inserido em blendas
com polimeros naturais.*! ** *°

Dentre os polimeros empregados na sintese de hidrogeis, o alcool polivinilico é um
dos biomateriais mais estudado e utilizado na producdo de sistemas de liberacdo controlada,
pois confere excelente transparéncia, consisténcia macia quando na forma de membrana, além

de apresentar excelente resisténcia quimica e ser biocompativel.>’

2.6. Bocaiuva (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd.)

E uma palmeira do cerrado brasileiro, da familia Palmae, espécie Acrocomia aculeata
(Jacg.) Lodd., conhecida popularmente no Brasil como bocailva, macacalba, macaiba,
macaibeira, macajuba, macalba, macalva, mucaia, mucaja, entre outros, cujo fruto tem polpa

amarela que é consumido fresco ou processado com grande aceitacéo popular (Figura 6).%
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Fonte:
http://www.mda.gov.br/sitemda/sites/sitemda/files/ceazinepdf/Macauba_Diretrizes_e_recomendacoes_para_ado
cao_de_boas_praticas_de_manejo_para_o_extrativismo_do_fruto_da_macauba_bocaiuva.pdf. *°

As porcdes comestiveis, polpa e améndoa, representaram 48% do peso total do
fruto. Os frutos amadurecem principalmente entre os meses de setembro a janeiro. A polpa
produz 6leo de cor laranja devido a presenca de carotenoides, compostos organicos que
apresentam propriedades antioxidantes responsdveis pela estabilidade oxidativa do oOleo.
Estudos descritos na literatura por Ramos (2007) e Bressan (2009) apontam que a atividade
antioxidante destes componentes esta intrinsecamente relacionada com a melhora da resposta
imune e na redugdo no risco de doencas degenerativas (por exemplo, céncer, doencas
cardiovasculares, catarata e degeneracdo macular).- Além das atividades supracitadas, o
estudo descrito por Lescano et al (2015) também indica atividade anti-inflamatoria e diurética

quando os autores fizeram o uso de microcapsulas do 6leo de bocaitiva em ratos Wistar. ** %

61,

O 6leo da polpa é composto também por &cidos graxos saturados e insaturados
sendo predominante os insaturados na proporcdo média entre 70 a 80%. Destes predomina o
4cido oleico que tem sido associado a reducdo da pressdo sanguinea.!’ E importante ressaltar
gue os acidos graxos insaturados desempenham também funcBes importantes tal como a
manutencdo do sistema imune em processos inflamatérios bem como a acdo
antimicrobiana.>* > Além disso, estudo recente pelos autores Costa & Moreno (2014)
demonstrou que o 6leo de bocailva apresentou atividade cicatrizante em experimento
utilizando ratos Wistar em feridas tratadas com creme lanette contendo 20% de Oleo de

bocailva.®?
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2.7. Nanoparticulas de selénio

Podemos definir nanotecnologia como a ciéncia e engenharia envolvidos na
concepcao, sintese, caracterizacdo e aplicacdo de materiais cuja menor organizagdo funcional,
em pelo menos uma dimenséo, est4 na escala nanométrica. Nanoparticulas séo definidas como
dispersdes ou particulas sélidas com tamanho em escala de 10-1000nm.% & ©

As nanoparticulas possuem area de superficie aumentada e tem muito mais facilidade
de entrar nas células.®®

O selénio é um elemento de trago comum no organismo, importante
nutricionalmente, especialmente na formagéo de selénioproteinas as quais tém a funcdo de
proteger as células de danos oxidativos. A deficiéncia de selénio esta relacionada a doencas
degenerativas e distrofia muscular em seres humanos. A estimulacdo de resposta imune e a
reducdo da mortalidade no céancer sdo vantagens apontadas em estudos recentes referentes a
ingestdo de selénio.™® Ademais, tem sido relatado na literatura efeitos antibacteriano e
anticancer pertinentes ao selénio.®’

No entanto, a dose e a forma quimica de derivados de selénio desempenham um
papel importante na sua biodisponibilidade e atividade bioldgica.”> Estudo demonstrou que a
atividade anticancer de compostos de selénio é dependente da concentracdo, doses baixas
demonstraram propriedade protetora anticancer enquanto que altas concentragdes poderiam
ser carcinogénicas.®®

Segundo Forootanfar (2014), as excelentes propriedades biologicas das
nanoparticulas de selénio em conjunto com sua menor toxicidade introduziram-las como um
bom candidato para a substituicdo de outras formas de selénio.*

Considerando a atividade antioxidante do selénio e que a sintese e secrecdo de
colageno requerem hidroxilacdo de lisina e prolina sendo que os co-fatores necessarios para a
hidroxilacdo enzimética do colédgeno sdo ferro ferroso, oxigénio molecular, a-cetoglutarato e

vitamina C, o selénio potencialmente pode contribuir com o processo de cicatrizac4o.*®
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3.0BJETIVOS GERAL E ESPECIFICO

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar os efeitos bioldgicos de peliculas incorporadas com o o6leo da
polpa de bocailva e nanoparticulas de selénio sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas em

camundongos .

3.2. Objetivo(s) Especifico(s)

v Realizar caracterizacdo fisico-quimica do 6leo da polpa de bocailva;

v’ Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas por meio de técnicas
espectroscopicas e microscopicas;

v Produzir e caracterizar a pelicula;

v Incorporar 6leo da polpa de bocaiuva e as nanoparticulas de selénio nas
peliculas;

v" Implantar a pelicula em feridas de camundongos;

v Avaliar in vivo macro e microscopicamente o processo de cicatrizacao.
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4. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada no Comité de Etica para Utilizagdo de Animais da
Universidade Catolica Dom Bosco (UCDB) com o numero 005/11 obedecendo a Lei 11.794,
de 08 de outubro de 2008 e demais legislacGes pertinentes e foi desenvolvida no Laboratério
de Catalise Orgéanica e Biocatéalise — LACOB da Universidade Federal da Grande Dourados —
UFGD, no laboratério de Farmacologia e Inflamacdo Universidade Catolica Dom Bosco
(UCDB) e no laboratorio de bromatologia do Centro Universitario da Grande Dourados
(UNIGRAN).

4.1. Obtencao do dleo da polpa da bocaitva

Os frutos maduros da bocaitva foram coletados na regido de Dourados — MS, na
Fazenda S&o Nelson localizada proxima ao anel viario da perimetral norte (-22°12°07.9” sul,
-54°47°40.6” oeste), durante os meses de janeiro a marco da safra de 2015. Apds a coleta, os
frutos foram sanitizados e colocados em estufa com circulacdo de ar a 50 °C para secagem,
sendo posteriormente descascados e congelados. A polpa seca foi colocada em um vidro
ambar contendo o solvente hexano para extracdo do Oleo por 24h. Apds, o solvente foi
removido por rota evaporacdo (40 °C) e o 6leo obtido foi armazenado sob congelamento até o

momento da utilizacao.

4.2. Caracterizacdo do 6leo

Determinou-se o indice de acidez, peroxido e iodo no Oleo de bocailva. A
metodologia utilizada para as andlises foram realizadas segundo as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008), capitulo XVI que trata dos procedimentos gerais para analises
de Oleos e gorduras. Todas as analises foram realizadas em triplicata no Laboratorio de

Bromatologia do Centro Universitario da Grande Dourados - UNIGRAN.

4.2.1. Indice de acidez
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A determinacdo do indice de acidez permite avaliar o estado de conservacao do oleo.
O indice de acidez é definido como o nimero de mg de hidroxido de potéssio necessario para

neutralizar um grama da amostra.

4.2.2. Indice de Peréxidos

Os lipidios sofrem o processo de oxidacdo na presenga de oxigénio, com formacao
inicial de peroxidos, que em meio acido, liberam iodo a partir do iodeto de potéssio. Esse iodo
liberado é titulado pelo tiossulfato de sdédio, em presenca de amido como indicador. Desta

forma, pode-se dosar a quantidade de perdxido formado no éleo e sua estabilidade quimica.

4.2.3. Indice de lodo

E uma medida do grau de insaturacdo dos 0leos. E determinado pela quantidade de
halogénio absorvido e, convencionalmente, € expresso como 0 peso do iodo absorvido por
100 g de amostra. Os resultados obtidos por este método dependem de fatores tais como: o
tempo de contato, a natureza de portadora do iodo (solucdo utilizada na determinacdo) e o
excesso de iodo, sendo necessario cumprir estritamente as mesmas condi¢cdes para cada
analise. Para cada 6leo existe um intervalo caracteristico do valor do indice de iodo que
também esta relacionado com o método empregado na sua determinagcdo. Geralmente, é

determinado pelo método Wijs, que usa a solucdo de tricloreto de iodo.

4.3. Caracterizacgéo centesimal da polpa
A matéria prima foi caracterizada de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas.
Todas as andlises foram efetuadas em triplicata e as determinacfes realizadas foram: teor de

lipidios, teor de cinzas, teor de umidade e teor de acidez titulavel, segundo as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.3.1. Lipidios
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Para a determinacdo de lipidios foi realizado a extragdo & quente utilizando o éter de
petroleo e o aparelho soxhlet. Pesou-se 5g da amostra e em seguida esta foi introduzida no
equipamento de soxlet e extraidos com éter. Em seguida transferiu-se as amostras para o
aparelho onde se acoplou cada uma a um recipiente. Acrescentou-se 0 solvente mantendo
aquecimento durante 16 horas. Apds destilacdo do éter, o recipiente extraido foi transferido
para uma estufa a 105°C por uma hora para evaporacdo do restante do solvente. Ao final,
transferiu-se para um dessecador até temperatura ambiente, pesaram-se 0s recipientes para
determinacdo da massa de lipidios extraida.

Através do calculo:

(massa do baldo+massa do é6leo extraido)—(massa do baldo vazio)x100

%Lipidios=

massa da amostra pesada

4.3.2. Cinzas

As cinzas consistem no residuo obtido de uma amostra quando a mesma é incinerada
e refere-se a porcdo inorganica (minerais) da amostra. Para isso, levou-se os cadinhos de
porcelana para a mufla anteriormente para evitar reac6es violentas e perda da amostra, caso
levada diretamente na mufla em alta temperatura, foram retirados e pesados. Entdo pesou-se
neste cadinhos aproximadamente 5g da amostra e em seguida foram levadas a mufla pesando
a cada duas horas ap6s resfriamento em dessecador até peso constante. A massa final foi

determinada, constituindo a massa de cinzas presente.

4.3.3. Umidade

A umidade consiste na determinacdo da quantidade de agua na amostra através do
aquecimento da mesma utilizando-se uma estufa. Pesou-se a massa de aproximadamente 59
gramas de amostra e levou a estufa com circulacdo de ar a 105°C por 24 horas. O teor de
umidade foi calculado pela diferenca de peso entre as amostras no inicio e ao final do

processo, sendo esta diferenca correspondente a quantidade de dgua retirada.

4.3.4. Acidez Titulavel
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A acidez tituldvel permite conhecer o estado de conservacdao de um dado produto
alimenticio, sendo que um processo de decomposi¢do,seja por hidrolise ou oxidagdo
geralmente altera a concentracdo dos ions de hidrogénio presentes na amostra. Os métodos
que avaliam esta acidez funcionam através de titulagdes com solucbes basicas padrdo de
solucBes aquosas ou alcodlicas. Para esta andlise, solubilizou-se 2,5g da amostra em 50 mL
de alcool 96% deixando-a em erlenmeyer fechado por 24 horas em repouso. Apds este tempo
transferiu-se 20 mL do sobrenadante em outro erlenmeyer acrescentando, a este, trés gostas de
fenolftaleina e realizou-se a titulacdo com hidroxido de sodio 0,01 M. Realizou-se também a
titulagdo do branco (apenas a solucédo alcoolica) para eliminar a interferéncia da andlise.

Os resultados foram obtidos através da seguinte equagao:

(V=V1Dxfx100
mxc

% Acidez Titulavel =

Sendo:

V = volume de NaOH 0,01 M gasto na titulacdo da amostra.

V1 =volume de NaOH 0,01 M gasto na titulagéo do branco.

f = fator de correcdo da solugdo de NaOH 0,01 M, f=0,9865.

m= massa da amostra pesada

c= fator que corrige a analise de acordo com a concentracdo de NaOH utilizada; para NaOH
0,01 M, utiliza-se o fator 100.

4.4. Nanoparticulas de selénio
As nanoparticulas (NP-Se) de selénio foram sintetizadas via procedimento descrito por
Luo et al (2012) utilizando-se um meio de &cido ascérbico e 6xido de selénio. A solugdo de

NP-Se produzidas possuem uma concentragéo de

1 mmol/L."*

4.5. Confeccdo das peliculas

4.5.1. Estudo da propriedade mecanica da blenda PVA/quitosana
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Primeiramente foi realizado um teste preliminar com a finalidade de determinar a
melhor formulacéo para a blenda PVVA/quitosana.

Preparou-se uma solucéo de quitosana 0,5g diluidos em 50 mL de acido acético a 1%
sob agitacdo magnética até obter-se uma solucdo limpida com pH aproximadamente a 6.

Preparou-se, em outro frasco, uma solugdo de PVA (polivinilacool) dissolvendo-se
2,59 de PVA em 50 mL de agua destilada a 70° C sob agitacdo magnética até obter-se uma
solucdo limpida com pH 4.

Para obter uma pelicula com adesividade, flexibilidade e resisténcia testaram-se
diferentes proporcGes dos polimeros. A combinagdo das solugdes de quitosana e PVA
obedeceram as seguintes proporcdes: 20/80, 30/70, 25/75; 50/50 e 75/25 (em massa para as
solugdes PVA/quitosana) obtendo-se um de pH 4,0 = 0,05 através do uso de uma solucdo de
NaOH. A reticulacdo foi realizada pela adi¢do, gota a gota, sob agitacdo, de glutaraldeido
variando a proporc¢éo entre 1,0 e 5,0% (em massa de polimero). A solucéo final foi vertida em
placas plésticas e secas a temperatura ambiente por 72h.**

As observacbes visuais qualitativas foram realizadas levando-se em conta a
solubilidade, miscibilidade e segregacdo de fase nas blendas, além de avaliar a espessura dos

filmes obtidos.

4.5.2. Pelicula polimérica (PB)

Preparou-se uma solucdo de quitosana a partir de quitosana desacetilada de peso
molecular médio, 0,59 de quitosana foram diluidos em 50 mL de acido acético a 1% sob
agitacdo magnética até obter-se uma solucdo limpida com pH 6.

Preparou-se, em outro frasco, uma solucdo de PVA (polivinilacool) dissolvendo-se
2,59 de PVA em 50 mL de agua destilada a 70° C sob agitacdo magnética até obter-se uma
solugdo limpida cujo com pH 4.

Misturaram-se as soluc@es anteriores na proporcao de 25:75 p/p (PVA/ quitosana) com
subsequente adigdo de 1% de reticulante (solucéo de glutaraldeido 25% P.S.) sob agitacéo.

Verteu-se a solugdo final em uma forma de silicone e deixou-se secar a temperatura

ambiente por 72 horas obtendo-se a pelicula, figura 7.
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Figura 7: Pelicula elaborada com quitosa e PVA.

4.5.3. Pelicula polimeros juntamente com 6leo de bocaitva (PO)

O preparo da pelicula contendo 6leo de bocaitva (PO), Figura 8, seguiu 0 mesmo
processo apresentado para a PB com a diferenca de que no instante que é acrescido o
reticulante, para este caso, foi também acrescido 10% do volume total de éleo de bocaiuva.
Esta porcentagem baseou-se no estudo de Costa & Moreno (2014) e em testes realizados para
verificar a quantidade de dleo que é possivel incorporar na pelicula. O periodo de descanso da

pelicula também foi 0 mesmo apresentado para a PB.

Figura 8: Pelicula elaborada com quitosana PVA e dleo de bocaitva.
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4.5.4 Pelicula contendo nanoparticulas de Selénio (PSe)

O procedimento de obtencdo da PSe (Figura 9) seguiu 0s mesmos passos do que fora
apresentado para a PB. Nao obstante, neste caso, a solu¢do de PVA preparada foi acrescida
7,5 mL da solucédo de solugdo contento nanoparticulas de selénio. O restante do procedimento

também foi executado seguindo o exposto para a PB

Figura 9: Pelicula elaborada com quitosana, PVA e nanoparticula de selénio.

4.5.5. Pelicula contendo 6leo de bocaitva e nanoparticulas de Selénio (POSe)

Preparou-se uma solucdo de quitosana a partir de quitosana desacetilada de peso
molecular médio. Diluiu-se 0,5g de quitosana em 50 mL de &cido acético a 1% sob agitacdo
magnética até obter-se uma solucédo limpida. Verificou-se o pH da solucdo estava em 6.

Preparou-se uma solucdo de PVA (polivinilacool) dissolvendo-se 2,5g de PVA em 50
mL de agua destilada a 70°C, sob agitacdo magnética, até obter-se uma solucdo limpida.
Nesta solucdo acrescentou-se a nanoparticula de selénio. Verificou-se o pH da solugéo estava
em 4.

Misturaram-se as solugGes anteriores na proporcao de 25:75 p/p (PVA/quitosana).

Em seguida acrescentou-se 10% de 6leo de bocaitiva®® e 1% de reticulante (solucéo de
glutaraldeido 25%P.S.)
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Verteu-se a solucéo final em uma forma de silicone e secou-se por 72h a temperatura

ambiente obtendo-se a pelicula. (Figura 10).

Figura 10: Pelicula elaborada com quitosana, PVA, 6leo de Bocailva e nanoparticula de selénio.

4.6. Animais para ensaio de cicatrizagio

Todos os animais envolvidos na pesquisa foram recebidos antecipadamente ao inicio
dos experimentos para aclimatagdo e mantidos em gaiolas coletivas até o dia do experimento.
Foram utilizados 75 camundongos Swiss com peso médio de 20g, obtidos do Biotério Central
da UCDB.

Os animais foram mantidos em condi¢6es de isolamento durante todo experimento em
gaiolas individualizadas, com agua e racdo ad libitum e ciclos alternados de luminosidade a
cada 12 horas no Biotério da UCDB.

4.6.1. Padronizagao dos grupos

A distincdo dos grupos foi feita conforme o tratamento utilizado em ambas as Ulceras
de cada animal:
Grupo sem tratamento (sem pelicula): 15 animais com feridas cutdneas sem

tratamento e acompanhadas por 2, 7 e 14 dias (n=5 animais por tempo de tratamento);
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Grupo controle: 15 animais cujas Ulceras foram tratadas com a pelicula contendo
quitosana e PVA acompanhadas por 2, 7 e 14 dias (n=5 animais por tempo de tratamento).

Grupo Gleo de bocaitva (OPB): 15 animais cujas Ulceras foram tratadas com a
pelicula contendo quitosana, PVA e 6leo de bocaitva e acompanhadas por 2, 7 e 14 dias (n=5
animais por tempo de tratamento).

Grupo nanoparticula (Se): 15 animais cujas Ulceras foram tratadas com a pelicula
contendo quitosana, PVA e selénio acompanhadas por 3, 7 e 14 dias (n=5 animais por tempo
de tratamento).

Grupo 6leo de bocaituva + nanoparticula (OPB+Se): 15 animais cujas Ulceras serdo
tratadas com a pelicula contendo quitosana, PVA, 6éleo de bocailva e nanoparticulas e

acompanhadas por 2, 7 e 14 dias (n=5 animais por tempo de tratamento).

4.6.2. Procedimento cirargico: feridas cutaneas dorsais

O procedimento seguiu protocolo padronizado no laboratério de inflamacdo da
UCDB. Os camundongos foram pesados, anestesiados por via intraperitoneal com cetamina
(150mg/Kg) e xylazina (10mg/Kg) de acordo com o peso do animal. Posteriormente, 0s
animais foram tricotomizados, posicionados na mesa operatéria em decubito ventral e apos
assepsia do dorso com alcool 70%, duas excisdes cirurgicas circulares foram feitas com punch
cirrgico de 6 mm de didametro com o animal em decubito lateral, atingindo a regido dermo-
epidérmica. Foram feitas duas feridas por animal (Figura 11).

A pele excisada para confeccdo das Ulceras nos animais foi acondicionada em
eppendorfs para posteriores estudos histolégicos e bioquimicos.

As peliculas foram colocadas nas feridas de cada animal de acordo com o respectivo
grupo. Uma pelicula para cada ferida do animal, sendo que para cada animal foi colocado o
mesmo tipo de pelicula. Apds receberem o tratamento, os animais foram colocados em

gaiolas individualizadas, onde permaneceram até o dia da eutanésia.
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Figura 11: Confeccéo de ferida cuténea.

4.6.3. Coleta do material para estudo

Foram eutanasiados 5 animais por grupo e tempo de seguimento (n=10 ulceras), nos
dias 2, 7 e 14 em camara de CO2.

Ambas as Ulceras de cada animal foram fotografadas separadamente pela camera
digital Sony DSCW320, modo basico (sem flash, sem zoom, resolucéo de 2 Mega Pixels).

Na aquisicdo das imagens, foi utilizado um aparato de metal onde a camera foi fixada
numa base de aluminio distando 15 cm de uma régua perpendicular ao animal. Em seguida,
foram coletadas amostras das Ulceras/cicatrizes para estudos histolégicos (n=5 amostras por
tempo e por tratamento) dos animais de cada grupo nos dias 2, 7 e 14. A pele dorsal ao redor
das Ulceras foi recortada e com o auxilio do punch histologico de 6 mm de diametro foi feita
uma biopsia cilindrica da regido de cada Ulcera/cicatriz de cada animal (Figura 12).

Uma das amostras de cada animal foi acondicionada em eppendorf, contendo solugéo
de formaldeido 10,0% para posteriormente ser seguido processamento habitual para estudo
histoldgico. As demais amostras foram acondicionadas em eppendorf contendo tampdo MPO
e inibidor de protease e foram imediatamente congeladas a -80°C para posterior realizacao de

ensaios bioquimicos para dosagem de mieloperoxidase (MPO).
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Figura 12: Tecido retirado para analise histoldgica.

4.7 Avaliacdo macroscopica da cicatrizacao das Ulceras

As feridas foram fotografadas com camera digital Sony DSCW320A. A camera foi
posicionada perpendicularmente em relacdo a ferida em uma haste com altura padronizada de
15cm da base. A partir das fotografias, as areas das Ulceras foram calculadas com o auxilio do
software ImageJ.”>" A érea inicial corresponde ao dia do procedimento cirtrgico (dia 0) e a

area final corresponde ao dia da eutanasia (dias 2, 7 ou 14).

4.8 Avaliagdo microscopica das Ulceras

Para evitar vieses, a avaliacdo histopatoldgica foi realizada por um Unico analista sem o
conhecimento da identificacdo dos grupos pelo analista. As informacgdes obtidas a partir da
observacdo microscopica foram classificadas de acordo com a intensidade em que foram
encontradas e transformadas em variaveis quantitativas para cada achado histologico, sendo

assim classificados de acordo com a sua ocorréncia/intensidade.
4.8.1 Proliferacéo vascular

Foi considerada ausente, quando ndo se evidenciou vasos no corte histoldgico; discreta,
quando foram visiveis poucos vasos esparsamente situados, de forma isolada no contexto;
moderada, quando apareceram com maior frequéncia e dispersos no campo Optico e

acentuada, quando evidenciados com grande frequéncia, dispostos em todo o contexto.
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4.8.2 Infiltrado inflamatorio

Foram classificadas em ausente, quando estas células ndo foram visualizadas no
campo optico; discreta, quando evidenciadas de forma isolada, possibilitando distinguir areas
livres de infiltrado; moderada quando apareceram com maior frequéncia, constituindo
agregados densos, mas possibilitando visualizar areas livres de infiltrado; e acentuada, quando
as células foram evidenciadas com grande frequéncia, constituindo agregados densos e

justapostos, sem areas livres de infiltrados.

4.9 Avaliacdo de marcadores inflamatérios

4.9.1 Dosagem de 6xido nitrico

A dosagem de nitrito foi realizada conforme descrito por Miranda et. al (2001) com
adaptacOes. Foi realizada a maceracdo do tecido e para desproteinizar, 250pL de soro mais
250 uL de alcool etilico absoluto, foram agitados no vortex e centrifugados (15min, 3500rpm)
a 4°C. Posteriormente, 100uL do sobrenadante foi adicionado a 150uL de cloreto de aménio
(NH4CI) a 5% e 30 pL de hidroxido de sodio (NaOH) a 5%. Para dosagem foi utilizada a
combinacdo da reducdo de nitrato em nitrito com a utilizacdo de cloreto de vanadio (VCls) e
deteccdo de nitrito pela reacdo de Griess (DING et. al, 1988). Para tanto 50uL de amostra
juntamente com 50uL de Sulfanilamida a 2%, 50uL de naftiletilenodiamino dihidrocloridrico
(NEED) a 0,1% e 60uL de VCI; foram incubados em placas de 96 pogos por 60 minutos a
37°C . A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdometro em comprimento de onda
de 540nm. A concentracdo de nitrito foi determinada a partir de uma curva padrdo construida
com nitrito de sddio nas concentracdes de 0 - 100 M. Os resultados foram expressos em pM.

mL de soro sanguineo.

4.9.2 Determinacdo do infiltrado de neutrdfilos através da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO).

O tecido retirado foi colocado em 200uL de tampédo NaCl a 0,1M; NaPO, a 0,02M e
NaEDTA a 0,012M gelado (pH 4,7) este foi triturado com auxilio de uma tesoura. O
homogeinato foi em seguida centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Foi realizado
entdo um choque hipotdnico no “pellet” de células com 600 pl de NaCl a 0,2%, seguido por
600 pl de uma solugédo de NaCl a 1,6% e glicose a 5%. Depois de nova centrifugacdo a 3000
rpm por 15 minutos a 4°C, o “pellet” foi ressuspenso em tampao NaPO4 (pH 5,4) contendo
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0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente homogeneizado. A seguir
esse homogeneizado foi congelado e descongelado trés vezes em nitrogénio liquido e
novamente centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apo6s centrifugacdo, 30uL do
sobrenadante das amostras de tecido foram colocados em placa de 96 pocos para o ensaio. Em
cada pogo foram adicionadas 25uL. de TMB (“3, 3°, 3, 3’-tetramethylbenzidine” — 1,6 mM
final na placa) e a placa foi incubada por 5min. Logo apés, 100 pL de H202 (0,5 M final na
placa) foram adicionados e a placa foi incubada por mais 5 min. A seguir a reacdo foi
interrompida com &cido sulfdrico a 4M. A quantificacdo dos neutréfilos foi feita a partir de
uma curva padrdo de neutrofilos (obtidos da cavidade peritoneal de camundongos) apés 6h do
estimulo com carragenina, os quais foram diluidos em série em NaPO, a 0,08M (1x105
neutrofilos/ poco/ 50uL). Foi determinada a absorbéancia em leitor automatico de microplacas
(Spectra Max 250; Molecular Devices) no comprimento de onda de 450nm. Resultados

expressos como numero de neutrofilos por 0,1g de tecido.

4.10 Avaliacdo da angiogénese pela técnica de implante de esponja

4.10.1. Preparacéo, implantacio e remocao das esponjas

Discos de esponja de poliéster-poliuretano (espuma convencional) com 8 mm de
didmetro por 5 mm de espessura foram usados como matriz para 0 crescimento do tecido
fibrovascular. As esponjas foram lavadas e fervidas em agua destilada por aproximadamente
30 minutos, apds foram secas em temperatura ambiente e mantidas em condicdes estéreis até

momento do implante.”

Inicialmente os animais foram divididos em cinco grupos com seis animais em cada

grupo, como segue:

Grupo Controle: 6 animais com esponjas sem tratamento; Grupo branco: seis animais
cujas esponjas foram tratadas com a pelicula contendo quitosana e PVA; Grupo 6leo de
bocailva (OPB): 6 animais cujas esponjas foram tratadas com a pelicula contendo quitosana,
PVA e oleo de bocailva; Grupo nanoparticula (Se): 6 animais cujas Ulceras foram tratadas
com a pelicula contendo quitosana, PVA, 6leo de bocailva e selénio; Grupo 0leo de bocailva
+ nanoparticula (OPB+Se): 6 animais cujas esponjas serdo tratadas com a pelicula contendo

quitosana, PVA, 0leo de bocailva e nanoparticulas.
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Para o implante, as esponjas foram colocadas individualmente em placa de 96 pogos,
contendo 300l de salina ou da pelicula em solugdo. Para o implante dos fragmentos das
esponjas, os animais foram anestesiados com solucdo de cetamina (150mg/Kg) e xylazina
(10mg/Kg) e submetidos a tricotomia e assepsia da regido cervical. Foi realizada uma inciséo
de 1cm na pele, que foi em seguida divulsionada, formando uma cavidade onde foi
implantada a esponja. A incisdo foi suturada com fio de nylon 3.0. Apds o término do
experimento os animais receberam intraperitonealmente solucéo de dipirona (10mg/Kg), e ao
retornarem da anestesia, os animais foram colocados em caixas individuais e receberam livre

acesso a dgua e racdo durante 7 dias.

Os animais implantados foram eutanasiados por aprofundamento de anestesia no 7° dia
apos serem implantados e os discos de esponjas foram cuidadosamente removidos, dissecados
do tecido aderente e pesados. Os fragmentos de cada grupo foram macerados em 0,5mL de
solugdo salina para determinacdo dos niveis de hemoglobina com indicativo de

neovascularizacdo e armazenados em microtubos.
4.10.2 Dosagem de hemoglobina

Em uma placa de 96 pocos adicionar 50 puL do macerado e acrescentar 50 pL do
corante Veneno de Drabkin. Para o padréo foi utilizado 20 pL do Padrdo de Hemoglobina e
30 pL de &gua destilada e em seguida o corante. O procedimento foi realizado em duplicata.
Apos isso a analise foi feita em Leitor de Microplaca em 540 nandmetros.

4.11 Analise de Colageno total e subtipos de col-I e col-111 pela técnica de picrosirius
seguida da quantificacio usando software Image-J ProPlus

As amostras de tecido foram coletadas e encaminhadas para processamento
histolégico no Laboratério da Universidade Estadual de Maring4. Todos os cortes foram
corados com picrosirius e examinados ao microscépio 6ptico sob luz polarizada. A
observacdo das fibras coldgenas por meio desse método permitiu a diferenciacdo do colageno
tipo | (birrefringéncia laranja- amarelado a laranja e vermelha) e tipo Il (birrefringéncia verde
ou verde-amarela). De cada lamina, foram selecionados e fotomicrografados 10 campos
histologicos com cadmera digital no aumento de 200x. As imagens foram analisadas com ajuda
do software Image J ProPlus, obtendo-se o percentual de colageno por meio da analise de

particulas automatizadas de acordo com selecdo e medida das areas com base na cor. Os
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valores para cada tipo de colageno no Threshold Colour foram padronizados para todas as
imagens do seguinte modo: matiz 0-40 para a cor vermelha (colageno tipo I) e 45-120 para a

cor verde (colageno tipo I11), saturacdo 0-255 e brilho 5-225 para ambos o0s tipos de colageno.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo da polpa de bocaitva

A caracterizacdo da polpa de bocailva foi realizada por andlises fisico-quimicas
envolvendo teores de proteinas, lipideos, cinzas, umidade e acidez (Tabela 1) conforme

descrito na literatura.”

Tabela 1: Valores médios dos teores de lipideos, cinzas, umidade e acidez da polpa de Bocailva.

Parametros Teor (%)*
Proteinas 1,16 +£ 0,05
Lipidios 28,95+ 1,23
Cinzas 3,47 £ 0,02
Umidade 43,93 +0,14
Acidez 7.26 £ 0,54
Carboidratos 22,49+0,5

*Média + Desvio Padrdo da média

5.2. Caracterizacao do 6leo de bocaitva

A caracterizacdo do Oleo de bocaiuva foi realizada por analises fisico-quimicas
envolvendo indices de acidez, peroxido e iodo (Tabela 2) bem como por analise de
infravermelho (Figura 13) conforme descrito na literatura.”® Na tabela 3 apresenta-se uma

comparacao dos resultados obtidos com dados da pesquisa realizada por Ciconini (2012).

Tabela 2: Caracterizacéo fisico-quimica do dleo de bocailva

Parametros Média + Desvio Padrao da média
indice de acidez (% &c. Oleico) 0,27+0,05

Indice de peroxido (meq/Kg) ND*

indice de iodo (gl,/100g) 68,50+0,08

*ND: ndo detectavel

Tabela 3: Comparacdo dos indices de acidez e iodo entre o presente estudo e o estudo realizado
por Ciconini (2012).

Parametros Presente Ciconini (2012)
estudo Campo Séo Corumba  Aquidauana
Grande Gabriel do
Oeste
indice de acidez (% &c. 0,27+0,05 0,27 0,17 0,07 0,22
Oleico)
indice de iodo (gl,/100g) 68,50+0,08 65,56 74,18 69,51 70,64

Média + Desvio Padrdao da média
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Figura 13: Espectro de infravermelho para a amostra de 6leo de bocaitiva em pastilha de KBr.

5.3. Estudo da propriedade mecanica da pelicula PVA/quitosana

Figura 14: Estudo das propriedades mecénicas da pelicula de PVVA/quitosana.

A- Observou-se que quanto maior a propor¢do de quitosana nas blendas, o biopolimero final tornava-se mais
fragil e mais elastico (forma gelatinosa). B- Quanto ao uso do de reticulante (glutaraldeido), observou-se que
guanto maior a proporcao de reticulante (5%), ha uma piora na propriedade mecanica do biopolimero pois o
produto final apresenta maior fragilidade. C- Proporgdes maiores de PVA diminuem adesividade as blendas
mesmo conferindo maior elasticidade. D- A proporcéo ideal neste estudo foi de 75/25/1 de quitosana, PVA e
GA(glutaraldeido) respectivamente.
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5.4. Caracterizacdo das peliculas
As peliculas foram caracterizadas por andlises de Ultravioleta-visivel (UV-vis) (Figura

15), espectroscopia de infravermelho (FTIR) (Figurasl16, 17 e 18), microscopia eletrénica de

varredura (MEV) (Figura 19) e sistema de energia dispersiva (EDS) (Tabela4 e 5).
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Figura 15: Espectro de Ultravioleta-visivel para pelicula de PVA/quitosana (preto), PVA/quitosana/Oleo de
bocailva (vermelho) e PVA/quitosana/nanoparticula de selénio (azul).
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Figura 16: Espectro de infravermelho para a pelicula contendo PVA/quitosana.
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Figura 18: Espectro de infravermelho para a pelicula contendo PVA/quitosana /6leo de bocailva/nanoparticula
de selénio.
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Figura 19: Imagem de microscopia eletronica de varredura para a pelicula contendo (a-b) PVA/quitosana e (c-d)
PVA/quitosana/nanoparticula.

Tabela 4: Dados obtidos da andlise de sistema de energia dispersiva (EDS) obtido da pelicula contendo
PV A/quitosana

ELEMENTO % PESO % ATOMICA % ERRO RAZAO
C 50,76 59,70 9,20 0,1704
N 16,12 16,26 15,06 0,194

@) 20,85 18,41 11,53 0,0353
Na 1,46 0,90 15,09 0,0072
SeL 0,20 0,04 53,45 0,0014
Al 0,35 0,18 17,02 0,0025
S 10,26 4,52 4,03 0,0881

Tabela 5: Dados obtidos da andlise de sistema de energia dispersiva (EDS) obtido da pelicula contendo
PV A/quitosana/nanoparticula de selénio

ELEMENTO % PESO % ATOMICA % ERRO RAZAO
C 50,90 50,37 9,02 0,1925
N 16,19 16,20 16,01 0,0200
O 22,40 19,62 11,91 0,0386
Na 1,95 1,19 14,38 0,0095
SeL 0,43 0,08 55,04 0,0029
S 8,12 3,95 5,66 0,0695
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5.5. Avaliacdo macroscépica da cicatrizacao

Realizou-se a avaliacdo macroscopica da cicatrizacdo das feridas utilizando-se o
programa ImageJ (Tabela 6), apos obter-se as medidas procedeu-se a analise estatistica, 0s

resultados obtidos estdo descritos na Figura 20.

Tabela 6: Fotos da evolugdo da cicatrizagdo das feridas em diferentes tratamentos.
Tempo de Ferida sem Ferida com Ferida com Ferida com Ferida com
PB PO PSe POSe

tratamento pelicula

Inicio
tratamento

2 dias
tratamento

7 dias
tratamento

14 dias
tratamento

Conforme apresentado na tabela acima, observa-se qualitativamente a evolugdo da
cicatrizacdo ao longo do tempo de tratamento. Para 2 dias de tratamento a fase inflamatéria
(vermelha) foi observada no local da ferida. Para 7 dias de tratamento uma crosta formou-se
para 0s grupos sem pelicula e tratados com a pelicula controle enquanto os grupos tratados
com a pelicula com selénio e 6leo de bocailva ja apresentaram contracdo da ferida.Nao houve
sinal de infeccdo durante o tratamento. Para 14 dias de tratamento todos os tratamentos
apresentaram caracteristicas semelhantes com discreta melhora para os grupos tratados com

selénio e 6leo de bocailiva.
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Figura 20: Estudo da AREA DE CICATRIZACAO em camundongos por periodo de tempo.

Dados expressos como média + desvio padrdo da area de cicatrizacdo em pixels. * grupo tratado com pelicula
contendo nanoparticula de selénio difere do grupo sem pelicula, grupo controle e grupo dleo para dois dias de
tratamento, P<0,05; * grupo tratado com pelicula com éleo difere do grupo que nédo recebeu tratamento para sete
dias de tratamento; * grupo tratado com pelicula com nanoparticula de selénio difere do grupo que recebeu
pelicula controle para sete dias de tratamento (ANOVA para medidas repetidas seguido do teste de Duncan,
considerando P < 0,05).

Além da anélise qualitativa (Tabela 6), executou-se a andlise de variancia para
medidas repetidas (ANOVA), apresentada na Figura 20. Proveniente dessa analise foi
possivel demonstrar que para dois dias de tratamento, o que condiz a fase inflamatoria de
cicatrizacdo, 0 grupo que recebeu PSe apresentou aumento estatisticamente significante
(P<0,05) no processo de cicatrizagdo quando comparado com 0 grupo que ndo recebeu
tratamento e com o grupo que recebeu a pelicula controle (quitosana e PVA).

Apls 7 dias de tratamento, o que corresponde a fase proliferativa de cicatrizacéo,
observou-se um aumento significativo na cicatrizagdo para o grupo PSe quando comparado
com 0 grupo que ndo recebeu tratamento e também quando comparado ao grupo que recebeu
a pelicula controle (P<0,05). O grupo que recebeu a pelicula com 6leo de bocailva apresentou
aumento da cicatrizagcdo quando comparado ao grupo sem tratamento para este mesmo
periodo (P<0,05).
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5.6 Avaliacdo Microscopica da cicatrizagdo

Considerando os resultados obtidos na analise macroscépica procedeu-se as analises

do tecido para o 7° dia de tratamento.

5.6.1 Infiltrado Inflamatério

2.51

ok T

Score (Infiltrado inflamatério)

| . (Controle OPB Se  OPB+Se
1T

1
Sem Pelicula
Pelicula

Figura 21: Avaliagcdo microscopica do infiltrado inflamatério. O infiltrado inflamatério foi avaliado pela leitura
das laminas dos cortes histoldgicos coradas por hematoxilina-eosina, a presenca de células inflamatorias foi
classificada em dicreta (1), moderado (2) e acentuado (3). Foram avaliados 5 grupos (n=5). O material foi
coletado dos animais no 7° dia de tratamento. *P<0,05 comparado ao grupo sem pelicula e grupo controle. Os
resultados foram analisados no programa Graphpad prism 5. (ANOVA seguido do teste Newman-Keuls; P<
0,05).
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5.6.2 Proliferacédo Vascular
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Figura 22: Contagem morfométrica de vasos sanguineos em cortes histologicos. Foram avaliados 5 grupos
(n=5). O tecido foi coletado dos animais no 7° dia de tratamento. Foi realizada a avaliacdo direta da
neovascularizagdo por contagem morfométrica de vasos sanguineos em cortes histoldgicos do tecido em estudo
corado com hematoxilina- eosina. (ANOVA seguido do teste Newman-Keuls; p< 0,05).

5.7 Avaliacao de marcadores inflamatérios
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Figura 23: Determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase. Foram avaliados 5 grupos (n=5). Os
resultados estdo expressos em nimero de neutréfilos X 10° (media +EPM) (ANOVA seguido do teste Newman-
Keuls). Para andlise foi utilizado o programa Graphpad prism 5. (ANOVA seguido do teste Newman-Keuls; p<
0,05).
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5.7.2 Quantificacdo Indireta de 6xido nitrico no tecido
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Figura 24: Quantificacdo indireta de éxido nitrico no tecido. Realizou-se a quantificacdo indireta de 6xido
nitrico no tecido pela dosagem de nitrito utilizando a reacdo de Griess. Foram avaliados 5 grupos (n=5). O
material analisado foi coletado dos animais no 7° dia de tratamento. Os resultados foram expressos em puM. mL-
1 de soro sanguineo. Na dosagem de nitrito foram feitas duplicatas técnicas. Para andlise foi utilizado o
programa Graphpad prism 5. (ANOVA seguido do teste Newman-Keuls; p< 0,05).
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5.8 Avaliacéo de marcador angiogénico

5.8.1 Dosagem de hemoglobina

2.5+
= 2.0 1T
= —~
235
_g § 1.5 L
83
8’? 1.0
g3
T 0.5+
0.0
Sem Controle OPB Se OPB+
Pelicula | Se ,
Pelicula

Figura 25: Avaliacdo da neovascularizagdo pelo modelo de implante de esponja. Foram avaliados 5 grupos
(n=6). O material analisado foi coletado dos animais no 7° dia de tratamento. Os resultados foram expressos em
g/dL de hemoglobina em 0,1g de tecido. (ANOVA seguido do teste Newman-Keuls; p< 0,05).

5.9 Analise de Colageno total e subtipos de col-1 e col-11l pela técnica de picrosirius

seguida da quantificacio usando software Image-J ProPlus

A técnica de coloracdo por picrosirius red foi empregada para avaliacdo do colageno
total. Esta técnica também permite quantificar, pela birrefringéncia do colageno sob a luz
polarizada, a deposicdo e reorganizacdo dos colagenos subtipos | e Il durante o processo
cicatricial. Comparativamente foi observado que com relacdo a colageno total o grupo
POB+Se quando comparado ao grupo sem tratamento apresentou-se maior. Para colageno
tipo 1 o grupo PSe possui maior quantidade quando comparado ao grupo sem tratamento e
para colageno tipo Il o grupo POB+Se apresentou maior quantidade de coldgeno quando

comparado ao grupo sem tratamento, ambos para sete dias de tratamento.
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Figura 26: Fotomicrografias ilustrativas das amostras coradas com picrosirius red ap6s observacdo em
microscopio de luz polarizada. (A-B) Sem pelicula; (C-D) com pelicula; (E-F) pelicula com éleo de bocailva
(POB); (G-H) pelicula com nanoparticula Se (PSe); (I-J) pelicula com nano e 6leo (POB+Se). Observe a
birrefringéncia das fibras colagenas (*) evidenciadas em amarelo/vermelho (colageno tipo-1) e verde (coladgeno
tipo-111). Imagens com aumento de 200X; barra = 100um.
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Figura 27: Gréficos da andlise quantitativa do coldgeno total (A) e dos subtipos de colageno | (B) e Il (C).
Dados apresentados em média + desvio padrdo. * indica p<0,05 dos grupos experimentais em relacdo ao grupo
controle.

57



6. DISCUSSAO

Ha uma infinidade de curativos para feridas no mercado, os quais funcionam para
preservar a hidratacdo dentro da ferida, a fim de otimizar a regeneracdo, proteger contra
infeccdes e evitar a ruptura da base da ferida. " ™ ™ Os curativos para feridas mais
disponiveis atualmente sdo feitos com quitosana, 4&cido hialurdnico, colageno e
silicone.2’Além disso, outros biomateriais estdo sendo investigados atualmente para curativos

de feridas a base de alginatos, heparina, celulose e gelatina 8% 8

. Nesta pesquisa nos
propusemos a desenvolver uma pelicula cicatrizante a base de quitosana e polivinilélcool,
produtos ja utilizados em curativos com propriedades conhecidas, acrescido de dleo de
bocailva e nanoparticulas de selénio, substancias com propriedades anti-inflamatéria e
antioxidante.® % &

Primeiramente foi analisado a polpa da bocaitva obtida de frutos colhidos entre os
meses de janeiro a mar¢o da safra de 2015.

Os resultados da composicao centesimal da polpa de bocaitva foram apresentados na
Tabela 1. Os valores encontrados para umidade (43,93%) sdo semelhantes aos resultados
obtidos por Rocha et al. (2013), que reportaram valor de 44,1%. Com relagdo aos valores
referentes a lipideos (28,95%) e cinzas (3,47%) sdo superiores aos descritos por Galeano et
al., (2015) (5,78% e 1,78%) e Rocha et al. (2013), ( 16,6% e 2,3%) respectivamente. Embora
possua um teor considerdvel de lipidios, a polpa de bocailva apresentou menor valor de
carboidratos (22,49%) quando comparamos com valores da literatura. Essa varia¢do no teor
de lipidios na bocailva pode ser explicada por diferencas nos tipos de solo, condicBes
climaticas e periodo de coleta dos frutos.®* &

A extracdo forneceu amostra de 6leo com coloracdo amarelo-alaranjada e com odor
caracteristico. A analise fisico-quimica da amostra de 6leo forneceu dados referentes ao indice
de acidez, peroxido e iodo conforme apresentado anteriormente na Tabela 2. A Tabela 3
apresenta comparativamente os dados obtidos em nosso estudo para os parametros de acidez e
iodo corroborando com os dados apresentados por Ciconini (2012) em estudo realizado no
Estado de Mato Grosso do Sul.®

Considerando que a elevada acidez indica o desenvolvimento de reagGes hidroliticas,
decorrente da presenca de agua, temperatura e enzimas, levando a produgéo de &cidos graxos
livres, e consequentemente, de diglicerideos, a legislacdo Brasileira permite 0 max. de 5% de

acidez para 6leos brutos.®’

58



A acidez do 6leo de bocailva é um fator importante para a aplicacdo a que se
destinada. Isto porque o mesmo pode ser utilizado como fonte de biodiesel dentre outros. A
acidez para a producdo de biomateriais é importante, pois dependendo dos demais compostos
que fardo parte do produto final e, intrinsecamente dos grupos funcionais acidos ou basicos
presentes nos mesmos, pode-se obter ou ndo o material desejado. Os dados de acidez para a
amostra estudada indicou uma baixa acidez o que foi semelhante ao encontrato por Ciconini
(2012).%,

A relativa acidez apresentada pela amostra foi transferida para o produto final tendo
em vista que a solucdo final tanto para a pelicula contendo 6leo quanto para a pelicula
contenho nanoparticulas de selénio juntamente com o Oleo apresentaram pH
aproximadamente igual a 4.

O teste realizado no presente estudo ndo apresentou indice de peroxido o que
corrobora com o estudo de Ciconini (2012).

O indice de iodo é definido pela quantidade de insaturacdes presentes nos acidos
graxos e sua medida indica a estabilidade oxidativa do 0leo, sendo portando um indice de
qualidade do 6leo. Observa-se que o indice de iodo do éleo de bocalva no presente estudo
(68,50 gl*/100g) verifica-se que este se aproxima aos valores encontrados na literatura para o
azeite de oliva.®® Podemos considerar que este fato ocorra devido aos 6leos de bocaitva e
oliva possuirem perfil de &cidos graxos similar.

E importante considerar ainda sobre a composicdo quimica do 6leo da polpa da
bocailva que estudos mostram quantidades consideraveis de carotenoides, principalmente
beta-caroteno, que exibe acdo antioxidante e impede a lipoperoxidacdo, além de conferir
protecdo & pele.'* ®®Além dos carotenoides, Amaral et al. (2011)" relataram altos teores de
tocoferol no 6leo da polpa da bocaitva os quais também apresentam atividade antioxidante e
representam uma importante fonte de vitamina E. Nos dleos vegetais, os tocoferois atuam
protegendo os acidos graxos insaturados da oxidacdo lipidica.

Estudo realizado por Hiane (2006) determinou que 6leo também apresenta quantidades
importantes de acidos graxos insaturados, dos quais 0s presentes em maiores concentragdes
sdo os acidos oleico (65,87%) e linoleico, (5,1%), apresentando também uma quantidade
discreta de 4cido linolénico (2,52%)."®

Segundo Gomes & Oliveira (2010), os acidos graxos exercem importantes papeis na

resposta imunoldgica e inflamatéria. &
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Diante do exposto, conclui-se que o 6leo extraido da polpa da bocailva para realizagéo
deste estudo é de boa qualidade para elaboracdo de pelicula utilizada no presente estudo.

Procedeu-se um estudo da propriedade mecanica da blenda PVA/quitosana utilizando-
se proporcdes diferentes dos compostos. As observacdes visuais qualitativas foram realizadas
levando-se em conta a solubilidade, elasticidade e resisténcia das blendas. Observando a
Figura 14, com relacdo a quitosana, observou-se que quanto maior a propor¢do de quitosana
nas blendas, o biopolimero final tornava-se mais fragil e mais elastico (forma gelatinosa).
Quanto ao uso do de reticulante (glutaraldeido), observou-se que o aumento da proporcgéo de
reticulante (5%) determina uma piora na propriedade mecéanica do biopolimero, pois 0
produto final apresenta maior fragilidade . J& quanto ao estudo da porcentagem do PVA,
concluiu-se que proporcdes maiores deste diminuem adesividade as blendas mesmo
conferindo maior elasticidade. Portanto, a proporcao ideal neste estudo foi de 75/25/5 de
quitosana, PVA e GA(glutaraldeido) respectivamente. Este resultado corrobora com o estudo
realizado por Costa Jr (2008). **

As peliculas obtidas foram caracterizadas através de dados espectroscépicos de FTIR,
UV-vis e microscopia eletronica de varredura (MEV). Os dados de UV-vis para as peliculas
contendo PVA e quitosana apresentaram absor¢do ao redor de 439 nm o que corresponde ao
descrito na literatura por Vimala et al. (2011) que descreve a presenca de uma banda de
transicdo em 421 nm em solucéo de chitosana /PVA 3% (p/v).* O deslocamento da referida
banda é atribuida pela mudanca de estado fisico da matéria da amostra estudada. Pode-se
observar para as demais peliculas (PO e PSe) um alargamento desta banda através da
composic¢do de bandas referentes tanto as transicdes referente a insercdo do 6leo (PO) quanto
a insercdo da nanoparticula. Cumpre salientar um efeito hipercrémico quando comparado as
peliculas contendo Gleo e nanopaticulas de selénio. Isto decorre porque as moléculas
organicas presentes no 6leo apresentam transicdes que requerem menores gaps de energias, e

portanto, conferem maiores coeficiente de extingéo.

Os dados analisados indicaram que a matriz polimérica foi sintetizada através do
arranjo de ligagdes cruzadas ente a quitosana e o glutaraldeido conforme descrito por Hu et al
(2013) no qual o autor descreve que a blenda obtida através da condensacdo entre os
grupamentos amino livres da quitosana com a carbonila do aldeido presente no glutaraldeido
conferem uma estrutura em novelo.®> % Todavia a insercdo do 6leo de bocaitva insere novos
modos de vibrag&o principalmente para o grupamento éster (1745 cm™) o que est4 em pleno
acordo com o deslocamento geral observado para tal grupo. As vibracbes referentes as
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nanoparticulas de selénio ndo foram observadas (1604 cm™), pois esse material encontra-se
em uma quantidade infinitamente menor do que a matriz polimérica e o 6leo de bocailva.

A andlise de microscopia eletrnica de varredura para os polimeros pelicula
PVA/quitosana e pelicula com quitosana/nanoparticula de selénio indica uma grande
semelhanca estrutural. Para ambos pOde-se observar a presenca de reticulados formados
através da ligacdo cruzada entre o glutaraldeido e a quitosana. Esta mesma estrutura foi
descrita por Hu et al.(2013). Tal informacdo indica que a permeabilidade do presente
polimero pode ser afetada. Em certas circunstancias esse arranjo pode ser salutar para todo o
desenvolvimento do produto, pois pode controlar a liberagcdo de determinados compostos, que
neste caso sdo as nanoparticulas de selénio. Estes agregados também forma regides
denominadas clusters, regides em que se encontra estabilizada as nanoparticulas de selénio
conforme descrito por Hu et al. (2013). Estes clusters também sdo responsaveis por
estabilizarem as nanoparticulas ndo permitindo sua agregacdo via ligacGes de hidrogénio,
ligacdo esta muito importante decorrente néo obstante da caracteristica 4cida do polimero.®*

Apbs a caracterizacdo das peliculas seguiu-se entdo com a avaliacdo in vivo da
cicatrizacao das feridas conforme descrito na metodologia no item 4.7,

A evolucdo do progresso da cicatrizacdo da ferida foi acompanhado
macroscopicamente e a tabela 6 demonstra a diferenca entre os grupos tratados e 0 grupo
controle. Conforme descrito no item 4.8, cada ferida foi fotografada no dia da lesdo e no 2°, 7°
e 14° dias apos a lesdo. Apds realizou-se avaliacdo da imagem no programa ImageJ. Para 2
dias de tratamento a fase inflamatéria (vermelha), o grupo que recebeu PSe apresentou
aumento estatisticamente significante (p<0,05) no processo de cicatrizagdo quando comparado
com 0 grupo que ndo recebeu tratamento e com o grupo que recebeu a pelicula controle
(quitosana e PVA). Para 7 dias de tratamento uma crosta formou-se para 0s grupos sem
pelicula e tratados com a pelicula controle enquanto os grupos tratados com a pelicula com
selénio e 6leo de bocailva ja apresentaram contracdo da ferida. Ndo houve sinal de infeccdo
durante o tratamento. Para 14 dias de tratamento todos ao tratamentos apresentavam
caracteristicas semelhantes com discreta melhora para os grupos tratados com selénio e 6leo
de bocaiuva. Este resultado pode estar relacionado a presenca de &cidos graxos que atuam de
forma positiva no processo de cicatrizagdo, estimulando a neoangiogénese, a quimiotaxia para
leucocitos e auxiliam no desbridamento autolitico bem como a presenca do selénio que possui
propriedade de estimular a cascata imune. *® ®’Resultados semelantes foram encontrados por

Verma et al (2017) utilizando hidrogel com quitosana, sericina e nanoparticula de prata.*?
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Com relacéo a area da ferida a andlise estatistica, Figura 20, demonstroun que para
dois dias de tratamento a presenca do selénio acelerou o fechamento da ferida e para sete dias
de tratamento 0 grupo que recebeu a pelicula com 6leo apresentou aumento da cicatrizacao
quando comparado ao grupo sem tratamento e o grupo tratado com a pelicula com selénio,
para 0 mesmo periodo, apresentou aumento da cicatrizacdo quando comparado com 0 grupo
que recebeu a pelicula controle. Estudo prévio realizado por Costa & Moreno (2014),
descreve como resultado, com o uso de 20% de 6leo de bocaiiva em creme lanette em
experimento com ratos, que a presenca do 6leo favoreceu tanto a evolugdo da cicatrizagédo
guanto a reepitelizacio para sete dias de tratamento.®

Com os resultados obtidos na avaliagdo macroscdpica e para entendermos como se deu
0 processo avaliou-se microscopicamente o tecido retirado dos animais no 7° dia de
tratamento. Este periodo corresponde a fase proliferativa do processo de cicatrizacdo. A fase
proliferativa é constituida por quatro etapas fundamentais: epitelizacdo, angiogénese,
formacao de tecido de granulacdo e deposicao de colageno. Esta fase tem inicio ao redor do 4°
dia apos a lesdo e se estende aproximadamente até o término da segunda semana.*®

As feridas tratadas com a pelicula que contém nanoparticulas de selénio apresentaram
menor infiltracdo de células inflamatdrias no tecido (Figura 21). O selénio é um mineral que
faz parte da enzima antioxidante, glutationaperoxidase, que atua no interior da célula
convertendo compostos toxicos, peroxido de hidrogénio, em atoxicos, agua e O, resultando
na reducdo de radicais livres.”® A literatura cientifica tem demonstrado que Vvarias categorias
de antioxidantes da dieta, dentre eles o selénio, podem ser efetivos em suprimir a ativacdo de
vias pré-inflamatérias, por meio da quelagdo das moléculas de radicais livres.** % Na pele,
0 selénio esta presente como parte da redutase da tioredoxina e da peroxidase da glutationa,
que partilham o papel principal na defesa celular contra o estresse oxidativo. Ambas as
enzimas protegem a pele da formacdo de lesbes oxidativas, ao eliminarem diretamente as
EROs e radicais livres. Estudos mostraram que a redutase da tioredoxina esta localizada na
membrana celular dos queratindcitos, fato que assume especial importancia na protecdo
contra a formagéo de lesdes por radicais livres.®> *’Segundo Aguiar et al. (2014) em qualquer
condicdo associada ao aumento do estresse oxidativo ou inflamatério, deve-se esperar uma
influéncia dos niveis de selénio.*®

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima considerada um marcador de neutréfilos
ativados. Observamos que embora tenha ocorrido uma diminuic¢do do infiltrado inflamatério

com a pelicula que contem nanoparticulas de selénio na dosagem da MPO ndo houve
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diferenga estatistica entre os grupos, conforme apresentado na Figura 23, o0 que pode
significar que as nanoparticulas de selénio ndo interferem diretamente na migragdo de
neutrofilos.

Na fase proliferativa evidencia-se a presenca local de macréfagos. A chegada de
macrofagos no local da ferida desempenha um papel vital no reparo da pele. Estudos
revelaram que os macréfagos desempenham variedade de papéis através de seus fenotipos
funcionais durante o processo de reparo da ferida. ® Estudos anteriores relatam que o
recrutamento reduzido de macréfagos no estagio inflamatdrio inicial retarda a formacdo de

tecido de granulaco e prejudica a reepitelizacdo e a contracio da ferida.”

por outro lado,
segundo Thangavel et. al. (2017), a inflamagdo prolongada atrasa o recrutamento de
macréfago e o niimero elevado de neutréfilos prejudica cicatrizagdo na diabetes.”

Os macrdfagos constituem uma fonte de 6xido nitrico (NO) no corpo e as funcdes por
eles desempenhadas sdo devido a sua capacidade de formar NO, que por sua vez é convertido
em nitratos.'® Na anélise realizada de dosagem indireta de 6xido nitrico no tecido néo houve
diferenca estatistica entre os grupos (Figura 24).

A angiogénese é estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), ¢ ¢
caracterizada pela migracdo de células endoteliais e formacdo de capilares, essencial para a
cicatrizacio adequada.'® Para avaliacio da neovascularizacdo utilizamos modelo de implante
de esponja. A dosagem da hemoglobina ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s
grupos(Figura 24). O mesmo foi observado na avaliagdo morfométrica de novos vasos
sanguineos no tecido (Figura 22).

Passamos entdo a avaliar a colagénese, segundo Shaw (2009) a sintese de colageno
inicia horas ap6s o ferimento mas s6 se torna significativa aproximadamente uma semana
apos a lesdo. Dois subtipos sdo importantes para a reparacdo da ferida, colageno tipo |
predomina na matriz extracelular da pele intacta e o colageno tipo Ill, presente em menor
quantidade na pele intacta, importante no processo de cicatrizacdo de feridas, especialmente
na fase inicial da cicatrizacdo.*

O colageno é o principal componente da matriz extracelular, essencial para o
fechamento da ferida. A sintese, deposi¢do, remodelacdo e maturagcdo de colageno sdo etapas

criticas durante a reparagdo e regeneracdo tecidual*

. A sintese de colageno depende
principalmente da disponibilidade de prolina. A prolina é ativamente sintetizada nos tecidos
de granulacéo a partir do &cido glutamico e a quantidade de prolina sintetizada é aumentada

pelo lactato.
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As Figuras 26 e 27 apresentam a analise quantitativa de coldgeno onde observa-se que
a pelicula OPB+Se apresenta maior quantidade de colageno total, quando analisados colageno
tipo 1, a pelicula Se apresenta maior quantidade e com relacdo ao colageno tipo Ill, a pelicula
OPB+Se apresenta maior quantidade. Estudos semelhantes demonstraram aceleracdo do
processo de cicatrizagdo, Hamilton et al. (2006) relataram aumento da proliferagéo de
fibroblastos. 1% Esse achado pode explicar o efeito benéfico da quitosana na cicatrizagdo de
feridas, porque os fibroblastos estdo envolvidos na fibroplasia e formacgdo de tecido de
granulacdo. Além disso, 0 aumento na matriz extracelular (colageno e fibronectina)
desempenha um papel importante na adesdo celular & matriz extracelular para guiar a
migracdo de células.'®® Da mesma forma, Mori et al. (2004) relataram que a quitosana ativa
macréfagos e varios receptores celulares associados com proliferacéo celular.*®* Da mesma
forma, um experimento de raios X realizado em cdes por Ueno et al. (2007) em que a
quitosana foi aplicada & Glceras observaram um aumento na neovascularizagdo.'® Kojima et
al. (2004) relataram um aumento na sintese de coladgeno e atividade da enzima prolil
hidroxilase na presenca de &cido ascorbico (vitamina C, envolvido na sintese de proteinas da

matriz extracelular). 1%
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7. CONCLUSAO

Os testes de caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de bocaitva demonstraram que o
0leo extraido foi de boa qualidade e estd dentro dos parametros preconizados pela legislacdo
brasileira.

A metodologia utilizada para elaboracdo das peliculas mostrou-se adequada e as
peliculas produzidas apresentaram caracteristicas de adesividade, flexibilidade e resisténcia,
com formacdo de reticulados que conferem permeabilidade as mesmas e tornam possivel a
liberagdo dos componentes (6leo de bocaitva e nanoparticula de selénio).

O estudo da area de cicatrizacdo demonstrou que para sete dias de tratamento obtem-
se 0s melhores resultados com as peliculas contendo 6leo de bocaiva e com a pelicula
contendo selénio.

Na avaliacdo do infiltrado inflamatdério o grupo tratado com a pelicula contendo
selénio apresentou diminuicdo de células inflamatdrias, embora ndo se constatou significancia
estatistica na dosagem de MPO e NO.

A avaliacdo da neovascularizacdo pelo implante de esponja ndo apresentou diferenca
quanto a formacdo de novos vasos quando comparados 0s grupos nos diferentes tratamentos
para sete dias de tratamento.

Para analise quantitativa de colageno observou-se que a pelicula contento selénio e a
pelicula contendo 6leo de bocailva e selénio estimulam a producdo de colageno tipo | e tipo
.

Muitos sdo os desafios quando se trata da elaboracdo de novas férmulas para o
tratamento de feridas e pesquisas tem sido desenvolvidas na busca por um curativo ideal.

Neste estudo desenvolveu-se uma pelicula para tratamento de feridas como baixo
custo, de facil elaboracdo, que ndo necessita de troca do curativo e que acelera o processo de

reparo celular com qualidade de fibras de colageno.
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