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“A existéncia é um termo da evolucdo.”

Charles Darwin



RESUMO

A necrose em retalhos cutaneos isquémicos (RCI) é um tipo de falha cirdrgica mais temida
entre as complicagdes operatorias. Atualmente, sdo aplicados medicamentos sintéticos durante
o tratamento da necrose em RCI e apesar de diversas substancias apresentarem melhora na
viabilidade, algumas necessitam de aplicacdo em sistémicas altas doses, 0 que pode produzir
importantes efeitos colaterais. Portando a procura por substancias naturais com menos efeitos
colaterais é constante. A utilizacdo de plantas medicinais que estimulam a angiogénese é
comumente citada em trabalhos prévios e neste caso destaca-se Rhizophora mangle L. (R.
mangle) que entre 0s seus principais compostos possuem os taninos e flavondides muito
reativos quimicamente em diversas atividades biologicas. Este trabalho teve como objetivo
associar um hidrogel natural ao extrato de R. mangle a 5% e avaliar seu potencial na prevencéo
de necrose tecidual em porgdes distais de RCI em ratos, utilizando o modelo proposto por
Macfarlane, et al (1965). Foram confeccionados retalhos cutaneos isquémico na area de pele
fina dorsal de 20 ratos Wistar e divididos em 4 grupos, o grupo A: recebeu apenas Soro
fisioldgico, grupo B onde o extrato aquoso de R. mangle foi aplicado, o grupo C recebeu o
hidrogel 1,5% de Goma Xantana (GX) + placebo e o grupo D foi aplicado o hidrogel associado
ao extrato de R. mangle a 5%. Foram realizados analises morfométricas das areas de necrose
tecidual a partir de registros fotograficos utilizando os softwares Photoshop® e Imagel®,
também foram realizadas 5 fotomicrografias de cada amostra histologica dos animais para a
analise histomorfométrica e obtencdo da contagem de fibroblastos e vasos sanguineos. A média
das porcentagens das areas de necrose foram: grupo A: 55,13%, grupo B: 42,76%, grupo C:
39,04 % e, grupo D: 37,93%. A analise estatistica, através do teste de Kruskal-Wallis,
evidenciou diferenca significante (p<0,001). As analises histomorfométrica com relagéo a
contagens de fibroblastos apresentou as seguintes quantidades por grupo A (3.093,00 £ 714,93),
B (2.820,20 + 757,43), C (3.264,80 + 449,8) e D (2.871,80 + 695,14) e nos vasos sanguineos
obteve grupo A (30,00 + 22,11), B (61,40 + 38,12), C (55,20 + 14,62) e D (69,00 + 31,41),
porém ndo demonstrou resultados estatisticamente significativos (p> 0,05). A associagdo do
hidrogel de GX com o extrato de R. mangle apresentou resultado positivo na diminuicdo da
area de necrose sendo eficaz para aumentar a viabilidade de RCI em ratos.

Palavras chaves: Neovascularizacdo. Microcirculacdo. Retalhos cutaneos. Cirurgia plastica.
Histofometria. Rhizophora.



ABSTRACT

Necrosis in ischemic skin flaps (RCI) is a type of surgical failure most feared among surgical
complications. Currently, synthetic drugs are applied during the treatment of necrosis in RCI
and although several substances show improvement in viability, some require application in
systemic high doses, which can produce important side effects. Therefore, the search for natural
substances with less side effects is constant. The use of medicinal plants that stimulate
angiogenesis is commonly mentioned in previous works and in this case Rhizophora mangle L.
(R. mangle) stands out, which among its main compounds has the tannins and flavonoids that
are very chemically reactive in several biological activities. This work aimed to associate a
natural hydrogel to the extract of R. mangle at 5% and to evaluate its potential in preventing
tissue necrosis in distal portions of RCI in rats, using the model proposed by Macfarlane, et al
(1965). Ischemic skin flaps were made in the thin skin area of the back of 20 Wistar rats and
divided into 4 groups, group A: received only saline, group B where the aqueous extract of R.
mangle was applied, group C received hydrogel 1, 5% Xanthan Gum (GX) + placebo and group
D was applied the hydrogel associated with the extract of R. mangle at 5%. Morphometric
analyzes of the areas of tissue necrosis were performed from photographic records using the
software Photoshop® and ImageJ®, 5 photomicrographs of each histological sample of the
animals were also performed for histomorphometric analysis and obtaining the fibroblast and
blood vessel count. The mean percentages of necrosis areas were group A: 55.13%, group B:
42.76%, group C: 39.04% and group D: 37.93%. The statistical analysis, using the Kruskal-
Wallis test, showed a significant difference (p <0.001). Histomorphometric analyzes with
respect to fibroblast counts showed the following quantities per group A (3,093.00 + 714.93),
B (2,820.20 £ 757.43), C (3,264.80 + 449.8) and D (2,871.80 £ 695.14) and in the blood vessels
obtained group A (30.00 + 22.11), B (61.40 £ 38.12), C (55.20 + 14.62) and D (69, 00 + 31.41),
however, it did not show statistically significant results (p> 0.05). The association of the GX
hydrogel with the R. mangle extract showed a positive result in decreasing the area of necrosis,

being effective to increase the viability of RCI in rats.

Keywords:  Neovascularization.  Microcirculation.  Skin  Flaps.  Plastic  Surgery.

Histomofometry. Rhizophora.
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1 INTRODUCAO

O Retalho cuténeo consiste numa prética cirdrgica, reconstrutiva e estética muito utilizada
no ramo de cirurgias plasticas. S&o segmentos de pele obtidos de uma é&rea doadora e
transferidos para uma regido receptora, mantendo uma conexdo temporaria ou definitiva por
meio de um pediculo, de onde vem o suprimento sanguineo (ESTEVAO et al., 2009). E
amplamente utilizado nas situac6es de perda de tecido do sistema tegumentar devido a trauma,
ressec¢do de tumor e isquemia. (PEDRETTI et al., 2017).

A transferéncia de um fragmento de pele de um local para o outro pode ocasionar
complicagdes relacionados a confecgdo do retalho, entre elas: 0 hematoma, infecgéo, deiscéncia
e necrose (PEDRETTI et AL., (2017). A ma cicatrizacdo dos retalhos cutaneos é um problema
pos-operatério comum. O principal motivo pode ser a neovascularizacdo deficiente e niveis

reduzidos de producéo de fatores pré-angiogénicos (PU et al., 2017).

Segundo OLIVEIRA (2018) diversas sustancias foram utilizadas na prevencao de necrose
em retalhos cutaneos isquémicos como: vasodilatadores, heparindides, anticoagulantes,
antiagregantes plaquetarios e removedores de radicais livres. Porém apesar de varias
substancias terem apresentado melhora na viabilidade de retalhos cutdneos isquémicos em
estudos anteriores nenhuma apresentou eficacia total ao tratamento. Algumas substancias
necessitam de aplicacdo sisttmica em altas doses, 0 que pode desenvolver efeitos colaterais.
(MANCHIO et al., 2009; NEZAM I et al., 2009; GOZU & PODA, 2010).

Sendo assim, 0 uso de fitoterapicos nesse processo se torna cada vez mais essencial por
possuir compostos quimicos com diferentes atividades terapéuticas. Neste contexto, destaca-se
a procura de substancias naturais com menos efeitos colaterais e maior eficicia na prevencao
de necrose. Alem disso, pesquisas cientificas em torno de plantas medicinais consideram os
bioativos presentes em extratos de plantas responsaveis por atividades farmacologicas
potencialmente Uteis no tratamento de afeccdes de saude (CUNHA, 2014; ARAUJO et al,
2015).

No contexto de plantas medicinais cita-se a espécie Rhizophora mangle L, conhecida
popularmente como mangue vermelho. E uma planta pertencente aos ecossistemas dos
manguezais, cuja folha, caule, raizes e frutos apresentam variados usos na medicina popular
através do uso principalmente de seus chas ou macerados em agua (COELHO-FERREIRA,

2009). Existem diversos estudos cientificos na literatura sobre as potencialidades de R. mangle
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como agente de possiveis usos terapéuticos medicinais. Essas propriedades farmacolégicas do
vegetal depende dos seus compostos secundarios que além de garantir a sobrevivéncia da planta

ainda possibilita diversas atividades biologicas.

Os taninos estdo entre os principais compostos polifendlicos do extrato de R. mangle
incluindo taninos poliméricos e hidrolisaveis (BERENGUER et al., 2006). Essas substancias
segundo OKUDA (2005) s&o conhecidos por suas atividades antimicrobianas, além de relatos
de agirem sobre o metabolismo do acido araquiddnico em leucocitos com papéis importantes
nas inflamacg6es e consequentemente na cicatrizacéo de feridas cutaneas (OFORI-KWAKYE,
K. etal., 2011).

A utilizacdo de fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou com fins de
diagnostico € reconhecida internacionalmente pela organizacdo mundial de saude (OMS) e
nacionalmente no Brasil através da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) que foram
criadas em 2006 para o Sistema Publico de Saude (SUS). (BRASIL; 2006).

Contudo, no @mbito farmacéutico ha uma procura incessante pela melhor formulacdo para
uso terapéutico dos ativos medicinais, tendo em vista a eficacia no tratamento e bem estar do
paciente. Deste modo, com a evolucgdo de técnicas de manipulacdo, surgiram diversas formas
farmacéuticas que possibilitaram garantir essas condigdes (BORELLA et al.,2018). Algumas
formulacdes permitem veicular ativos para o uso topico, como por exemplos as formulacdes
semissolidas (géis e cremes). Atualmente, existe um grande interesse cientifico e tecnologico

na utilizacdo de hidrogéis para diversas finalidades terapéuticas inclusive medicinais.

Os hidrogéis sdo materiais com alta versatilidade, que permite a aplicacdo numa variedade
de campos (RAMIREZ et al., 2016) e podem ser desenvolvidos com diferentes tipos de
polimeros, oferecendo assim, biocompatibilidade e baixo custo. Além de manter um ambiente
umido, hidrogéis também podem ser usados para estimular a angiogénese, e neuroprotecdo
(BRADBURY et al., 2008; SACKHEIM et al., 2006), o que é importante pois 0 uso de
substancias que estimulam a angiogénese é comumente empregado para melhorar a viabilidade
do retalho. (ESTEVAO et al., 2009).

Portanto, devido a necessidade terapéutica para o aumento da viabilidade em retalhos

cutaneos isquémicos e o propoésito de diminuir a area de necrose buscando favorecer a eficiéncia
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cirtrgica este trabalho foi desenvolvido. A hip6tese do estudo é que o hidrogel associado ao
extrato aquoso de R.mangle a 5% possui a capacidade de prevenir necrose tecidual em porgoes
distais dos retalhos cutaneos isquémicos em ratos, utilizando o modelo proposto por
Macfarlane, et al (1965).



21

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial do hidrogel de goma xantana associado a Rhizophora mangle na prevencéo

de necrose tecidual em porcdes distais de retalhos cutaneos isquémicos em ratos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Obtencdo do hidrogel a base de goma xantana associado ao extrato de R. mangle;
e Analisar morfometricamente a area de necrose em ratos Wistar submetidos a

procedimentos cirdrgicos para o desenvolvimento do retalho cutaneos isquémicos;

e Quantificar fibroblastos e vasos sanguineos em retalho cutaneos isquémicos através

do estudo histomorfométrico da pele fina de ratos Wistar fémeas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PELE

A pele é o maior 6rgdo dos seres humanos e dos animais, recobrindo toda a superficie
corporea; exerce diferentes funcdes, entre elas, regulacdo de temperatura e excrecdo de
eletrolitos, protecdo contra microrganismos, traumatismos, agentes quimicos e radiacéo.
Reveste uma area de 1,7 m? e pesa cerca de 15% do peso corporal total. E composta por trés
camadas distintas de tecido: epiderme, derme e hipoderme, originérias de folhetos embrionarios
distintos, mesoderma e ectoderma, respectivamente. (ZAIDI & LANIGAN, 2010; GOTO;
OGUIDO&SHIBATTA,2011; EVARISTO, et al 2018; DA COSTA PEDRETTI; GRAHAM
etal., 2019)

A estrutura anatdbmica da pele é importante para o entendimento apreciavel de suas
fungdes (fig.1). Com arquitetura complexa e multifuncional, a pele fornece uma conexéao que
sustenta a vida entre o corpo e o0 meio ambiente. Desempenhando uma diversidade de funcdes
bioldgicas que vdo muito além de seu papel de barreira ao ambiente externo. (MONTEIRO-
RIVIERE, 2010; PASPARAKIS et al., 2014).

Figura 1- Anatomia da pele e composi¢do
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A camada mais externa € chamada de epiderme que é avascular, organiza-se em camadas
e possui uma espessura de 75 a 150 um e 0,4 a 0,6 mm. A textura e espessura variam conforme
a regido do corpo, sendo mais fina na palma das méaos e mais espessa na planta dos pés. Sendo
constituida de células epiteliais achatadas sobrepostas que as considerando de dentro para fora,
estdo dispostas em; germinativa ou basal, espinhosa, granulosa, lucida e cornea (DOMANSKY;
BORGES et al., 2012). As principais células que compdem a epiderme sdo 0s queratindcitos,

0s melanacitos, as células de Langherans e as células ou discos de Merkel.

Os queratindcitos (ou ceratindcitos) sintetizam a queratina, proteina fibrosa maleavel
responsavel pela impermeabilidade cutanea. Os melancélicos sdo células responsaveis pela
producdo da melanina e coloracdo da pele. As células de Langherans atuam no sistema
imunolégico como macréfagos contra microrganismos e corpos estranhos. E por fim as células
ou discos de Merkel que estd presente entre as camadas da epiderme e derme, unindo-se a

terminagfes nervosas sensitivas como os receptores de tato e pressao.

A derme, camada considerada mais profunda, é formada por tecido conjuntivo regular que
se estende da epiderme até o tecido subcutaneo, onde encontra-se os anexos da pele, vasos
sanguineos, vasos linfaticos e nervos. Sua espessura pode variar entre 0,6 mm (&reas mais finas)
até 3 mm onde atinge seu tamanho maximo e constituida de fibras colagenas e elastina que
promove sustentacdo e participacdo em processos fisioldgicos e patoldgicos. Apresenta papilas
que se projetam para a epiderme, apresentando funcao primordial relacionada a resisténcia e a
elasticidade (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Pode ser dividida em camada papilar, mais
externa, e camada reticular, mais interna. A camada papilar que mantém contato com a
epiderme é composta por tecido conjuntivo frouxo, enquanto a camada reticular por tecido

conjuntivo denso ndo modelado.

A derme esta conectada com a fascia muscular subjacente por uma camada do tecido
conjuntivo frouxo chamada de hipoderme ou tecido subcutdneo. Que encontra-se constituido
por celulas adiposas, fibras de colageno e vasos sanguineos, representando 15% a 30% do peso
corporal e desempenhando fungbes importante como isolamento do corpo das variagdes
externas do ambiente, fixacdo da pele aos 6rgédos e estruturas adjacentes. Segundo Pandolfo
(2011), a hipoderme é uma camada de gordura que, embora tenha a mesma origem e morfologia

da derme, ndo faz parte da pele, apenas Ihe serve de suporte e unido com os érgédos subjacentes.

Dependendo da espessura da epiderme, também esté a definicdo de pele fina e pele espessa

ou grossa, visando classificar e diferenciar os dois tipos de pele. Na pele fina a epiderme
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compde-se por quatro camadas (ou estratos) sendo menos espessa que na pele grossa que possui
cinco camadas, isso acontece na pele espessa devido a presenca dos queratindcitos achatados e
mortos encontrados na camada cornea deixando evidente a diferenciacdo entre as duas camadas.
Na pele fina a epiderme e derme é delgada com extrato granuloso é pouco desenvolvido com
poucas camadas de células sendo formada por células poligonais ricas em granulos e células
polimorfas com prolongamentos citoplasmaticos apresentando um aspecto espinhoso. Na pele

grossa além de um espesso estrato corneo a derme também é espessa.

Devido a sua extrema importancia, havendo lesdo na pele, é necessaria rapida intervencao,
a fim de se garantir a possibilidade de regeneracdo, recuperacdo de suas funcdes e evitar o
aparecimento de desequilibrio fisioldgico, que pode levar a morte do individuo (ONOFRE,
2014). Pois, qualquer nocividade a pele € possivel observar uma série de processos fisioldgicos

gue acontece instantaneamente, para restaurar sua integridade e funcéo.

Como sabemos, a pele é um dos maiores componentes do sistema imunoldgico. E possui
uma capacidade de cura natural que gera, no momento da lesdo, uma cascata complexa de
eventos altamente integrados e sobrepostos de hemostasia, inflamacéo, migracéo, proliferacdo
e maturacdo. (ZAHEDI et al., 2010). Desencadeado por sinalizadores bioquimicos e
inflamatorios no local da lesdo, o processo de cicatrizacdo (YOSHIOKA et al., 2013).

Os danos comumente sofridos com a pele acontece principalmente em decorréncia de
queimaduras, traumas, feridas cronicas (Ulceras venosas, de pressdo e de perna), excisdo de
pele, tumores e outras condi¢bes dermatoldgicas. (GROEBER et al., 2011; ONOFRE, 2014).

Que podem ser de etiologia neoplasica, alta incidéncia cirdrgica ou anomalias congénitas.

Muitas vezes, essas lesdes se tornam cada vez mais complexas no processo de cicatrizagéo
tecidual tornando-se dificil de ser resolvido mesmo quando é possivel utilizar o tratamento
convencional ou curativos simples. Pois, ao analisar a pele os profissionais de saude deve
entender que produto topico corresponde a um medicamento de acdo local aplicado no leito,
comumente as classes terapéuticas mais utilizada sdo os anticoagulantes e antiplaquetarios que
atuam em mecanismos que inibem a sintese de vitaminas, enzimas ou substancias derivadas
que causam efeitos na diminuicdo da hemostasia e inflamagdo. Ou a utilizagdo de farmacos
hemorreoldgicos que gera multiplos mecanismos e o aumento da perfusédo tecidual melhorando

processos isquémicos.
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Porém, mesmo com a utilizagcdo de produtos tdpicos e 0s pacientes demonstrar situacao
preocupante que infere a utilizagcdo de produtos adequados conforme a caracteristicas da lesdo.
Neste aspecto tratar a lesdo se torna um desafio principalmente em casos crénicos que nédo
progridem através de processo ordenado e natural. Perdurando por meses ou anos para recuperar
a integridade anatdmica e funcional da pele. Constituindo assim, um grande problema de saude
publica e socioeconémica pois, interfere na qualidade de vida da pessoa acometida e prolonga
o0 periodo de tempo no tratamento ambulatorial. (BRUNOZI et al., 2011; MORAES et al., 2016;
ANDRADE et al., 2017).

A reconstituicdo da pele estabelece o tratamento inicial nos casos de traumatismos com
perda de substancias e nas queimaduras mais intensas. A partir da recomposicdo da epiderme,
obtém-se a protecdo adequada de estruturas profundas e importantes (0ssos, vasos sanguineos,
tenddes e nervos), que ndo podem permanecer expostas, sob o risco de perda da sua vitalidade
e exposicdo a infecgdes. (SCOZZAFAVE et al., 2001).

As perdas tegumentares profundas ocorridas no corpo humano exigem cobertura de
tecido que permitam posteriormente uma maior repara¢do em atuais e futuras lesdes. Segundo
a Sociedade Brasileira de Cirurgia Dermatologica — SBDC (2020): Se o defeito criado pela
ferida cirtrgica for muito extenso, ndo sendo possivel aproximar as bordas, ha necessidade de

fazer um retalho ou enxerto de pele.

O procedimento cléssico para a cobertura de defeitos de espessura total da pele causada
por trauma ou cirurgia é o enxerto cutaneo autélogo (HASLIK et al., 2010). Porém, os enxertos
de pele sdo evitados em regiGes com déficit de irrigacdo, cobertura de estruturas nobres ou de
saliéncia 0ssea, devido o aspecto delicado (fino) do enxerto, que pode nédo ser suficiente para
recobrir as estruturas Osseas e feridas complexas. Sendo assim, as condi¢cbes com espagos
profundos e 0ssos expostos normalmente requerem o uso de retalhos cutaneos ou musculares.
(SHIMIZU et al., 2012).

O retalho cutdneo é uma das técnicas cirdrgicas mais importantes na cirurgia
reconstrutiva. (YANG et al., 2010). O termo “cirurgia reconstrutiva” faz referéncia a utilizagao
de técnicas de reconstrucéo tecidual, bem como flaps, enxertos, retalhos feitos de pele higida,
possibilitando o fechamento de lesGes com ampla extensdo (COLTRO et al, 2011).



26

2.2 RETALHOS CUTANEOS

O retalho cutdneo é uma das técnicas cirdrgicas mais importantes na cirurgia
reconstrutiva. (YANG et al., 2010). Também conhecidos como “Skin Flaps” derivados da
palavra holandesa “flappe”. Que significa "Amplo, longo e anexado a um lado™, especificando
que o suprimento sanguineo do retalho passa por um lado conhecido como pediculo. (LE COCQ
& STANLEY, 2011). Ou seja, o retalho € uma unidade de tecido transferido de um local doador
para outro local receptor mantendo o suprimento sanguineo por meio de um pediculo que

garante a sobrevida do retalho com o fornecimento de sangue adequado.

A histéria dos retalhos cutaneos possui origens relatadas a 600 aC, quando Sushruta
Samhita, considerado “Pai da cirurgia” (SINGH, 2017), principalmente da cirurgia plastica
(CHAMPANERIA et al., 2014). Denominou de “Método Indiano” a reconstru¢do nasal usando
um retalho pediculado de bochecha, definindo os principios basicos em cirurgias reconstrutivas
nasais e cirurgia de retalhos. A evolucdo subsequente do retalho cirtrgico ocorreu em fases
histéricas. Como por exemplo: os horriveis ferimentos da Primeira e Segunda Guerra Mundial
que utilizaram retalhos pediculado extensivamente e forneceram estimulo para o inicio da
cirurgia pléastica reconstrutiva. (ROGERS et al., 2013; CHRYSOPOULO. 2019).

Os retalho cutaneos sdo abundantemente aplicados em todos os campos da cirurgia
plastica sendo uma subespecialidade na modalidade de reconstru¢do (CARTY et al., 2010;
ALVARES et al 2018). Possuem diversas formas, variando de simples avangcos cutineos a
compostos com diferente tipos de tecidos que ndo constituem apenas tecidos moles. Eles podem
incluir pele, masculo, osso, gordura ou fascia. (CHRYSOPOULO. 2019). E representam
oportunidade Unica para o reparo cirargico apos a resseccéo de lesdes de pele, defeitos teciduais,

trauma, distdrbios congénitos, tumores ou quando é necessaria uma reconstrucdo mais ampla.

A ddvida entre a concepgao de retalho e enxerto & muito comum. E a diferenga encontra-
se no fornecimento sanguineo, pois o enxerto depende da vascularizagdo do leito receptor para
sua incorporacdo e o retalho possui vascularizagdo propria. Assim, os retalhos possuem
vantagens substanciais em relag@o aos enxertos cutaneos devido a sua viabilidade ndo depender
do local receptor. (FERNANDES, 2010). Os “Flaps” podem ser classificados de diversas
formas com base na localizacéo, suprimento sanguineo e formagé&o de tecido. (FOSSUM, 2014).
Como demostrado na Figura 2. Uma variedade de técnicas foram desenvolvidas ao longo do
tempo, para alcancar a exceléncia na forma e funcéo dos retalhos cutaneos, buscando melhores

resultados na cirurgia plastica reconstrutiva.
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Figura 2 - Esquema resumo da classificacdo do retalhos cutaneos.
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Os métodos se adaptam a cada regido do corpo constituem 0s avancos cirurgicos que
permite ao paciente melhora em sua qualidade de vida. Algumas técnicas surgiram
gradativamente, conforme o aparecimento das dificuldades. Sendo assim, esse progresso no
conhecimento da cirurgia de retalhos evoluiu lentamente por varios anos. Atualmente, existem
diversas técnicas disponiveis, sendo a escolha baseada em fatores como: A éarea lesionada,
suporte sanguineo local, elasticidade do tecido acometido, qualidade do leito doador e receptor

e habilidade do cirurgiéo.

A criacdo do retalho resulta em tensdes teciduais que podem ter um impacto significativo
na sobrevivéncia do retalho, comprometendo potencialmente o suprimento neurovascular das
estruturas cutaneas. (LUCAS, 2017). A base ou pediculo deve fornecer o suprimento sanguineo
necessario para a sobrevivéncia do retalho, caso contrario, pode ocorrer diversas complicagdes

que impedem um melhor resultado do procedimento cirurgico.
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2.2.1 Complicagdes, Isquemia e Necrose

As complicagOes relacionadas aplicabilidade de retalhos cutaneos normalmente estéo
associados ao comprometimento do fluxo sanguineo, formagdo de seroma ou hematoma,
imobilizacéo inadequada, edema e infeccdo. Varios fatores contribuem para a falha do retalho
(Tabela 1), frequentemente esses processos estdo associados a falta de planejamento ou técnica

adequada, contribuindo assim para a um erro ou falha cirdrgica.

Tabela 1 - Complicages de retalhos que causam necrose

e Design deficiente.
Pré-Operatdria e Tamanho inadequado

¢ Violacdo do suprimento sanguineo

e Lesdo do suprimento sanguineo durante a

Intraoperatdrias disseccdo
e Tensdo no retalho ou torcéo do pediculo do retalho.

e Hematoma pode causar pressdo no retalho e
Pds-Operatdria NECrose.
e Infeccdo também pode causar necrose parcial ou

completa do retalho.

Fonte: NESBIT& LAUB 2009.

A presenca de edema, trombose ou vasoespasmo, bem como a liberagéo de radicais livres,
pode resultar em isquemia e até necrose, principalmente em suas porcdes distais (BARRAL et
al., 2011). A isquemia caracteriza-se pela insuficiéncia de oxigénio engquanto a necrose ocorre
devido a lesdo de isquemia e reperfuséo. Acredita-se que as lesdes sejam os principais fatores
que causam Vvarias alteracOes prejudiciais no tecido e na vasculatura, resultando em necrose do
retalho (YANG et al., 2010).

A necrose do retalho é a complicagdo pos-operatoria mais frequente na cirurgia
reconstrutiva. (PU et al., 2017). Diversas sdo as causas envolvidas na necrose parcial ou total
de um retalho cutdneo. Como por exemplo, em retalhos cutdneos randomizados, que podem

possuir um comprimento muito longo e dificultar a chegada de nutrientes aos segmentos mais
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distais do pediculo. Resultando num déficit de suprimento sanguineo e hipoxia, que também
pode contribuir na formag&o de metabdlitos toxicos e edema.

A necrose em retalhos cutdneos geralmente estdo associados a um déficit vascular. As
complicacdes isquémicas, no entanto, sdo uma grande preocupacao e podem exigir intervencdes
cirurgicas secundarias, geram multiplas infeccGes e atrasar tratamentos futuros, devido a

presenca de necrose tecidual. (TURIN et al., 2018).

O design do retalho geralmente € importante. Qualquer erro técnico no projeto do retalho
durante a cirurgia pode causar isquemia ou necrose parcial ou completa do retalho. As
principais estratégias que promovem a sobrevivéncia do retalho cutaneo sdo inibigdo da leséo
de isquemia-reperfusdo, aceleracdo da angiogénese e alivio do edema tecidual. (CAO et al.,
2015; KIM et al., 2012; BIN et al., 2015).
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2.2.2 Viabilidade

Nos ultimos anos pesquisas foram realizadas sobre o aumento da viabilidade dos
retalhos cuténeos através de manipulacdo. Incluindo, drogas simpatoliticas, vasodilatadores,
bloqueadores dos canais de célcio, que no entanto sdo com resultados conflitantes ou
inconsistentes na prevencao necrose do retalho. (HALLOCK & RICE 1995; AKAMATSU ET
AL., 2000; KARAC ET AL 2005; KIM ET AL., 2009).

A viabilidade ou cicatrizacdo do retalho necessita do estabelecimento de ligacGes
arteriais e drenagem adequada, que deve ocorrer no periodo entre o sétimo e oitavo dia pos
operatdrio. Estabelecido de acordo com o tradicional processo de cicatrizacao tecidual que esta

dividido em trés fases: a inflamatdria, proliferativa e remodelagem, que se sobrepdem de forma
continua e temporal.

Figura 3 - Representacdo esquematica com as fases da cicatrizacao tecidual.
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Fonte adaptada: Park JE & Barbul A (2004)

Ap0s a ocorréncia de uma lesdo ou ferimento comeca o0 extravasamento sanguineo e
consequentemente inicia-se a primeira etapa do processo de cicatrizacdo a fase inflamatoria.
Durante a primeira fase, ocorrem hemostasia, migracdo de leucocitos e inicio da cascata de
reparacgdo tecidual. (ISAAC et al 2010). Origina-se também uma agregacéo plaquetaria através
da coagulacdo sanguinea, gerando um tampédo rico em fibrina que organiza uma matriz

provisoria fundamental para a migracéo celular e protecdo contra microrganismos. Além disso,
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serve como reservatorio de citocinas e fatores de crescimento que serdo liberados durante as

outras fases da cicatrizacao.

A fase proliferativa ou de migracdo é responsadvel pelo fechamento da lesdo ou
ferimento. Compreende: reepitelizacdo, que se inicia horas apos a lesdo, com a movimentacéo
das células epiteliais oriundas tanto da margem como de apéndices epidérmicos localizados no
centro da leséo; fibroplasia e angiogénese, que compdem o chamado tecido de granulagdo
responsével pela ocupacéo do tecido lesionado cerca de quatro dias ap6s a lesdo. (MENDONCA
& COUTINHO-NETTO 2009). Os fibroblastos formam a nova matriz extracelular necessaria
para crescimento, como também 0s novos vasos sanguineos formados através da angiogénese

levam oxigénio e nutrientes fundamentais ao metabolismo celular local.

A fase de remodelacdo é a ultima fase marcada pela maturacdo dos elementos e a
modificacdo da matriz extracelular e 0 armazenamento de proteoglicanas e colagenos, o periodo
em que ocorre a tentativa de recuperacao da estruturacao tecidual normal. A reorganizacao da
MEC transforma-se de provisoria a definitiva, dependendo da intensidade fenotipica observada
nas cicatrizes, representa a intensidade dos fenémenos que aconteceram, bem como o grau de
equilibrio ou desequilibrio entre os elementos. Com o decorrer do processo de maturacao e
remodelagem, a maioria dos vasos, fibroblastos e células inflamatorias desaparece do local da
ferida mediante processos de emigracao, apoptose ou outros mecanismos desconhecidos de
morte celular (MENDONCA & COUTINHO-NETTO 2009).

Com relagéo aos retalhos cutaneos o processo de cicatrizagcdo podem depender de fatores
como a falta de congestdo venosa e hematoma, pressdo de perfusdo e atencdo aos principios
cirurgicos. O estimulo a processos naturais como a angiogénese € citado em diversos trabalhos
(KEIL etal., 2011; MITTERMAYR etal., 2011; JIANG et al., 2020). Esse processo que ocorre
na fase proliferativa € estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), ¢ permite a
formacdo de novos capilares sanguineos a partir de vasos pré existentes, sendo acompanhado
na maioria das vezes por aumento da permeabilidade vascular. Envolvendo maltiplas etapas
como: Migragdo e invaséo de células endoteliais, formagdo do limem, conexdo de novos
segmentos vasculares com circulacdo preexistentes e remodelacdo da matriz extracelular
(MEC), no qual as metaloproteinases (MMPs) sdo extremamente importantes (CONWAY,
COLLEN, CARMELIET, 2001). Sendo assim, é possivel chegar a conclusdo de que para
garantir o suprimento sanguineo adequado do retalho é necesséario que ocorra o estimulo a

formacéo de novos vasos sanguineos ou seja, a angiogénese.
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Alguns métodos alternativos para aumentar a viabilidade dos retalhos cutineos e
estimular a angiogénese, utilizaram por exemplo: Células troncos (PU et al., 2017; GAO et al.,
2011); Plaquetas (TAKIKAWA et al., 2011); Microagulhamento (BARIS et al., 2013);
Estimulacdo mecanica (TACANI et al., 2010); Fototerapia e laseterapia (NISHIOKA et al.,
2012; COSTA etal., 2010; MARTIGNAGO et al., 2019) entre outros. Estes possuem resultados
rapidos e interessantes, contudo é de custo relativamente alto e dificil acesso ao tratamento.

Neste contexto, 0s vegetais também possuem destaque cientifico, quando se refere a
angiogénese e aumentar a viabilidade dos retalhos cutaneos. Os beneficios tornam-se ainda
mais especiais, devido a naturalidade, facil acesso e baixo custo para tratamentos em uso
popular. E possivel encontrar resultados cientificos relevantes na literatura com utilizacéo de
plantas como o uso do 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii) (ESTEVAO; 2013); Extrato do
alecrim (Rosmarinus officinalis) (INCE et al., 2016); Extrato de Arnebia purpirea (ORHAN et
al., 2018); Extrato de carrasco (Quercus coccifera L) (ORHAN et al., 2019) e extrato de acai
(Euterpe oleracea Mart) (DA MOTA et tal, 2018). Estes métodos além de apresentar facil
aplicabilidade e resultados consideraveis, se adequam no contexto de baixo custo se tornando
alternativas viaveis para o tratamento de pessoas em situacdes de vulnerabilidade social e

econdmica.

Atualmente, ha apenas um trabalho na literatura que utilizou a espécie R. mangle em
retalhos cuténeos isquémicos. Associando seu extrato a 5% em filmes poliméricos como um
curativo temporario ou substituto temporario de pele e obtendo resultados significativos (DE
OLIVEIRA 2018). Deixando em hipotese a possibilidade de envolver o extrato a outras
substancias topicas que possa aumentar o potencial fitoterapico. Entretanto, apesar de extensas
pesquisas descritas na literatura e com a utilizacdo de diferentes estratégias para evitar
complicagdes nos retalhos cutaneos, ainda had muito a ser esclarecido. Havendo, portanto,

necessidade de novas pesquisas clinicas e experimentais.
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2.3 MANGUEZAIS

Os manguezais séo ecossistemas costeiros de transicdo entre o ambiente terrestre e
marinho, caracteristico de regides tropicais e subtropicais. Apresentam vegetacdo composta por
espeécies do tipo haldfila, denominadas de mangue, com zonacdo horizontal. Sua importancia
esta relacionada a funcdes fundamentais como a manutencao da qualidade da agua, fixacdo do
sedimento, fornecimento de producao priméaria para o entorno e manutencgéo da biodiversidade.
(FREITAS et al., 2017).

Figura 4 - Manguezal pertencente ao distrito de Vila Velha, em Itamaraca- PE/ Brasil

Fonte: A autora.

Segundo Schaeffer- Novelli et al (2000) O termo manguezal refere-se ao ecossistema,
enguanto mangue € utilizado para designar o grupo de espécies arbdreas com adaptacdes para
sobreviver no ambiente entre marés. A classificagdo ocorre como um sistema de transigéo entre
duas grandes ecoregides reforca a utilizagdo do termo porque 0 manguezal apresenta uma série
de comportamentos ecologicos que séo bastante proprios. (ALONGI 2009). O que desperta 0
interesse de especialistas devido a particularidade da vegetacao.

O bioma foi colonizado devido aos diferentes mecanismos morfologicos, anatdmicos,
fisioldgicos e bioquimicos apresentados pelas espécies vegetais, 0s quais integrados,
contribuem para sua elevada produtividade (POOP et al., 1985; BALL, 1988; NAIDOO et al.,
2002; 2011; PARIDA et al., 2004; BARR et al., 2009). As espécies vegetais de mangue
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apresentam alta plasticidade na utilizagdo das diferentes formas ibnicas resultantes dos
processos de oxidacdo, reducdo e variacOes de salinidade do solo em decorréncia da
hidrodinamica do manguezal (REEF et al., 2010).

As plantas de mangue vivem em condicdes de estresse ambiental (salinidade,
temperatura, flutuacdo das mares e solo andxico), estando adaptadas, morfologicamente e
fisiologicamente a este ambiente e podem ser fontes potenciais de componentes biologicamente
ativos, com ampla aplicacdo. (DOS SANTOS et al., 2019). De produtos como: remédios,
alcool, adocantes, 6leos, tanino e outros produtos de origem vegetal, empregados na cura de
varias doencas (CONSTANZA et al., 1997; KAPLOWITZ, 2001).

O manguezal compreende plantas de ocorréncia unica que produzem metabolitos com
caracteristicas quimicas particulares que ainda sdo pouco conhecidas, 0 que sugere a
possibilidade de abrigarem novos compostos com atividade bioldgica e dar suporte ao
surgimento de novas drogas tanto de origem natural, como semissintéticas
(BANDARANAY AKE, 2002). Esse tipo de vegetacdo apresenta fitoconstituintes importantes

de plantas adaptaveis ao ecossistema.

Figura 5 - Manguezal pertencente ao distrito de Vila Velha, em Itamaraca- PE/ Brasil

Fonte: A autora.
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Segundo BANDARANAYAKE (2002) possui uma rica fonte de metabolitos
secundarios como triterpenos, saponinas, taninos, alcaloides e flavonoides. Essas substancias
estdo relacionada a diversas atividades biologicas, como: antiviral (ZANDI et al., 2009),
antioxidante (RAMADAN et al., 2009), Anti-inflamatéria (SULEIMAN et al., 2010),
antibacteriana (SHOHAYEB; ABDEL-HAMEED; BAZAID, 2013; ODA, 2017), Inseticida
(SHI et al., 2010), Leshmanicida (SULEIMAN et al., 2010) e anticancer (RAMALINGAM;
RAJARAM, 2018).

Os principais géneros de espécies vegetais superiores encontrados na costa brasileira
sdo: Rhizophora, Avicennia, laguncularia e conocarpus. As espécies Hibiscus tiliaceus,
Acrostichum aureum, Spartina brasiliesis e Spartinaalterniflora ocorrem como facultativas.
(ANDRADE, 2010). Os extratos de plantas de mangue sdo usados como um dos métodos mais
populares e simples para o tratamento de véarios distirbios de salde e doencas cronicas
(PATRA; MOHANTA. 2014). Sendo capaz de modular a atividade de enzimas responsaveis
pela biotransformacdo, aumentando assim, a possibilidade de ocorrer interac@es entre farmacos
guando administrados concomitantemente. (DOS SANTOS et al., 2019).
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2.3.1 Rhizophora mangle

A Rhizophora mangle L. Conhecida popularmente como mangue vermelho, mangue raiz,
sapateiro entre outros, € uma das espécies mais abundantes em ambiente estuarinos. Pertencente
a familia Rhizophoraceae possui carater arbéreo com folhas simples e adaptaces fisioldgicas
notaveis frente aos substratos anaerdbicos tipicos do manguezal, os rizoforos. (FERREIRA et
al., 2011). Um sistema radicular que partem do tronco e dos ramos formando arcos com
aspectos caracteristicos Unicos, o qual ramifica-se e chegam ao solo permitindo melhor

sustentagéo a planta.

Figura 6 -Ramos formando arcos da espécie R. mangle.

Fonte: A autora.

A arvore, apresenta copa simples, com densidade foliar intermediaria, ramificacao
racemosa e espalhamento alterno, com presenca de raizes fulcreas. Com folhas simples,
opostas, aglomeradas nos terminais dos ramos, apice obtuso, base cuneada, coriacea e glabras
em ambas as faces. (SILVA, 2018). Outra caracteristica importante da espécie é o fato da
semente comecar a germinar ainda presa a planta materna. Essa semente germinada tem a forma
de caneta ou lanca, sendo alongada e apontada para baixo, e € chamada propagulo. O propagulo,
ao cair, enterra-se na lama por ocasido da baixa-mar ou pode flutuar na agua até encontrar

condicGes favoraveis para sua fixacdo e desenvolvimento. (ALMEIDA et al, 2002).
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Figura 7 - A) Espécie R. mangle; B) Propégulos e C) Fixacdo e desenvolvimento da espécie.

Fonte: A autora.

A planta subtropical / tropical, coloniza linhas costeiras e habitats de agua salobra abaixo
da isotérmica de 20°C no hemisfério norte e sul. (PIL et al., 2011). No Brasil, a espécie ocorre
ao longo de toda a distribuicdo de manguezais no pais. (PIL et al., 2011). Habitando condicfes
ambientais estressantes (salinidade, flutuacdes das marés e solo andxico) sdo adaptadas a esse
ecossistema severo, com muitas substancias que as protegem dessas condi¢oes (NEBULA et
al., 2013).

O manguezal € um ambiente que propicia situa¢fes adversas que trazem a necessidade de
estratégias de protecdo e desenvolvimento das plantas. Desencadeando assim a produgéo de
metabdlitos secundarios, compostos com caracteristicas quimicas particulares que ainda séo
poucos conhecidas, apresentando um rica fonte de triterpenos, saponinas, taninos, alcaloides e
flavonoides (BANDARANAYAKE, 2002). Esses fitoconstituintes sdo componentes
importantes de plantas adaptaveis ao ecossistema.

O mangue-vermelho é rico em substancias fendlicas, como taninos, que sdo largamente
utilizadas na producdo de corantes (FERREIRA et al., 2011). A arvore de casca lisa e clara da
R. mangle ao ser raspada mostra cor vermelha sendo este é um dos motivos pelo qual a espécie
é conhecida por mangue vermelho (SILVA et al.,2013). Essa coloracdo é uma das
caracteristicas marcantes da espécie. As plantas encontradas no manguezal brasileiro sdo
marcadas com um alto grau de especificidade devido as condicBes em que estdo situadas,
possuindo caracteristicas morfoldgicas distintas (LACERDA, 2003).
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Os taninos estdo entre os principais compostos polifendlicos do extrato da R. mangle L.
incluindo os tipos poliméricos e hidrolisaveis (BERENGUER et al., 2006; SANCHEZ et al.,
2009) ou em extrato aquoso da casca (SANCHEZ et al., 2009) e novos flavonoides
(ANDRADE-CETTO et al., 2017). Presenca de epicatequina, catequina, acido clorogénico,
acido galico e &cido elagico, galotaninos e elagitaninos (SANCHEZ et al., 2009). Das estruturas
ndo tanicas, € mencionada a presenca de carboidratos livres e encadeados, acidos graxos de
cadeia longa, saturados e insaturados; fitoesterois, componentes volateis ou semi-volateis, e

aromas ou 6leos essenciais ndo volateis. (SANCHEZ et al., 1998).

Trata-se de uma planta cuja folha, caule, raizes e frutos apresentam variados usos na
medicina popular cuja preparacdo envolve maceracdo, cha ou cinzas em agua (COELHO-
FERREIRA, 2009). Os extratos de R. mangle possuem efeitos benéficos avaliados em trabalhos
anteriores sendo utilizada no tratamento contra Ulceras gastricas (BERENGER, et al., 2006;
PERERA, et al., 2010; DEFARIA et al., 2012; ARMAS et al 2005), acdo antibacteriana
(MELCHOR, et al., 2001; FERREIRA et al., 2011), atividade antioxidante (SANCHEZ, et al.,
2006; BERENGUER et al., 2006; ZHANG, et al. 2010), anti-inflamatéria (MARRERO, et al.,
2006), efeito antidiarreico (WENDEL et al., 2013); e na cicatrizacdo de feridas ( MARINHO.,
2018; FERNANDEZ et al., 2002).
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2.4 HIDROGEL

A histéria dos hidrogéis se iniciou na década de 1960, quando foram primeiramente
inventados e propostos por Wichterle e Lim. (WICHTERLE & LiM, 1960). A partir de ento,
estudos envolvendo polimeros auxiliaram na sintese de uma variedade de hidrogéis, através de
polimeros sintéticos ou naturais. O resultado incentivou novas pesquisas, interesse nas
estruturas poliméricas reticuladas e avancos cientificos, permitindo a producdo de outros

hidrogéis para diversas aplicacdes.

Os hidrogéis sdo estruturas poliméricas hidrofilicas reticuladas que podem absorver
grandes quantidades de agua ou fluidos biol6gicos. (AHMED, 2015). Estes materiais
apresentam como caracteristica principal a capacidade de absorver e reter agua em seu interior,
sem dissolver. Podendo absorver varias vezes o seu proprio peso seco. (KONDIAH et al., 2016;
PARK et al., 2017). A difusdo de agua para o interior do hidrogel ocorre pela expansao das
redes poliméricas constituidas. Esta propriedade dos hidrogéis é denominada grau de
intumescimento que é diretamente proporcional a quantidade de dgua absorvida pelo hidrogel
(PAL et al., 2009).

O intumescimento depende de alguns fatores fisicos externos como for¢as de coeséo,
grupos hidrofilicos, baixa densidade de reticulacdo e flexibilidade da cadeia do polimero. O
controle desses fatores também € importante para alterar o grau de intumescimento dos agentes.
A capacidade dos hidrogéis de se unir com moléculas de agua surge principalmente devido a
existéncia de grupos hidrofilicos tais como: grupos aminos, carboxilas e hidroxilas.

Os hidrogéis podem ser divididos em duas classes com relacdo a natureza do
entrecruzamento das cadeias poliméricas, podendo ser, quimico ou fisico ou ainda podendo
haver uma combinacgédo dos dois com diferentes propor¢des. (SABADINI, 2015). A formacéo
de hidrogel por meio de ligagdo covalente, o classifica como hidrogel quimico, enquanto
ligagBes do tipo pontes de hidrogénio, ligacBes ionicas ou interagbes hidrofobicas, o classificam
como hidrogel fisico, uma vez que essas ligagdes sao consideradas reversiveis (COIMBRA,
2010). Porém, ao longo dos anos cientistas classificaram os hidrogéis de varios modos. (FEKSA
et al, 2018).

A classificagdo ocorre com base na resposta desses materiais que também podem ser

diferenciados pela forma como sdo preparados definindo suas peculiaridades. A estrutura fisica



40

e as caracteristicas dos hidrogéis dependem ao iniciar monémeros e macrémeros, métodos de
sintese e fabricacao, condi¢des de solvente, degradacéo e histdrico de carregamento mecénico.
(SLAUGHTER et al., 2009). Os hidrogéis podem ser quimicamente estaveis ou podem se
degradar e, eventualmente, se desintegrar e dissolver. (HOFFMAN, 2012).

De acordo com Nascimento e Lombello (2016, p. 6):

Quanto ao método de formacédo das cadeias, podem ser homopolimeros, quando séo
utilizados apenas um tipo de monémero; copolimeros, quando sdo utilizados mais de
um tipo de mondmero; polimeros interpenetrantes, quando as cadeias poliméricas de
um dado hidrogel penetram e se emaranham com as cadeias de um outro hidrogel,

formando blendas de hidroggéis.

Outro método de classificacdo de hidrogéis é pelo carater ibnico dos componentes
macromoleculares na rede. (PEPPAS et al., 2012). Que determina na maioria das vezes 0
comportamento e equilibrio de intumescéncia da formulacdo. Em termos de carga idnica, 0s
hidrogéis podem ser neutros, catidnicos, anidnicos ou anfoliticos, conforme determinado por
grupos pendentes incorporados a estrutura do gel. (SLAUGHTER et al., 2009). As cadeias que
compdem a rede podem ser baseadas em combinagdes naturais, sintéticas ou hibridas desses

materiais.

A producdo de hidrogéis possui grande variedade de polimeros sintéticos e naturais,
porém para aplicacfes biomédicas o polimero deve apresentar biocompatibilidade e na maioria
dos casos, também biodegradabilidade. Os hidrogéis provenientes de componentes naturais
destaca-se por apresentar essas caracteristicas vantajosas, como também, baixa toxidade e uma
série de propriedade fisico-quimicas notaveis que os fazem apropriados a diferentes aplicacdes.
Atualmente, existe um interesse muito forte em substituir polimeros sintéticos por polimeros
naturais para aplicacdes que interagem com seres humanos ou com o meio ambiente (FARHAT
etal., 2017)
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2.4.1 Hidrogéis de Polimeros Naturais

Os polimeros naturais também chamados de biopolimeros sdo macromoléculas
produzidas por organismos vivos ou presentes em sua constituicdo. Estes incluem as proteinas,
os &cidos ribonucleicos (RNA) e acidos desoxirribonucleicos (DNA), os polissacarideos, e

outros polimeros como a borracha natural e alguns poliésteres. (COIMBRA, 2010).

Como os polimeros naturais séo macromoléculas com alto peso molecular, eles podem
ser usados para preparar hidrogéis sem adicionar nenhum iniciador de polimerizacdo. (TANG
et al., 2020). Sendo extremamente importante em aplica¢cdes biomédicas como engenharia de
tecidos, terapias celulares e administracdo de medicamentos. Os hidrogéis baseados em
polimeros naturais imitam muitas caracteristicas da matriz extracelular e muitos demonstraram
melhor biocompatibilidade e biodegradabilidade do que aqueles baseados em polimeros
sintéticos. (BALAKRISHNAN & BANERJEE,2011).

2.4.2 Polissacarideos

A necessidade de buscar alternativas ecoldgicas fez com que nos ultimos anos se
desenvolvessem hidrogéis a base de polissacarideos ja que muitos sdo atéxicos e/ou
biodegradaveis. (MOTTA, 2009). Os polissacarideos sdéo comuns em prepara¢des de hidrogéis,
esse tipo de polimero natural possui fontes renovaveis como: microrganismos, plantas e animais
(Figura 8). A sua principal vantagem reside no fato de serem abundantes e econdmicos e na
possibilidade de serem modificados quimicamente (FANGUEIRO et al., 2010).
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Figura 8 - Fontes naturais renovaveis de polissacarideos.

POLISSACARIDEOS

I. Fontes Naturais

Renovaveis
Animais Plantas Algas [ Microrganismos
Exemplos: Exemplos: Exemplos: Exemplos:
* Quitosana * Pectina * Alginato * Dextrana
< Contoitina *+ Goma Guar ° Agar * Goma Xantana
* Goma de Alfarroba *+ Carrageninas * Goma Gelana

* Escleroglucana

Fonte: A autora

As caracteristicas e diversidade dessas macromoléculas podem estar relacionadas aos
diferentes pesos moleculares, distribuicdo e composicdo quimica. Além disso, podem
apresentar um grande nimeros grupos reativos em sua organizacdo. (ALHAIQUE et al., 2016).
Os hidrogéis de polissacarideos possuem uma estrutura polimérica complexa e ramificada, da

qual eles exibem altas propriedades adesivas e coesivas. (ROHOKALE et al., 2012).

Tais propriedades sdo bastante Gteis em preparacbes farmacéuticas e utilizagdes
biomédicas. Tornando-se um material de escolha em diversas aplicacdes, como: Cicatrizacao
em feridas cutéaneas (VICENTE et al, 2019), engenharia de tecidos (DO NASCIMENTO &
LOMBELLO, 2016; RADHAKRISHNAN et al., 2017), reparo de tecidual (CARVALHO,
2017) e administracdo de medicamentos (GOPINATH et al., 2018).

Atualmente na literatura existe uma grande variedade de polissacarideos naturais
bastantes utilizados na preparagdo de hidrogeis, como: Quitosana (DO NASCIMENTO &
LOMBELLO, 2016; CARVALHO, 2017; MENDES, 2019), Amido (VICENTE et al., 2019),
Celulose (ZHAO et al., 2016; DAI & HUANG, 2016), Quitina (CHANG et al., 2011) e Goma
xantana (LE & TURGEON, 2013; KANG et al., 2019).
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Os hidrogéis a base de polissacarideos naturais exibem propriedades Unicas que
respondem a estimulos e fungdes bioldgicas. A producdo desses materiais utilizando
polissacarideos de origem microbiana tem recebido uma consideravel atencdo em estudos e
pesquisas cientificas nos ultimos anos, devido a diversidade de substancias e aplicabilidade em

diferentes areas como industriais, alimenticias e farmacéuticas.

Os  polissacarideos  microbianos  compreendem  um  grande  numero
de biopolimeros versateis produzidos por vérias bactérias, leveduras e fungos. (GIAVASIS,
2013). Possui vantagens principalmente no que se refere a obtencdo do produto comparando
aos outros tipos de carboidratos. Como por exemplo: producdo independente de condicOes
climaticas, possibilidade de utilizacdo de matérias-primas regionais, maior rapidez na obtencédo
do produto acabado e necessidade de espaco relativamente pequeno. (DE SOUZA & GARCIA-
CRUZ, 2004). Porém, em alguns casos depende do tipo de microrganismo utilizado e o método
de producéo para o alcancar de rendimentos especificos.

Os polissacarideos microbianos bem estabelecidos pelas industrias sdo as gomas:
xantana, gelana, curdlana, pululana ou escleroglucana. Polissacarideos de fungos, leveduras ou
bactérias emergem, a medida que a pesquisa sobre cepas produtoras de polissacarideos continua
e as propriedades e a funcionalidade desses biopolimeros se tornam mais elucidadas.
(GIAVASIS, 2013). Sdo considerados materiais renovaveis, biodegradaveis, geralmente
atoxicos e com propriedades reoldgicas especificas. Portanto, sdo de grande aplicabilidade

industrial em substituicdo aos polissacarideos convencionais (FREITAS et al., 2009).
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2.4.3 Goma Xantana

A goma xantana (GX) é um exopolissacarideo natural de grande importancia para a
indUstria de polimeros. S&o substancias extracelulares secretadas pelo microrganismo
Xanthomonas campestris, que através da fermentacéo aerdbica sintetiza a goma para evitar sua
desidratacdo. Sendo estudada extensamente para o interesse de producdo industrial por
apresentar propriedades espessantes, estabilizantes ou evitando a sedimentagédo de substancias
em suspensdo (BALDASSO et al., 2004; KRSTONOSIC et al., 2019).

O termo “Goma” é comum para géis polissacarideos hidrocoloidais que t€ém uma
afinidade pela &gua e exibem propriedades de ligacdo com agua e outros materiais organicos
ou inorganicos. (PALANIRA & JAYARAMAN. 2011). Capazes de formar dispersdes,
solucgdes intensamente viscosas ou geis na presenca de um solvente ou agente de intumescéncia
apropriado, em baixas concentragcfes. Grande parte da literatura refere-se a goma xantana como
polissacarideo B-1459, baseado nas cepas obtidas de colec¢Bes de cultura, principalmente da X.
campestris pv campestris NRRL B-1459 e seus provenientes. A bactéria ¢ do tipo gram
negativa, fitopatogénica e apresentam-se predominantemente isoladas em forma de bastonetes

que se movimentam por um flagelo dnico (FONARI, 2006).

Figura 9 - Micrografia eletrdnica de transmissdo de X. Campestris. (x 12 000)

Fonte: Garcia-Ochoa et al., (2000).

A descoberta da goma xantana em 1950 foi resultado de um programa sistematico de

busca ou screening iniciado pelo Northern Regional Research Laboratories (NRRL) do
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Departamento de agricultura dos Estados Unidos. (FORNARI et al., 2006; PALANIRA &
JAYARAMAN, 2011; DINIZ et al., 2012). Em consequéncia do sucesso comercial da dextrana
na década de 1940 o departamento iniciou uma busca exaustiva por microrganismos capazes
de produzir polissacarideos soltveis em agua, tendo como resultado o descobrimento da goma
xantana. (FORNARI 2006). Ficando comercializada a partir da década de 1960 (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

A producéo de exopolissacarideo esta relacionado a sobrevivéncia do microrganismo
(FORNARI, 2006). Sobre condi¢fes ambientais adversas como: secagem, oscilacdes de
temperatura, radiacdo, certos produtos quimicos e adesdo (ROMERIO, 1995). Além disso,
comporta-se contra ataques de amebas, fagocitos e bacteridéfagos; e industrialmente € um
produto capaz de formar solucGes viscosas em meio aguoso, MesSMO em pequenas
concentracdes (SOUZA e VENDRUSCOLDO, 1999).

As qualidades industriais do xantano estdo associadas a fun¢des orgénicas presentes em
sua cadeia estrutural (Figura 2). Formado por unidades repetidas de pentassacarideos. (DA
COSTA et al.,, 2015). Baseada em um esqueleto linear que consiste em B-D-glicose ligada a
1,4, que € substituida por uma cadeia lateral de trissacarideo com duas manoses e um &cido
glucurénico ligada a residuos de glicose alternativos da cadeia principal. (CAl et al., 2018;
MORRIS, 2017).

Figura 10 - Estrutura priméria da goma xantana
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A presenca de grupos organicos como &cido glucurdnico e &cido pirtvico na cadeia
lateral caracteriza o polimero como ani6nico. O residuo terminal de D-manose pode ter uma
funcdo de piruvato, cuja distribuicdo depende da cepa bacteriana e das condicdes de
fermentacdo. A unidade D-manose ndo terminal na cadeia lateral contém uma funcao acetila.
(TALUKDAR & KINGET 1995). As diferenciagdes estruturais dependem do microrganismo
usado na producdo e condigdes utilizadas no processo de fermentacdo (BORGES &
VENDRUSCOLO, 2008).

A elaboracdo comercial da goma xantana ocorre a partir de uma cultura pura da bactéria
por um processo de fermentacdo aerdbica submersa. Produzindo o polissacarideo na superficie
da parede celular durante seu ciclo de vida normal por um processo enzimatico complexo. As
bactérias sdo cultivadas em meio adequado, contendo glicose, uma fonte de nitrogénio e varios
oligoelementos. Os requerimentos nutricionais minimos necessarios do meio fermentativo para
a biosintese de xantana sdo as fontes de C (carbono), N (nitrogénio) e P (fésforo) (BRANDAO
etal., 2010).

O atual processo de producdo consiste nas etapas de obtencdo do préinoculo, inéculo,
fermentacdo, remocao das células, precipitacdo, separacdo e secagem da goma. (DA COSTA
etal., 2015). Quando a fermentacao final termina, o caldo é pasteurizado para matar as bactérias
e a goma xantana é recuperada por precipitacdo com alcool isopropilico ou etanol. Finalmente,
0 produto é seco, moido e embalado. (SWORN, 2009). O crescimento dos microrganismos e a
producdo da goma xantana séo influenciados por tais fatores como: o tipo de reator, 0 modo de
operacao (batelada ou continuo), composic¢do do meio, e as condi¢des da cultura (temperatura,
pH e concentracio de oxigénio dissolvido) (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A demanda de xantano utilizada no Brasil é importada. Por isso, pesquisas tém sido
realizadas baseando-se na producéo a partir de residuos industriais, sele¢do de novas linhagens
e adequacdo nas condicOes 6timas de crescimento celular, producéo, purificagdo e recuperacao
do polissacarideo, com o objetivo de produzir xantana a nivel industrial de alta qualidade e
rendimento (LUVIELMO & SCAMPARINI, 2009). A goma xantana deve possivelmente
continuar sendo o polimero mais utilizado nos préximos anos, por possuir caracteristicas
reoldgicas proprias com capacidade de alterar as propriedades basicas da &gua com capacidade
de espessamento, estabilizacdo, emulsificacdo, suspensdo e gelificacdo. Possuindo alta
viscosidade e caracteristicas pseudoplasticas, justificando assim, sua aplicagcdo nas industrias

alimenticias, farmacéuticas e petroquimicas (BRANDAO et al., 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de intervencdo ou experimental.
3.1.1 Intervencdo Realizada

Os animais foram submetidos a procedimento cirdrgico para confec¢do de retalho cutaneo
isquémico a partir da divisdo dos grupos experimentais, a Figura 11 mostra o fluxograma das

etapas do estudo.

Figura 11 - Esquema do desenho de estudo

s Material Vegetal
+  Obtengio do extrato aquoso de
Etapa 1 ’ Folhas de R. mangle

»  Obtengao do Hidrogel de R. mangle

Procedimento Cinirgico
— » Acompanhamento dos animais até o
Etapa 2 sacrificio (7 dias).
»  Amostras teciduais
Etapa 3 ~ ¥« Andlise de dados

Fonte: A autora.
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3.1.2 Local e Periodo do Estudo

A pesquisa e as andlises de dados foi realizada pelo Programa de Pds-graduacdo em
Morfotecnologia (PPGM) do Departamento de Histologia e Embriologia - (DHE) no Centro de
Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. E 0s procedimentos
cirargicos foram realizados no Departamento de Fisiologia e Farmacologia— (DFF) CCB/UFPE

no periodo de Fevereiro de 2018 a Marco de 2020.

3.2 MATERIAL VEGETAL

3.2.1 Obtencédo do Extrato Aquoso de Folhas de R. mangle

O material vegetal utilizado nessa pesquisa constitui-se do extrato aquoso liofilizado das folhas
de R. mangle obtido no Laboratério Pesquisa Translacional e Inovacdo Terapéutica Aplicada a
Morfologia no DHE da UFPE. O extrato em pé foi armazenado em temperatura ambiente. O
processamento e caracterizacdo fitoquimica deste extrato encontra-se descritos no trabalho de
OLIVEIRA (2018).

3.2.2 Diluicéo do Extrato e Escolha da Dose

A diluicdo padrdo adotada estd de acordo com o trabalho de OLIVEIRA (2018) que também
utilizou o extrato aquoso de R. mangle a 5% para viabilizar a necrose em RCI. Portanto, optou-
se por utilizar 13,6 mg em uma solucdo de 3mL para cada animal e distribuir ImL em cada

porcao do retalho (proximal, média e caudal).

3.3 HIDROGEL

3.3.1 Obtencédo do hidrogel de R. mangle

O hidrogel foi obtido do Ndcleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDEFAC)
localizado no Departamento de Ciéncias farmacéuticas (DCFAR), Centro de Ciéncias da Satude
(CCS) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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3.3.2 Desenvolvimento e caracterizacdo do hidrogel de R. mangle

As formulacGes foram desenvolvidas segundo a metodologia de MOHSIN & SHAIKH (2017)
adaptado por SANTANA (2019). Foram utilizados 1,5% de Goma Xantana (GX) (Lote:
NH201708200032- FAGRON) como base para formulaces F1 (sem extrato de R. mangle) e
F2 (com extrato de R. mangle a 5%). Os conservantes foram incorporados ao veiculo e o extrato
solubilizado em propilenoglicol imediatamente antes da incorporagdo. A tabela 2 apresenta a
composicao de cada formulacdo.

Tabela 2 - Composicéo das formulagdes.

Composicao: F1 F2
Extrato R. mangle (%) 5
Metabissulfitode Sddio (%) 1 1
Metilparabeno (%) 0,1 0,1
Propilparabeno (%) 0,05 0,05
Goma Xantana (%) 1,5 1,5
Agua destilada q.s.p 100 100

O desenvolvimento destes hidrogéis e os estudos pré-formulacdo encontra-se detalhadamente
descritos e apresentados no trabalho de SANTANA (2019), alem de avaliacdes citotdxica e
imunoduladora. Antes da obtengdo do hidrogel associado a R. mangle e dos testes bioldgicos
in vivo, esses hidrogéis foram submetidos a experimentos a testes de avaliacdo farmacéutica

como, por exemplo, caracteristicas organolépticas, pH, reologia e espalhabilidade.
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3.4 MATERIAL BIOLOGICO
3.4.1 Aspectos Eticos

A realizacéo deste estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco com processo de numero 120/2019 (Anexol). Foram
priorizados os cuidados para menor sofrimento dos animais, desde a captacéo, realizacéo do ato
cirargico, cuidados pés operatérios, administracdo dos medicamentos e sacrificio dos mesmos.

N&o hé& conflito de interesses na realizagao deste estudo.
3.4.2 Animais Experimentais

Foram utilizados no total 20 Ratos Wistar fémeas, da mesma linhagem reprodutiva com idade
de 8 a 12 semanas, pesando em média 225 a 275¢g provenientes do Biotério do departamento de
fisiologia e farmacologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco-
UFPE. Os animais foram mantidos a 27 £ 2 °C, com umidade relativa 44 a 56% e ciclos de luz
e escuro de 10 e 14 h, respectivamente, durante uma semana antes e durante os experimentos.
Foram aclimatados em gaiolas individuais, em temperatura controlada, livres de ruidos,
estresse, respeitando os ciclos diurnos e noturnos e receberam alimentac&o padréo tipo LabinaO

e agua mineral ad libitum.

3.4.3 Modelo Proposto para Estudo de Retalhos Isquémicos

A determinacdo do tamanho da area dos retalhos cutaneos randémicos € frequentemente dificil,
porque eles apresentam uma nutricdo ao acaso, o que facilita uma maior possibilidade de
isquemia e necrose. A relacdo entre a largura do pediculo e 0 comprimento do retalho cutaneo
é fundamental no estabelecimento da sua viabilidade. O modelo de McFarlane, que é um retalho
de 9x3 cm com proporgdes de 3:1 € bastante utilizado entre os estudos para investigacao de
retalhos isquémicos na literatura (ACEVEDO-BOGADO et al., 2002; ALMEIDA et al., 2004).
McFarlane et al (1965) propuseram o0 modelo experimental de retalho cutaneo dorsal em ratos
de base cranial medindo 10 x 4 cm, para estudar a necrose dos mesmos. Observaram necrose
em 94,3% dos animais, com media de 25 a 50% da area. Este modelo foi modificado no ano
seguinte, onde foi alterado o suprimento sanguineo de cranial para caudal e foi proposta uma
relagdo de comprimento e largura de 3:1, resultando em 9x3 cm. Apesar do modelo ser
diferente, o autor manteve a homenagem a McFarlane e denominou o retalho como McFarlane
modificado. (ADAMSON et al., 1966).
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3.4.4 Divisao dos Grupos dos Animais de Estudo

Os animais submetidos a cirurgia foram divididos em 4 (quatro) grupos de 5 (cinco) animais

com o total de 20 (vinte) animais para o procedimento cirdrgico, como demostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Divisdo dos grupos dos animais de estudo

Grupos

Experimentais

Definicéo

A Controle Grupo controle (Foi aplicado 3 ml de soro fisioldgico
0,9% entre o leito e o retalho)
B Extrato Grupo do Extrato R. mangle (Aplicacdo de 3 ml do
extrato aquoso da R. mangle entre o leito e o retalho)
C Hidrogel + Grupo Hidrogel de 1,5 % de GX + placebo (Aplicacdo
placebo de Hidrogel associado ao sobre o retalho cutaneo
durante 7 dias pos operatorio)
D Hidrogel + Grupo Hidrogel 1,5 % de GX + Extrato de R. mangle a
Extrato 5% (Aplicacao sobre o retalho cutaneo durante 7 dias

pos operatério).
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Figura 12 - Esquema de aplicagdo das substancias nos animais de estudo.

GrupoAeB

/ Aplicagdo do entre o leito e retalho no
procedimento cirurgico, apos a aplicagdo o
retalho € suturado.

GrupoCeD
/ Aplicag3o sobre o retalho suturado durante o
periodo de 7 dias.

Fonte: A autora

3.4.5 Procedimento Cirurgico

Os animais foram previamente pesados e anestesiados com injecdo intraperitoneal de
solucdo de ketamina 75mg/Kg e xilazina 5mg/Kg. O plano anestésico para os procedimentos
foi avaliado pela frequéncia respiratdria regular e auséncia de reflexos a estimulos, de acordo
com 0s conceitos éticos da experimentacao animal, sem causar dor ao animal. Apds a anestesia
0s animais foram submetidos a tricotomia na regido dorsal com a demarcagdo do retalho
cutaneo medindo 3cm de base, a partir das proeminéncias posteriores do quadril do animal e
9cm de comprimento (Figura 13), modelo bastante utilizado em experimentos para viabilidade
de porcdes distais de retalhos devido a previsibilidade da necrose ocorrida (MCFARLANE et
al., 1965).



53

Para a antissepsia da area cirdrgica, foi utilizada solucdo de clorexidina a 2% e,
posteriormente, foi realizada incisdo sobre a extensdo de pele demarcada previamente. A
profundidade do plano de disseccdo atingiu até a fascia superficial, conhecida como panniculus
carnosus (Figura 14), da extremidade do retalho até a sua base. Apés a elevacdo do retalho
(Figura 15) e hemostasia local, o retalho foi suturado de volta ao leito da ferida com fio de
nylon 3-0 (Figura 15 e 16) e os animais foram acondicionados em gaiolas especificas com agua
e racdo ad libitum. Cada animal ficou separado em gaiola Unica para evitar o canibalismo das

areas de necrose dos retalhos por outros animais.

Figura 13 - Etapas do procedimento cirurgico.

Fonte: a autor

Legenda: A) Tricotomia da regido dorsal. B) Demarcacdo 9x3 cm. C) Inicio do plano de disseccdo. (Fonte: A

autora)
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Figura 14 - Elevacdo do retalho

Fonte: A autora.

Figura 15 - Suturado com fio de nylon 3-0

Fonte: A autora.
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Figura 16 - Sutura e comprimento do retalho

Fonte: A autora.

Figura 17 - As intervencoes realizadas nos grupos. A) Aplicagdo do extrato entre o leito e o retalho. B)

Aplicacéo do hidrogel sobre o retalho.

Fonte: A autora
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3.4.6 Avaliacdo Clinica e Morfométrica das Areas de Necrose nos

Retalhos

No sétimo dia pds-operatorio os retalhos foram avaliados clinicamente para delimitar a
area de necrose em porgao distal. Os animais foram anestesiados novamente pela mesma técnica
descrita anteriormente, os retalhos foram avaliados macroscopicamente para delimitar a area de
necrose da porc¢éo distal. A diferenca entre tecido viavel e tecido necrético foi feita atraves da
observacdo macroscopica sendo que o tecido viavel possuia cor rosea, textura macia e
crescimento de pelos diferindo-se do tecido necrotico que apresentava pele escurecida, rigida,
fria e sem pelos. Os animais foram eutanasiados com hiperdosagem anestésica apds a avaliagdo

clinica.

Foram realizadas fotografias com camera digital Nikon Collpix 16MP a uma distancia
de 40cm e com uma régua padrao localizada ao lado do animal para configuracdo de padréo de
medidas nos programas de computador as fotos foram analisadas e as areas foram mensuradas.
As imagens foram analisadas em programa de computador Adobe Photoshop®, para
delimitacdo digital da area previamente demarcada e, apds essa etapa, a area necrética e sua

porcentagem em relacdo & érea total do retalho eram calculadas no programa ImageJ.

Figura 18 - Célculo da area de necrose no software ImageJ.

4 1mMG_20200120_14..  — O X & Image) _ »
9.99:13 32 UM (261X38);RGB;355K File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Qlolcf@ <« Ala|o|T] Qles]o]#] | |»
Measure: 0.003 seconds, 30.3 million pixels/second
_é Results — O =
File Edit Font Results
larea [wean  [Min [Max [Perim. [Angle [Length | -

1 0017 102825 10728 1353949 2613 0292 2613
2 0785 73e34 1.000 142000 4214 0.000 0.000

-'

142.000 |4.962

« [

Fonte: a autora
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3.4.7 Andlise Histomorfométrica das Amostras

Ap0s a eutanasia dos animais, ocorreu ressec¢do de segmento de 1cm?2 da regido de
transicdo entre a area viavel e de necrose para realizacdo de analise histomorfométrica. Foram
retirados uma amostra de cada animal e armazenadas em solugdo tamponada de formaldeido a
10% para fixagdo. Na sequéncia passaram pelo método convencional de preparacao de laminas
histologicas e ap6s 0 processo de desidratacdo e diafanizardo, as pecas foram incluidas em
parafina e cortadas com espessura padronizada de 5um, por meio de um micrétomo rotativo,
Spencer — 820 do Departamento de Histologia e Embriologia- DHE / CCB — UFPE. Os cortes
histologicos transversais da pele fina dos animais foram montados em laminas histoldgicas e
corados com hematoxilina e eosina (HE). As sec¢fes histoldgicas foram microfotografadas e
analisadas através do software Motic Images Plus 2.0. Neste software foram realizadas cinco

fotografias das amostras de cada animal, em uma ampliagéo de 40x.

Todas as fotografias foram realizadas na porcdo imediatamente inferior ao panniculus
carnosus (Figura 19), ja que o extrato e hidrogel foram aplicados nesta regido, portanto € viavel
que o local seja 0 mais apropriado para ser avaliado. A area de transicdo entre o tecido saudavel
e necrotico eram identificada e as fotomicrografias eram realizadas imediatamente antes do
tecido necrético. Em cada fotomicrografia foram contados os fibroblastos e vasos sanguineos

em cinco campos distintos para cada animal.
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Figura 19 - Camadas histologicas da pele do rato onde observa-se o panniculus carnosus que foi incluido nos
retalhos.
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Fonte: A autora

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados descritivamente através medidas: média, desvio padréo (média =
DP), mediana e percentis 25 e 75. Para avaliar diferenca entre os grupos foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e no caso de diferenca significativa foi utilizado testes de
comparacdes do referido teste. A escolha do teste de Kruskal-Wallis foi devido ao tamanho da
amostra em cada grupo, numero reduzido para a verificacdo da normalidade dos dados por
grupo. O nivel de significancia utilizado na decisao dos testes estatisticos foi de 5%. Os dados
foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para obtencdo dos célculos

estatisticos foi o IMB SPSS na versdo 25.
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4 RESULTADOS
4.1 MATERIAL VEGETAL
4.1.1 Obtencéo do Extrato Aquoso

Apresentacdo do extrato em pd da R. mangle obtido no DHE — UFPE (Figura 20).

Figura 20 - Extrato aquoso de R. mangle.

Fonte: a autora

Os estudos fitoquimicos deste extrato encontra-se descritos no trabalho de OLIVEIRA (2018)

e seus estudos in vitro foram reproduzido e analisados por SANTANA (2019).

4.2 OBTENCAO DO HIDROGEL
4.2.1 Hidrogéis

Os hidrogéis obtidos no NUDEFAC, apresentados na Figura 21. A formulacdo (F1)
desenvolvidas com GX 1,5% + placebo e a formulagdo (F2) com incorporacdo da GX ativos

da R. mangle.

Figura 21 - Formulages obtidas

Legenda: Formulagbes desenvolvidas com GX a 1,5 % + placebo; (F1) e incorporados a 5% do extrato de R.

mangle (F2). (Fonte: A autora).
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4.3 MATERIAL BIOLOGICO

4.3.1 Avaliacéo Clinica e Morfométrica da Area de Necrose nos Retalhos

Durante os experimentos ndo foram observadas eventos adversos relacionados ao
retalho ou celulite pericicatricial, além disso nenhum animal chegou a ébito. Sendo assim o
experimento ocorreu normalmente e todos 0s animais apresentaram area necrosada, porém

com algumas diferencas entre o tamanho das areas como demostrado na figura 22.

Figura 22 - Avaliacéo da Necrose (exemplar de cada grupo)

Legenda: Analise das reas de necrose de cada animal. (A) Soro fisioldgico; (B) Extrato aquoso de R. mangle; (C)

Hidrogel de GX + placebo e (D) Hidroge + extrato de R. mangle. (Fonte: a autora).

No decorrer do tratamento 0s animais demonstraram comportamentos agressivos e
sensiveis ao toque, porém conseguiam se alimentar, caminhar e agirem normalmente durante
as observagdes. Apds 24 horas os retalhos apresentavam uma coloragdo arroxeada em sua
porcao distal, entretanto sem nenhuma marcacéo evidente de area vidvel e ndo viavel. Apds trés
dias de tratamento, os retalnos mostravam uma delimitacdo mais evidente da intensidade da
necrose. Apds o periodo de 7 dias pds operatorio foi possivel observar e analisar as areas de

necrose nos retalhos cutdneos dorsais em cada grupo de animais.

O retalho apresentou evolugdo para necrose de sua ponta, iniciando com edema e
isquemia de sua porcédo distal (Figura 22). A analise morfométrica evidenciou as diferentes
areas de necrose entre os animais, também foi possivel diferenciar o tecido necrético do tecido
saudavel de forma perceptivel ao toque. Depois da analise foi realizado uma demarcacdo da
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area necrosa, e apds a eutanasia foram coletados as amostras de tecido para 0s exames

histoldgicos.

Os dados estatisticos da area necrosada dos grupos de animais experimentais estdo

apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Estatisticas da area necrosada (cm?)

Grupo Média + DP Mediana (P25; P75)
A (controle) 14,89 + 1,16® 15,00 (13,90; 15,82)
B (Extrato R. mangle) 11,55+ 0,98 ® 11,23 (10,75; 12,50)
C (Hidrogel GX + placebo) 10,54 + 0,18 © 10,55 (10,37; 10,71)
D (Extrato R. mangle +
) 10,24 + 0,20 © 10,20 (10,11; 10,40)
Hidrogel)
Valor p p®=0,001*

(1): Através do teste de Kruskal-Wallis com comparagdes do referido teste

Legenda: Entre os resultados contidos na tabela 4 destaca-se que a média e mediana da area necrosada em cm?,
os valores demonstrados foram maiores no grupo A (média de 14,89 cm? e mediana de 15,00 cm?), seguido das
areas dos grupos B (média e mediana iguais 11,55 e 11,23 cm?), grupo C (média e mediana iguais a 10,54 e 10,55

cm? respectivamente) e grupo D (média e mediana iguais a 10,24 e 10,20 cm?).

Esses dados explicam que a média obtida entre as areas apresentou maior tamanho no grupo
A que néo recebeu o tratamento com hidrogel + R. mangle, em comparacdo aos outros grupos
experimentais (B, C e D). Como também, houve diferencas significativas entre as médias das

areas necrosadas em todos grupos como explica o gréafico 1.
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O gréfico 1 apresenta as comparacdes entre as areas de necroses de cada grupo.

Grafico 1 - Média da area necrosada
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Legenda: Através do grafico 1 é possivel observar a diferenca de area necrosada entre o grupos estudados grupo
A (controle), B (extrato de aquoso de R.mangle), C (Hidrogel GX + placebo), D (Hidrogel GX + R. mangle).
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A tabela 5 apresenta o percentual que a area necrosada representava na a area do retangulo
de 27 cm? (tamanho padronizada media 9 cm de comprimento x 3 cm de largura).

Tabela 5 - Estatisticas do percentual da area necrosada.

Grupo Média + DP Mediana (P25; P75)

A) Controle 55,13+ 4,30 W 55,56 (51,48; 58,57)

B) Extrato R.mangle 42,76 + 3,62 ®) 41,59 (39,81; 46,30)
Hi | GX +

C) Hidrogel G 39,04 + 0,65 © 39,07 (38,41; 39,65)
Placebo

D) Extrato R.mangle 37,03+ 0,74 © 37,78 (37,43; 38,50)
+ Hidrogel

Valor p p®=0,001*

(1): Através do teste de Kruskal-Wallis com comparagdes do referido test

Legenda: Os dados obtidos nesta tabela evidencia as médias da &rea de necrose entre os grupos, obtendo
diferencas significativas demonstrado (*).

Na Tabela 5 se enfatiza que: a média e mediana do percentual correspondente a area
necrosada foram mais elevadas no grupo A seguido dos grupos B, C e D (as médias foram
respectivamente 55,13%, 42,76%, 39,04% e 37,93% e as medianas 55,56%, 41,59%, 39,07% e
37,78%. O grafico 2 a presenta a média do percentual dos grupos estudados neste estudo.
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Grafico 2 - Média da area necrosada.

60,00

|
40,00
20’00 I I
0,00

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Média do percentual da da dreanecrosada

Legenda: O grafico 2 demonstra que nos grupos B, C e D onde foram administradas substancias houve um

aumento da area de viabilidade do retalho diferentemente quando comparados ao grupo A (controle).

A analise estatistica e o teste de comparacdo mdltiplas indicaram diferenca significativa
com relacgdo as areas de necrose entre todos os grupos estudados. A variabilidade foi reduzida
desde que os valores dos desvios padrdo foram todos inferiores a 1/3 das médias

correspondentes.
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4.3.2 Andlise Histomorfométrica das Amostras

Foram quantificados dois elementos: os fibroblastos e os vasos sanguineos. Realizando a média

entre a contagem das cinco laminas de cada animal no aumento de 40x.

Figura 23 - Andlise histolégica dos grupos experimentais em HE.

Fibroblasto

Vasos Sanguineos

Legenda: A figura apresenta os seccdes histologicos transversais com ampliagdes de 40x da pele nos respectivos
grupos experimentais. As setas indicam os elementos que foram quantificados através das imagens histolégicas,
demonstrando os fibroblastos em A e B e 0s vasos sanguineos demostrados nos grupos C e D que foram tratados

com os hidrogéis.
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Os resultados estatisticos da contagem de fibroblastos apresenta-se na tabela 6 de acordo

com os grupos de animais experimentais deste estudo.

Tabela 6 - Estatisticas da quantidade de fibroblastos segundo o grupo

Grupo Média £ DP
A (controle) 3.093,00 £ 714,93
B (extrato R. mangle) 2.820,20 £ 757,43
C (hidrogel GX+ Placebo) 3.264,80 + 449,88

D (extrato R. mangle +

_ 2.871,80 + 695,14
hidrogel)

Valor p p®=0,687

(1): Através do teste de Kruskal-Wallis.

Mediana (P25; P75)
3.042,00 (2.406,00; 3.805,50)

2.767,00 (2.132,50; 3.534,50)

3.232,00 (2.873,50; 3.672,50)

2.818,00 (2.260,50; 3.510,00)

Legenda: Na tabela 6 verifica-se que médias e medianas da quantidade de fibroblastos demonstrou que os grupos

A e C apresentou o valores elevados em comparagao aos grupos administrados com o extrato de R.mangle B e D,

como também, ndo houve diferencas significativas entre os grupos (p > 0,05).

Entretanto, o grupo A apresentou o maior numero de fibroblastos com relagdo aos outros

grupos, com respectivas medias e mediana Grupo A (média 3.093,00 mediana 3.042,00), grupo
B (média 2.820,20 mediana 2.767,00), grupo C (média 3.264,80 mediana 3.232,00), grupo D
(média 2.871,80 mediana 2.818,00). A variabilidade expressa pelo desvio padrdo se mostra

reduzido desde que a referida medida foi inferior a 1/3 das médias correspondentes.
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Os resultados estatisticos da contagem de vasos sanguineos apresenta-se na tabela 7 de acordo

com os grupos de animais experimentais deste estudo.

Tabela 7 - Estatisticas da quantidade de vasos sanguineos

Grupo Média £ DP
A (controle) 30,00 + 22,11
B (extrato R. mangle) 61,40 + 38,12
C (hidrogel GX+ Placebo) 55,20 + 14,62

D (extrado R. mangle +
) 69,00 + 31,41
Hidrogel)
Valor p p®=0,282

Mediana (P25; P75)
34,00 (7,00; 51,00)

51,00 (38,50; 89,50)

50,00 (42,50; 70,50)

68,00 (42,50; 96,00)

(1): Através do teste de Kruskal-Wallis.

Legenda: Na tabela 7 observa-se que a média e mediana da quantidade de vasos apresentados, sem diferengas

significativas entre 0s grupos experimentais.

Os resultados foram correspondentemente menos elevadas nos respectivos grupos: A

(média de 30,00 e mediana igual a 34,00), seguida do grupo B (média de 55,20 e mediana igual
a 50,00 vasos). Entretanto apresentaram numero maiores no Grupo D (media de 69,00 e

mediana 68,00), ainda assim sem diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos.

A variabilidade foi reduzida no grupo C desde que o valor do desvio padrao foi inferior

a 1/3 da média correspondente e também ndo demonstrou nimero elevado no grupo D que

apesar da média maior que 0s outros grupos o valor do desvio padrdo foi inferior a metade da

média correspondente e foi razoavelmente elevada nos outros dois grupos (desvios padrao

superiores as médias correspondentes).
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Gréfico 3 — Média da quantidade de fibroblastos segundo o grupo
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Grafico 4 — Média da quantidade de vasos sanguineos por grupo.
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Legenda: Os dados obtidos no grafico 3 demonstraram que na contagem dos fibroblastos os grupos que tiveram
o0 tratamento com o extrato de R. mangle (B e D) apresentaram praticamente valores préximos e consideraveis
entre eles, porém, menor com relacdo aos outros grupos (C e A) que obteve o maior nimero de fibroblastos. O
grafico 4 demonstra a média da quantidade de vasos sanguineos obtidos, é possivel observar um aumento no
nimero de vasos nos grupos B e D, que receberam o tratamento com R. mangle, demonstrando o aumento da
neovascularizacdo foi proporcionada pelas substancias sobre as areas dos retalhos. Entretanto através dos dados

estatisticos analisados os valores demonstrados nos gréficos ndo foram significativos.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foi utilizado o modelo de retalho cutdneo dorsal de base cranial, com
dimensoes de 9x3 cm, desenvolvido por Macfarlane, como modelo experimental para se estudar
a necrose e a prevencdo da mesma. Embora, sabemos que a pele de porco se assemelha a pele
humana, o modelo adotado em ratos Wistar, 0 método de Macfarlane, é bastante utilizado em
diversos estudos cientificos (DE LIMA SILVA et al, 2009; GUIMARAES et al., 2013; SOWA
etal., 2012; FOURMAN et al., 2015; SEYED et al., 2017) que buscam viabilizar a necrose em
retalhos cutaneos, analisar os fatores que interferem no suprimento vascular e propor
substancias que possam aumentar sua viabilidade. Além disso, a utilizacdo dos ratos Wistar
permitiu uma facilidade no manuseio, obtencdo e baixo custo, bem como esse modelo

experimental ser aceito internacionalmente.

No decorrer do estudo experimental nenhum animal sofreu dbito e ndo foram observados
processos de irritacdo local, secre¢Bes ou outras complicacdes em relacdo aos RCI. Os hidrogéis
de polimeros naturais utilizados apresentaram biocompatibilidade e foram testados previamente
para evitar qualquer complicacdo ou irritacdo aos grupos de estudo, buscando minimizar
quaisquer ricos ou procedimentos indesejados que poderiam retardar ou prejudicar a pesquisa
realizada.

O retalho cuténeo efetuado foi do tipo randémico, por ser o mais utilizado na medicina
veterinaria para cdes e gatos, segundo FOSSUM et al., (2002). O periodo de observacao dos
retalhos cutaneos foi fixado em sete dias pds-operatorio, como relatado em estudos anteriores.
A essa altura, a area de necrose ja estava definida, o processo de angiogénese ja havia se
instalado e havia neovascularizacdo do leito e da regido perimetral do retalho cutdneo como
também relatado por GUIMARAES et al., (2013) Apud ESTEVAO et al., (2013).

Os animais foram observados, diariamente durante o tratamento avaliando-se o
comportamento, peso e aspecto do retalho. Considerou-se como aspecto macroscopico de
tecido viavel aquele com coloragdo e textura normais ou com poucas alteracfes na camada
superficial da pele, e necrose, quando a pele apresentava textura endurecida, coloracao escura
e crosta (PACE et al., 2006). De acordo com Pedretti (2017) os segmentos intermediarios do
retalho séo aqueles chamados de “zona de transi¢cdo”, pois estdo entre a por¢ao proximal, onde
a sobrevida dos retalhos é esperada, devido & proximidade do aporte vascular, e a por¢éo distal,

onde a necrose pode ocorrer, devido a maior distancia do suprimento sanguineo. Sendo assim
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as areas submetidas a isquemia e reperfusdo sdo aquelas em que a intervengdo farmacoldgica

pode alterar a evolugédo do retalho.

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram valores significativos entre as areas
médias de necrose em todos 0s grupos de animais experimentais. Os grupos C e D tratados com
hidrogel + placebo e hidrogel + extrato de R. mangle apresentaram uma menor area de necrose
em RCI com relagéo aos outros grupos A e B que também foram estudados nos experimentos.
Esses dados podem ser justificados devido a presenca dos hidrogeéis que intensificam o processo
de neovascularizagéo e proporcionam uma maior quantidade de agua e liberacéo controlada dos
componentes biologicamente ativos e presentes no extrato de R. mangle, o polissacarideo GX
presente no hidrogel natural testado e aplicado neste experimento possui estudos na literatura
que evidencia sua utilizacgdo na composicdo dos hidrogéis de liberacdo controlada.
(KULKARNI & SA., 2009; SHALVIRI et al., 2010; SILVA 2014).

O uso de hidrogéis naturais com a finalidade terapéutica no tratamento de necrose em
retalho cutdneo estd sendo testado em estudos recentes. (HIHARA et al., 2020; WEY et al.,
2013). Os hidrogéis reduzem significativamente a dor, atribuindo sensacdo refrescante,
favoravel a sua elevada umidade que evita a desidratacdo das terminacdes nervosas. Esse
ambiente ajuda na autolise, ou seja amolece e hidrata tecidos desvitalizados, possibilitando sua
remocao. Os efeitos benéficos do meio imido incluem: prevencao de desidratacdo do tecido e
morte celular, angiogénese acelerada, desbridamento autolitico, pois eles retém as enzimas e
agua que ajudam na fibrindlise, e reducdo da dor, atribuida a protecéo que o meio Umido fornece
as terminagdes nervosas do ressecamento e exposicdo (BLANES, 2004).

Segundo MAO et al., (2019) o sistema de entrega de hidrogel deve corresponder a
renovacdo do progresso da regeneracdo do retalho cutdneo e promover a sobrevivéncia do
mesmao. Desta forma, podemos enfatizar que a realizacdo de uma aplicacdo diaria e continua no
tratamento da necrose administrados pelos hidrogéis durante o periodo de sete dias pds

operatorio pode gerar beneficios.

Outros trabalhos também relataram tratamento diario na necrose, porém durante 10 dias pos
operatorio (GUIMARAES et al., 2013), pois a reparacdo do tecido lesado € um processo
dindmico e complexo. No estagio inicial da recuperacdo do RCI o tecido sofre danos e
consequentemente homeostase e apoptose celular, que podem ser causados por isquemia,

hipdxia, inflamacédo. Entdo, no periodo de proliferacdo, as células proliferam rapidamente e
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neste caso é necessario um cuidado mais intenso e adequado durante o tratamento de prevencédo

de necrose.

Além disso a area da necrose nos grupo B e D, ndo justificam &s &reas entre 0s grupos
tratados com R. mangle, pois a menor area de necrose ocorreu com 0s grupos C e D que
utilizacdo o hidrogel + extrato da R. mangle e hidrogel + placebo. Evidenciando que a utilizacdo
isolada do extrato aquoso da R. mangle (grupo B) néo resultaram em diminuicéo significativa
da area de necrose em relagdo ao grupo C e D. Sendo possivel concluir que, a associacao entre
os dois componente hidrogel + extrato e o hidrogel + placebo aplicados durante os 7 dias pos
operatorio foram mais eficiente que o extrato aplicado em uma Unica vez sobre o retalho. E
que o hidrogel pode ter mantido os beneficios dos principios ativos dos compostos fenolicos
presentes no extrato da planta, mantendo os beneficios anti-inflamatorios e antioxidante por um

periodo de tempo maior.

Entretanto com relacéo aos resultados obtidos do grupo C, hidrogel + placebo, neste estudo
que também foi considerado significativos na diminuicao da area de necrose em RCI, devido a
presenca da GX na composicdo do hidrogel. A GX é usada como agente espessante,
estabilizador de emulsdo e intensificador de textura. Além de consolidar muitos sistemas a base
de dgua possui um ampla gama de aplicacfes desde da indUstria alimenticia até a farmacéutica.
Segundo SINGHVI et al., (2019) A GX é utilizada especialmente em sistemas avancados de
administracdo de drogas, administracdo de drogas nasais, administracdo de drogas no cérebro,
cicatrizacdo de feridas, formas de dosagem orais sélidas e liquidas e outros, sendo também
investigado para engenharia de tecidos e cosméticos.

Em cosméticos estudos revelam que as propriedades fisico-quimicas de uma formulagéo
podem ser melhores com o uso de GX. (SAHARUDIN et al., 2016). A GX também foi estudada
para o tratamento de apoptose célular em coelhos diminuindo a taxa de apoptose precoce e
mantendo a morfologia dos condrdcitos de coelho induzidos por nitroprussiato de sédio in vitro.
(CHEN et al., 2015). Sendo assim podemaos dizer que o hidrogel + placebo também apresentou
efeitos beneficos ao tratamento de necrose em RCI.

Os dados encontrados neste trabalho corroboram com o estudo de OLIVEIRA (2018) que
também utilizou o extrato aquoso de R. mangle a 5% para viabilizar a necrose em RCI. E
especificou que a presenga de compostos fendlicos no extrato da R. mangle pode justificar a
maior viabilidade dos retalhos obtidos no grupo tratados com biofilme de R. mangle +

biopolimeros de betaglucana. Porém, estudos com compostos secundarios presentes na planta
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sugerem efeito benéfico similar ao obtido neste estudo. EMSEM et al., (2005), em estudo
prévio, utilizaram o extrato da Hippophae rhamnoides L. que também é rico em compostos

fenolicos, principalmente os flavonoides, houve reducédo da area de necrose em RCI em ratos.

Os beneficios da utilizacdo de R. mangle € evidenciado em estudos anteriores, como na
avaliacdo pré-clinica in vitro de SANTANA (2019), promovidos pelo hidrogel de R. mangle
5% associado ao Acido Ascorbico 10% proporcionaram uma compreensao inicial da resposta
imunoldgica e do potencial efeito cicatrizante in vitro. Efeitos também avaliados por ARAUJO
(2017) que usou no desenvolvimento de creme cicatrizante o extrato aquoso das folhas de R.
mangle com a concentracdo de 5%, apresentando resultados favoraveis para reparacéo tecidual

em testes in vitro e in vivo.

A analises histomorfométrica das amostras estudadas ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) com relacdo a contagem médias dos fibroblastos em cada grupo
experimental. Apesar dos fibroblastos apresentarem em maior quantidade nos grupos A e C que
corresponde ao controle e o hidrogel + placebo. Os resultados aqui observados ndo demostrou
alteracdes a manutencdo dos tecido conjuntivos pela sintese de componentes da matriz
extracelular pois os valores de fibroblastos apresentados em cada grupo foram similares. Os
fibroblastos exercem profundos efeitos na proliferacdo e diferenciacdo dos queratindcitos

(essenciais na revitalizacdo) e também na deposicdo de proteinas (PAGNANO et al., 2008).

A quantidade de fibroblastos apresentados entre 0s grupos néo tratados pode evidenciar ao
momento de transi¢do entre as fase inflamatoria e proliferativa de cicatriza¢do do RCI, diferindo
dos demais grupos tratados, isso ocorre devido o tempo de tratamento desses animais que
aconteceu durante os setes dias pos operatorio. Sendo assim, 0s grupo tratados com R. mangle
prevalecia na fase inflamatoria, enquanto os grupos nao tratados majoritariamente encontrava-
se em fase proliferativa. O mesmo ocorreu com CAPELLA et al (2016) que avaliou o potencial
cicatrizante do extrato oleoso Urucum (Bixa orellana L) e apresentou entre 0s Seus grupos
tratados durante sete dias a prevalecia na fase inflamatoria, enquanto o grupo com soro
fisioldgico e vaselina encontrava-se na fase proliferativa, porém no 14° dia, todos os grupos de
tratamento encontravam-se nas fases proliferativa ou de maturagdo. Sendo possivel
exemplificar que houve a permanéncia de intenso infiltrado inflamatério no 7° dia indicando
uma acdo pro-inflamatoria e quimiotatica do extrato, garantindo que as reacdes ocorram pra

ativar ou aumentar aspectos especificos da inflamacéo.
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Todavia com relacdo a contagem de vasos sanguineos, foram apresentados uma maior
quantidade nos grupos B e D que receberam o tratamento com o e extrato aquoso em R. mangle.
Porém, ndo foram estatisticamente significativos (p>0,05) devido os valores de DP que foi
inferior a metade da média correspondente, sendo razoavelmente elevada nos grupos A e B que

apresentou os DP superiores &s médias correspondentes.

Esses dados provavelmente se refere, ndo apenas, ao potencial cicatrizante e antioxidante
do extrato que encontra-se evidenciado na literatura (SUNTAR et al., 2012; OLIVEIRA, 2018;
ARAUJO 2019) mais também, com a associacdo do extrato da R. mangle com o hidrogel de
GX. Estimulando assim a formacdo de uma neovascularizacdo através da angiogénese, que
devido a hipoxia do retalho inicia uma cascata de mecanismo moleculares e celulares que
resultardo no crescimento de pequenos vasos. De acordo com SUNTAR et al (2012) o processo
de angiogénese € impulsionado pelo estagio inflamatério tardio. Na angiogénese, as células
endoteliais migram em direcdo a area lesada e formam novos vasos sanguineos e capilares,

levando oxigénio e nutrientes para a area da ferida.

Além disso, a utilizacdo de ratas fémeas em todos 0s grupo de animais experimentais, o que
pode ter ocasionado uma influéncia hormonal (Ciclo astral) durante a cicatrizagdo dos RCI.
Estudos em modelos animais, mostraram que o estrogeno é uma espécie de mediador critico na
cicatrizacio de feridas (BIONDO-SIMOES et al 2005). O metabolismo das células epiteliais
da pele, é influenciado pelo hipoestrogenismo, alterando o colageno e a concentracdo de

glicoaminoglicans, neste ultimo ocorre a diminui¢do da concentracao de agua.

Nos estudos de NICOLAU et al., (2014) que avaliou os efeito do estradiol e progesterona
topicos na cicatrizacdo de feridas e concluiu que o estradiol associado a progesterona inibiu a
formacgé@o do colageno tipo Il e a progesterona isolada apenas contribuiu no processo de
reepitelizacdo das feridas. Sendo assim, estradiol e progesterona influenciam a cicatrizacéo de

feridas, angiogénese e remodelamento.

Portanto n&o foi evidenciado um estimulo de proliferacdo de fibroblastos com a utilizacdo
do hidrogel da GX + R. mangle, porem houve um aumento na producgéo de vasos sanguineos,
que pode ser destacado devido a presencga da GX que é um polissacarideo e proporcionou um
teor de 4gua como também intensificou o acumulo de substancias a partir dos compostos
fenolicos presente no extrato de R. mangle, sugerindo um processo de melhoria da area de
necrose em RCI devido a neovascularizacdo. Desta maneira a utilizacdo desses dois

componentes influenciou na liberacédo lenta dos compostos fendlicos presentes na R. mangle.
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Resultando em uma menor area de necrose e menos efeitos adversos demostrando eficiéncia no

tratamento dos RCI em ratos.
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6 PESPECTIVAS FUTURAS

Espera-se que o desenvolvimento deste trabalho contribua com estudos e pesquisas
relacionadas a viabilidade da necrose em RCI, principalmente na investigacdo do processo
de neovascularizacdo desses retalhos com a utilizacdo de extratos ou substancias naturais,
ampliando o campo de estudos experimentais, para verificar a influéncia de outras
substancias no processo de reparacdo em RCI. Como também favorecer no
desenvolvimento de novos medicamentos de uso tdpico com biocompatibilidade,

degradabilidade e baixo custo para fins terapéuticos.
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7 CONCLUSAO

Os hidrogéis aplicados nesta pesquisa apresentou biocompatibilidade por nédo

ocasionar nenhum efeito adverso aos RCI tratados na pesquisa.

No estudo morfométrico as areas médias de necrose entre 0s grupos de animais

demonstrou resultados estatisticos significativos.

No estudo histomorfométrico ndo foi observado diferenca significativa na analise

dos fibroblastos e vasos sanguineos entre os grupos estudados.

A aplicacdo de hidrogel associado ao extrato de R. mangle a 5% apresentou
resultado positivo e diminuicdo da area de necrose sendo eficaz em aumentar a

viabilidade de RCI em ratos.

Além disso, os dados sugerem que a utilizacdo do hidrogel pode desempenha um
papel importante na prevencao de necrose em RCI através da liberagcdo controlada

de substancias.
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| Destino: Biotério de Experimentacdo | Bioterio  do Departamento  de
o Antibioticos /CB / UFPE. N
Atenciosamente
./
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ANEXO B — AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES CIENTIFICAS
- Agéncia

- Estadual de

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

Ao Senhor

JEYMESSON RAPHAEL CARDOSO VIEIRA

Prezado Senﬁor,

Cumprimentando Veossa Senhoria, nos reportamos aoc Processo CPRH. -

n® - 013520/20d4°4 referente ao requerimento para realizacdo de

atividades de pesquisa na APA de Santa Cruz e na -APA Estuarina de

Santa Cruz, sendo o local de coleta as margens do Canal de 8Santa Cruz:

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

Apbs analise da documentacgdc apresentada vimos informar gque ©

projeto “Tecnologia Morfolégica Aplicada a Inovagac Terap&utica:- Uma

Perspectiva de Ihvestigacéo de Prddutos’Naturaig da Regiao de Mangue”
foi aprovado, ‘estando autorizada a realizag8o da citada pesquisa. No
entanto, em caso de realizagdo de atividades em Aareas particulares,
estas somente poderdo ocorrer mediante a anuéncia do proprietario das
terras. Salientamos ainda, que esta autorizagdo permite as ativiqades
de campo e ccoleta de material para estudo, entretanto, o acesso ao

patriménio genético deverad ser autorizado pelos érgaos competentes.

Informamos que a Unidade de Conservagao APA de Santa Cruz possui
sede e administracéo\ local, desta forma, caso ha‘ja necessidade de
apoio para a realizacdo das atividades de campo, faz-se necessario

contato prévio com a equipe de gestdoc da Unidade.

Atenciosamente,

Diretoria de Recursos Florestais e Biodiversidade
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