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RESUMO

Introducao: As feridas e lesbes de pele sdo um desafio para os profissionais de
saude, que buscam dia-a-dia novas alternativas para o tratamento dessas afeccoes.
O uso popular de plantas denota a antiguidade e a utilizagdo de fitoterapicos vem
crescendo vertiginosamente em pesquisas, assim como a procura por associagoes,
como utilizacdo de biopolimeros com propriedades de adesividade, liberagao
controlada e protecdo ao leito da ferida. Objetivo: Desenvolver, caracterizar e
avaliar a eficacia da aplicagdo de membranas reticuladas com mucilagem de Ocotea
puberula na cicatrizacao de feridas. Método: Obtencao do extrato hidroalcodlico das
cascas de O. puberula (EHOP), formulacdo de membranas reticuladas de
carboximetilcelulose (CMC) ou acetato de polivinila (PVA) com EHOP; avaliagédo de
interacao dos biopolimeros com o EHOP por Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), ensaios de tracdo e esterilidade, testes in vivo de
cicatrizagdo por modelo experimental em ratos, avaliagao histologica de fragmentos
das lesbes apo6s 7, 14 e 21 dias de tratamento e ensaios bioquimicos de nefro e
hepatotoxicidade. Resultados: Foi observada a formagdo de membranas
transparentes, maleaveis e estaveis para aplicagcdao em lesdes, onde as membranas
de CMC acrescidas do EHOP potencializaram suas propriedades mecanicas, em
comparagao ao PVA com mesmo extrato. As membranas de CMC obtiveram melhor
indice de cicatrizagdo das lesdes nos ensaios animais, assim como angiogénese e
colagénese. Ambas as formulagdes demostraram seguranga quanto a hepato e
nefrotoxicidade na aplicagdo topica. Conclusao: A utilizagdo de membranas
reticuladas de CMC com EHOP demonstraram uma opg¢ao promissora no tratamento
de lesdes exsudativas, vislumbrando uma nova estratégia de manejo de feridas na
pratica assistencial.

Palavras-chave: cicatrizagdo de feridas, fitoterapia, biopolimeros, mucilagem
vegetal, membrana reticulada, Ocotea puberula.



ABSTRACT

Introduction: Wounds and skin ulcers are a challenge to health professionals,
seeking each day new strategies for the wound therapy. The use of
phytotherapeutic drugs has been increasing steeply in research, as well as the
pursuit of associations, like the use of biopolymers with properties of adhesiveness,
controlled release and protection to the wound site. Objective: Develop,
characterize and evaluate the effectiveness of cross-linked membranes with
mucilage from Ocotea puberula in wound healing. Method: formulation of
reticulated membranes with carboxymethylcellulose (CMC) and polyvinyl alcohol
(PVA) with the mucilage extract of Ocotea puberula bark through hydroalcoholic
extraction (EHOP); evaluation of compounds interaction with the EHOP by Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), in vivo healing tests by experimental model
in rats, histological evaluation of lesion fragments after 7, 14 and 21 days of injury
and treatment and biochemical tests of nephro and hepatotoxicity. Results: It was
observed the formation of transparent, malleable and stable membranes for
applying in lesions, whereas CMC membranes increased by EHOP potentiated their
mechanical properties, compared to PVA with the same extract. The CMC
membranes showed better wound healing index in animal tests, as well as
angiogenesis and collagenesis. Both formulations demonstrated safety regarding
hepato- and nephrotoxicity in topical application. Conclusion: the use of cross-
linked CMC membranes with EHOP showed a promising option in the treatment of
exudative lesions, envisioning a new strategy for wound management in healthcare
practice.

Key words: wound healing, phytotherapy, biopolymers, plant mucilage, cross-
linked membrane, Ocotea puberula
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1 INTRODUGAO

As feridas crbnicas constituem um sério problema de saude publica, afetando
grande parcela da populagdo, em especial os acamados e doentes crénicos (ex:
hipertensos e diabéticos), interferindo na capacidade funcional e ainda contribuindo
para elevagao de indices de morbidade e mortalidade por doencgas crénicas (ABREU
et al., 2013; ZANOTI et al., 2017). Esse grande numero de portadores de lesdes
crénicas representa um desafio para a assisténcia, requerendo atencédo e cuidado
especial por parte dos profissionais de saude, pois representa maior tempo e custos
relacionados ao tratamento, devido a longevidade da existéncia da ferida (em
especial as Ulceras venosas e as diabéticas); a baixa resposta aos tratamentos
convencionais e a ndo adesao dos pacientes a esses tratamentos (SARHEED et al.,
2016, CAMPOS et al., 2016).

O tratamento de feridas retoma a antiguidade, na busca do homem por
terapias com melhores resultados cicatriciais em menores intervalos de tempo por
meio do uso de diversos métodos e substadncias na terapéutica de lesdes.
Utilizavam-se, muitas vezes, produtos empiricos, ineficazes e ao mesmo tempo
prejudiciais ao processo cicatricial (DAUNTON et al., 2012; BROCKE & BARR,
2020).

Os avangos tecnoldgicos, os quais favoreceram e influenciaram a busca de
estudos acerca do assunto, também propiciam grande avango no conhecimento dos
diferentes tipos de lesdes, desde o processo de reparagdo do tecido lesado, bem
como de todos os fatores nele envolvidos (MESQUITA et al., 2013; CHILDS &
MURTHY, 2017). Uma opgado comumente explorada é a aplicagédo da fitoterapia, que
desempenha um papel fundamental tanto na medicina tradicional como na
farmacologia moderna, caracterizada por utilizar substancias medicinais derivadas
de plantas.

Estes principios ativos presentes nos extratos em um composto Unico,
chamado de fitocomplexo, atuam de maneira multimodal na cicatrizagdo de feridas,
pois eles agem de diversas formas sobre os mecanismos de desenvolvimento da
lesdo, incluindo desde perfusdo tecidual, hidratagdo, tratamento de infeccdes
bacterianas, oferta de micronutrientes ao leito da lesdo, na modulagao inflamatéria e
neoangiogénese (TSIOUTSIOU et al., 2016, DAN et al., 2018).

Nesse contexto, dentre as plantas com propriedades medicinais destaca-se, na
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regiao dos Campos Gerais, a espécie Ocotea puberula (Rich.) Nees., conhecida
popularmente como “guaica, canela-guaica, canela-sebo, canela-parda, canela-de-
corvo, canela-pimenta”. Trabalho etnobotanico efetuado em comunidades indigenas
do Parana e Santa Catarina revelou que as cascas de O. puberula, trituradas em
forma de po e acrecidas de agua era tradicionalmente aplicada no tratamento de
tumores e afecg¢des da pele (FARAGO et al., 2004).

Nota-se também que ha uma busca crescente por associacdo de biofilmes a
biomateriais, em busca de beneficios como facil acessibilidade, disponibilidade e
baixo custo associado a sua efetividade na func&o a ser utilizado (antimicrobiano,
cicatrizante, anti-inflamatério, entre outros) (MURRAY, 2019; SHEDOEVA et al.,
2019; BIANCHERA et al., 2020).

Assim, considerando a necessidade clinica de um tratamento eficaz na
cicatrizacdo de feridas, associado a ampla oferta de Ocotea puberula (canela-
guaica) na Regido dos Campos Gerais, o presente estudo propde a obtencédo de
uma pelicula semipermeavel impregnada com a mucilagem de O. puberula em um
sistema controlado de liberagao para aplicacido em feridas de pele, buscando, assim,

novas perspectivas para o tratamento atual de lesdes cuténeas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FERIDAS E TERAPIAS TOPICAS

A pele é o maior 6rgédo do corpo humano, e atua como primeira barreira
mecanica entre o organismo e o ambiente externo. Também proporciona regulagao
térmica, homeostase de agua e eletrdlitos, bem como tato, sensibilidade,
metabolizacdo de substancias, dentre diversas fung¢des primordiais para manutencao
da vida. A capacidade de reparagdo e regeneragédo € primordial para manutengéo
destas fung¢des (GUSHIKEN et al., 2021).

O reparo tecidual de ferimentos ou lesbes €& complexo e intimamente
envolvido em uma cadeia de eventos ao qual demanda as pessoas buscar meios de
promogao de um ambiente ideal para a cicatrizagdo, seja ele endégeno ou exogeno.
Estas feridas sdo descritas como alteragdes da integridade da pele em ordem
celular, geralmente visivel, as quais podem relacionar-se a inumeros fatores que
podem desencadear uma lesdao, a exemplo de danos fisicos ao corpo, resposta
imunoldgica, tumores, dentre outras etiologias. Além de todas estas causas
associadas a ferida, a populagdo adulta € comumente assolada por doencas
crbnicas e sistémicas, tais como diabetes, hipertensdo arterial, desnutricdo,
imunodeficiéncia ou infecgdo, que contribuem para o retardo no processo de
reparagao tecidual (SANTOS et al., 2016; CHILDS & MURTHY, 2017).

Quando buscamos formas distintas pelas quais as feridas podem reparar-se
ou cicatrizar, a literatura relata que esta regeneracdo depende da quantidade de
tecido lesionado e da presenca ou nao de infeccdo. A cicatrizacdo pode ocorrer de
maneiras distintas, a exemplo de: cicatrizagdo por primeira intengdo (ndo ha perda
de tecido e as bordas da ferida ficam justapostas), cicatrizagdo por segunda intengéo
(perda de tecido e bordas n&o justapostas, cicatrizando mais lentamente) e
cicatrizagao por terceira intengao (corrigidas cirurgicamente, normalmente crénicas e
sem resposta a tratamento usual). Pode-se ainda classificar as lesbes de acordo
com sua apresentagdo como aberta (bordas da pele afastadas) ou fechadas (bordas
justapostas) (CHIBANTE et al., 2015; BORGES et al., 2016).

Em relagdo a complexidade da cicatrizagdo da pele, pode-se justificar essa
gama de eventos com associacdo a estrutura morfolégica da pele, a qual

compreende duas camadas, a epiderme e a derme. A epiderme é a camada mais
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externa da pele e esta dividida em quatro ou cinco subcamadas, dependendo da
regidao do corpo. Entre as células que constituem a epiderme, destacam-se os
queratindcitos, assim como os melandcitos, células de Langerhans e células Merkel.
A derme é a camada de tecido conjuntivo que suporta a epiderme, constituida por
proteinas de matriz extracelular (colagenos, elastina, proteoglicanos) e
glicosaminoglicanos sintetizados pelos fibroblastos (CAPELLA et al., 2016).

Quando ha uma perturbagdo de uma ou ambas as camadas da pele, o
organismo inicia o processo de cicatrizacdo da ferida para regenerar a area
lesionada através de um processo dinamico, interdependente, continuo e complexo,
envolvendo mecanismos celulares, moleculares e bioquimicos, divididos em trés
fases de reparo tecidual (inflamatoria, proliferativa e remodeladora) (MEDEIROS et
al., 2016).

Essa reestruturagao da pele € desencadeada por mecanismos complexos, em
que varios fatores extrinsecos (frio, calor, umidade) ou intrinsecos (doencgas
cronicas, imunidade comprometida, nutricdo) favorecem ou retardam a cicatrizagao.
Embora a reparagao tecidual seja um processo sistémico, € necessario favorecer
condig¢des locais para viabilizar o processo fisioldgico (MEDEIROS et al., 2016;
GUSHIKEN et al., 2021).

Nesse sentido, ha necessidade de promover condigcbes que favorecam a
regeneragcdo da pele de maneira ideal. Destaca-se a temperatura, pH, niveis
bacterianos na ferida e umidade. A manutencdo da temperatura e torno de 36,4
graus Celsius (°C) a 37,2°C favorece as reagdes quimicas e eventos celulares
(mitose, fagocitose, sintese de proteinas e metabolismo). Enquanto que o pH acido
que as secregdes das glandulas sudoriparas e sebaceas promovem (pH 4,2 a 5,6)
impedem a penetragéo ou colonizagao de microrganismos (OLIVEIRA & DIAS, 2012;
SINGH et al., 2017).

Portanto, o controle da colonizagcdo nas feridas favorece também a
cicatrizacdo, que pode ser obtido por meio de limpeza adequada, com técnica
asseéptica na troca do curativo e utilizacao de curativos que promovam barreira e que
ajudem no controle microbiano. Ainda, ha que se destacar que toda atividade celular
ocorre em meio umido, sendo crucial a utilizagdo de um curativo que favorega uma
umidade ideal, protegendo as terminag¢des nervosas, reduzindo a dor, acelerando o
processo cicatricial, prevenindo a desidratacdo tecidual e a morte celular,
promovendo necrélise e fibrindlise (SMANIOTTO et al., 2010; DUTRA et al., 2017).
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Buscando esse ambiente ideal para a cicatrizacdo de lesbes, tem-se
intensificado a pesquisa de produtos naturais ou sintéticos para auxiliar no reparo
tecidual. Nos dias atuais, a terapia topica empregada em feridas gera conflito de
opinides, em especial entre profissionais da area de saude. Fato este justificado pela
terapéutica implantada que deve atentar para a lesdo e seu portador, com
sensibilidade e planejamento holistico, de modo a contemplar o ser humano em sua
plenitude, com o apoio de estratégias de avaliagado das lesées que englobem todas
as necessidades de tratamento (leito da ferida, infec¢ao presente, caracteristica de
exsudato, borda da leséo, entre outros) (MEDEIROS et al., 2016; COUTINHO JR et
al., 2020). Estes multiplos fatores de avaliagcao e definigdo de coberturas de maneira
subjetiva corroboram para divergéncias de propostas de tratamentos as lesbes de
pele, em especial em feridas crénicas (PIRES et al., 2015, TOTTOLI et al., 2020).

Destaca-se nessa busca por novas opg¢des terapéuticas e aplicagdo pratica
no manejo de ferimentos complexos o profisisonal de enfermagem, o qual detém
papel crucial por responsabilizar-se em suprir todas realizar as etapas do cuidado
em feridas, desde o acolhimento do paciente, avaliacdo da ferida, escolha do
tratamento a ser utilizado e o acompanhamento até regressao da ferida. Além disto,
€ crucial uma comunicacgao acertiva com a pessoa com lesdo crénica, sendo dever
de o enfermeiro combater o desconhecimento que pode proporcionar uma
assisténcia insegura e nao resolutiva, informando ao paciente os métodos
preventivos e terapéuticos, bem como o manejo e utilizagao ideal das coberturas e
terapias ofertadas aos pacientes, com vistas a fortalecer a relagao terapéutica para
poder desenvolver suas competéncias profissionais continuamente (SILVA FILHO et
al., 2021; SILVA et al., 2021)

Atualmente, existem diversos tipos de coberturas que proporcionam
diferentes possibilidades de aplicagéo: filmes, espumas, sprays e géis. Dentre estes,
os filmes, que sdo polimeros em forma de laminas sobrepostas, sdo largamente
aplicados em diversas lesdes de pele sendo que, dentre os componentes das
formulagdes, usualmente sao encontrados polimeros de poliuretano, polietileno,
policaprolactona, acetato de polivinila, polietrafluoroetileno,
dimetilaminoetilmetacrilado, carboximetilcelulose, entre diversos outros compostos
poliméricos (ZENG et al., 2018).

Destaca-se também a busca por utilizacdo de polimeros, que detém

propriedades como renovabilidade, biodegradabilidade e atividade biologica, tais
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como o0s polissacarideos, que possuem solubilidade ampla, associado a
propriedades como gelificagdo, emulsificacdo e hidratagc&o, cruciais para aplicagao
em coberturas de pele como filmes e géis. A quitosana e o alginato se distinguem
entre os polissacarideos de utilizagdo atual na industria da saude (PIRES et al.,
2015; YADAV et al., 2017).

Portanto, ao selecionar o tipo de tratamento a ser utilizado em uma ferida, &
necessario reconhecer os beneficios, indicagao, contraindicacao, e o custo de cada
produto, de forma a ponderar essas implicacdes e selecionar a cobertura ideal para
aplicagao, lembrando as especificidades de cada etapa do processo terapéutico da
cicatrizagao (TOTTOLI et al., 2020; GUSHIKEN et al., 2021).

2.2 MEMBRANAS RETICULADAS (CMC E PVA) E SUAS APLICACOES

Atualmente, existe uma vasta gama de tratamentos no mercado mundial, para
a gestdo das feridas, proporcionando ao paciente inumeras fungbes desde
higienizacdo do leito da ferida, debridamento para diminuicdo da populagdo
bacteriana, também para controle do exsudado ou ainda como estimulo a
reepitelizagcdo. Nessa oOtica, a utilizagdo de membranas semipermeaveis como
terapéutica no manejo de lesbes vem se tornando cada vez mais comum na
assisténcia aos pacientes (DA, HUANG e XIE, 2017; NADA et al., 2018).

Para isto, as membranas devem posssuir caracteristicas ideais em termos de
controle de umidade e maleabilidade, proporcionando deformagéo e preenchimento
no tecido lesionado. Uma das alternativas na produgcao destes curativos é utilizar
polimeros biocompativeis em sua forma reticulada. A reticulacdo de polimeros é
definida como um processo que ocorre quando cadeias poliméricas lineares ou
ramificadas s&o interligadas por ligagdes covalentes, podendo também ser chamado
de “crosslinking” ou ligagao cruzada, oportunizado a estes polimeros ligagdes entre
moléculas lineares e produzindo um sistema tridimensional, mucoadesivo, mimético
a pele e biocompativel. Essas caracteristicas proporcionam ao tecido lesionado
condicdes ideais para crescimento, diferenciagao e proliferagcéo celular, bem como a
remodelagdo e substituicdo do sistema por tecido regenerado durante a sua
decomposicéo (GAO et al., 2020; CHEN et al., 2021; NASUTION et al., 2022).

As coberturas para feridas, incluindo filmes e espuma, séo feitos de varios
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materiais, com alguns contendo materiais biolégicos ou materiais com propriedades
antibacterianas ou agentes que podem facilitar a migragao celular. Neste sentido, a
aplicacao de hidrogéis ou membranas pode ser uma opg¢ao ideal em formulagédo de
produtos para cicatrizacdo, visto que estes compostos podem formar redes de
macromoléculas através da sua reticulagao (seja quimica ou fisica), proporcionando
a estes materiais alta sensibilidade ao leito da lesdo, controle de umidade e
flexibilidade, assim como melhorar a proliferagdo e propagagao celular e facilitar a
cicatrizagcdo de feridas (epitelizacdo e vascularizagdo) com a regeneragao de
foliculos capilares imaturos em comparagdo com as outras membranas (MURRAY et
al., 2019, ALVEN et al., 2020; WANG et al., 2022).

Estes curativos especiais podem ser classificados, habitualmente, em
curativos passivos, com principios ativos, curativos inteligentes e curativos
biolégicos, de acordo com o principio ativo ou composto e suas principais
caracteristicas (SMANIOTTO et al.,, 2010; MEDEIROS et al., 2016; NADA et al.,
2018). Embora existam varias opg¢des disponiveis comercialmente, muitos destes
apresentam efeitos colaterais indesejados, tais como absor¢do incipiente de
exsudados, protecdo ineficiente de infecgbes, incapacidade de manter a umidade
ideal, assim como o desencadeamento de reagdes alérgicas, estas as quais podem
interferir no curso de cicatrizagdo, prolongando e onerando custos ao tratamento
(GUADARRAMA-ACEVEDO et al., 2019; OKUR et al., 2020).

Outro dado essencial a ser descrito sdo os custos inerentes ao tratamento de
lesbes, estimando-se em torno de 25 bilhdes de dolares anualmente nos Estados
Unidos da América, fortalecendo assim a necessidade de oferta de tratamentos
topicos de amplo acesso e custo acessivel a populacao portadora de lesées de pele,
0s quais promovam aceleracio da cicatrizacio, controle de exsudato e facilidade de
manuseio (KAMOUN et al., 2017; KOGA et al., 2020).

Dentre as diversas opgdes tecnologicas de polimeros para a formulagao de
membranas ou hidrogéis empregados na cicatrizacdo de feridas, destacam-se a
CMC e o PVA. A CMC é um derivado da celulose, usado em larga escala na
industria farmacéutica como emulsificante, devido propriedade de absorcdo e
intumescimento em contato com a agua, além de ser n&o-toxico e biocompativel
com diversos tecidos, como mucosa, pele e 0ssos e ter capacidade de se misturar
com outros polimeros (BASU et al.,, 2018; ZHANG et al., 2021). Ja o PVA é um

polimero hidrofilico e soluvel em agua, com propriedades n&o toxica, biodegradavel



21

e bioaderente. Essa peculiaridade de aderéncia confere facilidade em simular
tecidos naturais e ser facilmente aceito em implantagbes no corpo, a exemplo de
lentes de contato, revestimentos para coracado artificial e curativos para feridas
(FAHMY et al., 2015; BAGHAIE et al., 2017; GHOMI et al., 2019; RAMIREZ et al.,
2021).

2.3. Lauraceae Juss.

Explorando o potencial boténico das plantas, dentre as espécies existentes
destaca-se a Familia das Lauraceas, com distribuigdo tropical e subtropical, com
concentracdo nas florestas Umidas da Asia e América, incluindo aproximadamente
67 géneros com mais de 2500 espécies. No Brasil ha aproximadamente 27 géneros,
467 espécies, 1 subespécie e 6 variedades de lauraceas, considerada uma das mais
importantes familias de composicdo dos ecossistemas florestais e com potencial
econdmico.

Pode-se citar algumas espécies de larga utilizagao pela populagdo, a exemplo
de Persea americana e seu fruto abacate, Ocotea porosa (Ness & Mart.) Barroso,
popularmente conhecida como imbuia, Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer ou sassafras,
ou ainda o 6leo essencial extraido do pau-rosa (Aniba rosiodora Ducke), o linalol, um
excelente fixador de perfume, que agrega um alto valor econdmico. ) Além desta
caracteristica peculiar da familia, os 6leos essenciais e outros metabdlitos detém
mecanismos que inibem micro-organismos, bem como a adogdo destes como
pesticidas ou ainda para recuperacdo de matas nativas devido capacidade de
alelopatia (CUSTODIO & VEIGA JUNIOR, 2014; FLORA E FUNGA DO BRASIL,
2022).

2.4. Ocotea Aubl.

Tente os 27 géneros constituintes da Lauraceae Juss. destaca-se o género
Ocotea Aubl., atualmente constituido no mundo, por aproximadamente 300 espécies
e no Brasil aproximadamente 175 espécies, das quais, pouco mais de 10% séao
conhecidas quimicamente, segundo o levantamento bibliografico realizado (FLORA
E FUNGA DO BRASIL, 2022).
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As espécies do género Ocotea sao conhecidas por acumularem como
metabdlitos secundarios os alcaloides com esqueletos benzilisoquinolinico ou
bisbenzilisoquinolinico, oxo-aporfinico, aporfinico e pré-aporfinico. E também
apontado como um dos géneros da Lauraceae mais representativos tanto em
numero de individuos quanto em riqueza de taxons nas florestas pluviais, e esta
entre os mais diversos da flora brasileira. Ecologicamente, Ocotea apresenta uma
forte ligagdo com insetos, mamiferos e aves que exercem uma grande influéncia
sobre a polinizagao, dispersdo de sementes e regeneracao das florestas (ARAUJO,
2000, FORZZA et al., 2010;; XAVIER et al., 2020, LILLO et al., 2021).

2.5. Ocotea puberula (Rich.) Ness

Na Floresta Ombréfila Densa do Parana pode-se encontrar um exemplar das
Lauraceas com utilizagdo para fornecimento de madeira propria para caixotaria e
fabricacdo de papel, como também para utilizagdo em construcdo civil leve,
construgdo interna, marcenaria, moveis, caixdes de carroga e ainda em embalagens
em geral, bem como aproveitamento das cacas em forma de pd para tratamento de
efluentes. A esta planta da-se o nome de Ocotea puberula, conhecida popularmente
como guaicd, canela-guaica, canela-goaica, canela-sébo, canela-parda, canela-de-
corvo, canela-pimenta, canela-babosa, louro-abacate, amansa-besta ou ainda aiui-
saiiu e ilustrada na Figura 1 (BROTTO, 2010; GUIMARAES et al., 2017; GEORGIN
et al., 2020).

De acordo com o Sistema de classificagdo de Cronquist, a taxonomia de
Ocotea puberula obedece a seguinte hierarquia: Divisdo: Magnoliophyta
(Angiospermae); Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae); Ordem: Magnoliales;
Familia: Lauraceae Juss; Género: Ocotea Aubl. e espécie: Ocotea puberula (Rich.)
Nees. Tem como sindnimos botanicos relevenates: basiénimo Laurus puberula
Rich.; heterotipicos Gymnobalanus perseoides Meisn.; Oreodaphne martiana Nees;
Oreodaphne martiniana Nees; Oreodaphne martiniana var. dubia Meisn;
Oreodaphne martiniana var. latifolia Meisn. e homotipico Strychnodaphne puberula
(Rich.) Nees & Mart., sendo considerado uma espécie nativa e ndo endémica
(RAMALHO, 2002, FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2022).
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Figura 1 Canela-guaicé na Regido dos Campos Gerais (flora do Campus da Universidade Estadual
de Ponta Grossa)
Fonte: o autor, 2017

Observa-se ainda que a canela-guaica floresce de abril a julho e frutifica de
agosto a novembro. Seu habitat ocorre desde a Guiana Francesa, Guiana, Peru,
Colébmbia, México e Brasil, nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e
Sul. No Parana, a espécie € amplamente distribuida e facilmente encontrada.
Apresenta acentuada regeneracdo em florestas secundarias em estagio inicial de
sucessao. Em material vivo, a coloracido da flor varia de creme a esverdeada e o
fruto maduro tem cupula vermelha, sendo suas flores unissexuadas (como a maioria
das lauraceas), sendo a unica com folha de base fortemente revoluta (BROTTO,
2010).

Vernengo e colaboradores, em 1963, identificaram e analisaram a estrutura
da um alcaloide presente na casca da canela-guaica, a ocoteina. Diversos outros
estudos foram realizados visando a caracterizagdo destes alcaloides comumente
encontrados no género Ocotea. Em alguns estudos de identificagdo em plantas do
género, foi demonstrada a presencga de diversos alcaloides comumente encontrados
em Lauraceae, sendo que os mais comuns foram o predicentrina, o dicentrina, o
isocoridina, o ocoteina, o ocopodina, dentre outros. Em Ocotea puberula foram

encontrados os seguintes alcaloides: predicentrina, dicentrina, N-metillaurotetanina,
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Isodomesticina, N-6xido dicentrina, ocoteina, leucoxina, talicminina, deidroocoteina,
dideidroocoteina e 3-hidroxidicentrina (ZANIN et al., 2007; CUSTODIO & VEIGA
JUNIOR, 2014; PEREWALO et al., 2021).

2.6. MUCILAGEM DE Ocotea puberula

Observando o potencial fitoterapico de alcaloides em cicatrizagao de lesdes e
propriedades analgésicas (SILVA et al., 2015; GARLET et al., 2019), observou-se
literaturas relacionadas ao uso popular da canela-guaica. Descreveu-se, além do
uso em marcenaria e reflorestamento, relatos de utilizagdo da guaica para
alimentagcao animal, porém sem trabalhos robustos que comprovem seu potencial
alimentar, além da presencga de teores consideraveis de taninos (6 a 9%), conferindo
provavelmente caracteristica ndo palatavel aos animais. Observou-se que da casca
interna da canela-guaica exsuda-se um mucilagem de caracteristica densa e
pegajosa, sendo descrito sua utilizagdo medicinal através de um estudo
etnobotanico com os indios de varias etnias do Parana e de Santa Catarina
(FARAGO et al., 2004; SARQUIS et al., 2019).

Estes pesquisadores relataram que os indigenas utilizavam a parte interna do
caule da canela-guaicad e que as arvores mais velhas tinham melhor potencial
terapéutico, quando comparado aos exemplates jovens, no tratamento de afeccdes
de pele devido maior teor de fitoterapico na casca do caule, segundo crenga popular.
Este extrato da casca servia ainda como um emplastro para auxiliar na remocao de
espinhos ou estrepes da pele (comumente acometido por esta populagéo); e o cha
das folhas também era utilizado no combate as diarréias e disenterias.
Posteriormente, estudos complementares sinalizaram propriedades medicinais para
tratamento de doencgas tropicais, a exemplo da esquistossomose (RAMALHO, 2002;
BARBOSA et al., 2020).
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Figura 2 Locais de ocorréncia natural da canela-guaica
Fonte: CNCFlora, 2012

A morfoanatomia da casca da canela-guaica evidencia um suber
relativamente espesso, formado por cerca de 25 camadas de células tabulares.
Sequencialmente foram visualizados o felogénio e a feloderme. No cortex de Ocotea
puberula foram evidenciadas células parenquimaticas de paredes delgadas,
contento amiloplastos. Apresentaram também células pétreas com paredes de
espessamento irregular e pequenos agrupamentos de fibras, e distribuicdo de
células com conteudo lipofilico, células mucilaginosas e células contendo compostos
fendlicos na regido cortical. Células contendo 6leo essencial e mucilagem s&o
comuns na familia Lauraceae (FARAGO et al., 2004).

O potencial fitoterapico da canela-guaica foi comprovado com a avaliagao do
efeito antinoceptivo (reduz a transmissdo de estimulos que causem dor) do
alcaloidedicentrina extraido de O. puberula. Ao injetar uma solucdo de 0,92% de
formaldeido em musculatura abdominal dos ratos, estes produzem contragao
muscular relacionado a dor. Ao administrar dicentrina em fragdo cloroférmica, notou-
se efeito antinoceptivo, com comparagao similar a efeito analgésico de morfina ou
aspirina (controles positivos). Estes mesmos autores, em outra pesquisa “in vivo”

com modelos de dor inflamatéria aguda e crbnica em ratos, observaram que ao
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administrar dicentrina em lesGes plantares nas patas dos ratos, a S - (+) — Dicentrina
promoveu um importante efeito antinociceptivo em condi¢cdes inflamatdrias,
reduzindo a nocicepcao espontanea e atenuando a hipersensibilidade mecanica e
fria associada a estas condicbes. Este efeito indica sua potencialidade no
desenvolvimento de novos medicamentos clinicamente relevantes para a gestdo da
dor persistente, especialmente sob condi¢cbes inflamatérias (MONTRUCCIO et al.,
2012; MONTRUCCIO et al., 2013; PEREWALO et al., 2021).



3

3.1

27

OBJETIVOS

GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial biolégico na cicatrizagdo de

feridas de membranas reticuladas com mucilagem de Ocotea puberula na

cicatrizacao de feridas.

3.2

ESPECIFICOS

Obter a mucilagem das cascas de Ocotea puberula (EHOP) por extragao
hidroalcodlica

Desenvolver uma formulacao fitoterapica contendo EHOP em diferentes
formulagdes farmacéuticas (membrana PVA e membrana CMC);

Investigar a estrutura e interagdes das membranas (CMC e PVA) com a
mucilagem de Ocotea puberula por Espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR);

Analisar o comportamento das membranas isoladas e em associacdo com
o EHOP em ensaios de tragao;

Identificar o potencial de esterilidade das membranas com utilizagdo de
radiagdes ultravioleta (UV);

Avaliar o efeito in vivo das membranas contendo EHOP em modelo
experimental de cicatrizagdo em ratos;

Investigar as caracteristicas histologicas das lesées quanto a inflamagao,
angiogénese e colagénese;

Sinalizar a hepatoxicidade e nefrotoxicidade dos compostos através de

analise bioquimica do sangue referente a marcadores renais e hepaticos;
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4 MATERIAIS

4.1 EQUIPAMENTOS

Balanga analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil);

Centrifuga (HermLe Z326K, Wehingen, Alemanha);

Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);
Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japao);

Estufa de cultura bacterioldgica 40 Litros, Temperatura de trabalho: Ambiente
+5°C até 70°C (7-Lab — Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

Liofilizador (LIOTOP, L202, Sdo Paulo, Brasil);

Cuba Ultrassénica Portatil (Cristofoli 220V 2,1 litros, frequéncia 50/60 Hz.
Campo Mourao, PR Brasil);

Ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-D37, Carolina do Norte, Estados
Unidos);

Aparato padronizado para realizacdo das fotos com mesmo distanciamento em
todos os animais;

Autoanalizador Winier Lab CT 300i;

Equipamento de ensaio de tragao (SHIMADZU AG-1 10 kN - Téquio-Japao);
Capela de Fluxo laminar com luz ultravioleta 15W Vazao 600m?/h e poténcia 52
W (EXAUSTERMO Santos André — Sao Paulo).

4.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Material Vegetal

Cascas secas de O. puberula, retiradas em Outubro — Novembro de 2017 de
exemplares de arvores localizados préoximo as coordenadas 25°05°39'de
latitude S e 50°06°05"" de longitude W, no perimetro urbano do Municipio de
Ponta Grossa, Estado do Parana.

Numero de Identificagdo — registro no herbario da Universidade Estadual de
Ponta Grossa sob n° 19107
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e O acesso ao patriménio genético O. puberula foi autorizado pelo Conselho de
Gestao do Patrimbénio Genético (CGEN/SISGEN) e esta registrado sob o
numero AD3F256.

e Cascas foram coletadas em caules em regido acima de 1,3m da altura do solo
e posteriormente extraido das amostras epifitos (liquens) e o suber por meio de
raspagem mecanica, sendo posteriormente fracionadas em amostras de 4cm®e
secaa em temperatura ambiente, protegido de insetos e exposi¢cdo ao sol por

duas semanas.

4.2.2 Polimeros

o Carboximetilcelulose sodio (C5013 alta viscosidade, Sigma-Aldrich®, S&o
Paulo, Brasil);

o Acetato de polivinila (341584, Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brasil);

o Penso antimicrobiano de alginato com prata (Melgisorb Ag, Molinlycke,
Gotemburgo, Suécia).

4.2.3 Solventes e demais produtos

o Acido Cloridrico (HCI) (Biotec Produtos Quimicos, Sdo José dos Pinhais,
Brasil);

o Agua purificada pelo processo de destilacdo (H,O destilada), em equipamento
tipo Pilsen (Fanem LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);

o Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (Aldrich Co., St. Louis,
Estados Unidos);

o Glutaraldeido (Biotec Produtos Quimicos, Sao José dos Pinhais, Brasil);

o Etanol a 95% (Biotec Produtos Quimicos, Sao José dos Pinhais, Brasil);

o Acido Citrico a 10% (Biotec Produtos Quimicos, S&o José dos Pinhais, Brasil);

o Xilazina 2% Injetavel (Syntec — Tamboré SP, Brasil);

o Quetamina 0,1g/mL (Vetnil — Louveira SP, Brasil);
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Isoflurano 100 mL (Biochimico — Itatiaia RJ, Brasil);

Compressa de Gaze 7,5 x 7,5 pct 10 unid (Dental Cremer — Blumenau SC,
Brasil);

Esparadrapo Impermeavel 10 cm x 4,5 m (Dental Cremer — Blumenau SC,
Brasil);

Bisturi Descartavel Ago Inox N°21 (Embramed — Sao Paulo SP, Brasil);

Tubos sangue com gel separador em Plastico PET (Vacuette — Madrid,
Espanha);

Seringa luer lock com Agulha 25x7 estéril (Descarpack — llhota SC, Brasil).



31

5 METODO

5.1. EXTRACAO DA MUCILAGEM DA Ocotea puberula:

As cascas secas foram submetidas ao processo de cominuicdo por meio de
um moinho de facastipo Willey com peneira em malha mesh 32 de crivo circular.
Durante a ftrituragao, foi utilizado no equipamento malha para tamisacdo com
gramatura 50 (500 um) para se obter uma granulometria correspondente a
classificagao de pé moderadamente grosso (ARCARO, 2018).

As cascas secas pulverizadas e tamisadas foram colocados em um béquer
com agua destilada, em proporgao de 1:40 (m/v), sendo que foram fracionado em
extragdes seriadas de 20g do p6 da casca acrescidos de 800 mL de agua destilada.
Procedeu-se agitagdo mecanica em agitador marca DIST, modelo DI-14MP, por 60
minutos a 300 rpm a temperatura aproximada de 60 °C, e mantida constante por
chapa de aquecimento marca TECNAL, modelo TE-085.

Ap0s resfriamento até temperatura ambiente, a mistura foi filtrada em peneira
doméstica, extraindo residuos solidos, sendo posteriormente centrifugada em
centrifuga SIGMA, modelo 2K15, por 15 minutos a 3600 rpm em temperatura
ambiente. Retirou-se os residuos sdlidos desta mistura, sendo novamente
centrifugada a 15000 rpm sob refrigeragéo a 8°C por 10 minutos para separagao das
partes solidas ainda presentes. Todo residuo sélido foi desprezado (suber), sendo
reservada somente a fragdo soluvel para posterior precipitagdo da mucilagem por
extracdo hidroalcodlica. Esta extragcdo foi realizada com etanol 95% P.A. na
proporgao de trés volumes de etanol para cada volume de amostra (3:1 v/v). Apos a
homogeneizagdo da mistura com o etanol, a solugao ficou sob refrigeragdo por 24
horas. Apés isto, ocorreu a formacgao de um sobrenadante superficial branco e denso
(miculagem), o qual foi extraido e armazenado em frascos com tampa e sob
refrigeragao (ARCARO, 2018).

52 OBTENGCAO DAS MEMBRANAS CONTENDO MUCILAGEM DE Ocotea

puberula

Este estudo in vitro e in vivo desenvolveu-se na Universidade Estadual de
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Ponta Grossa entre 2021 a 2022 através das seguintes etapas: elaboragao,
caracterizagdo e avaliagdo das membranas de CMC e PVA impregnadas com
mucilagem de Ocotea puberula; avaliagdo do ensaio de tracdo e esterilidade,
aplicagao nas feridas em modelo experimental murino e avaliagdo de seu potencial

cicatricial e toxicidade in vivo.

5.2.1 Preparagcao das membranas de CMC com mucilagem de Ocotea puberula

Na formacao de filmes de CMC, foi utilizado 4g de CMC em um béquer com
200 mL agua. Esta mistura permaneceu em agitagcdo magnética por 24 h. Apos esta
etapa, a mistura de CMC em &agua foi degaseificada em banho de ultrassom em
cuba de Ultrassom Cristofoli 220V por 30 min (CAPANEMA et al., 2018).

Posteriormente, adicionou-se 20 mL de uma solugao reticuladora (acido
citrico a 10%). Apos a adigdo, a solugéo foi novamente homogeneizada em agitagéo
magneética a 60°C em 200 rpm por 5 min. Na sequéncia, a mesma permaneceu
inerte em temperatura ambiente por 30 minutos. Para formacao de filmes de CMC,
foi adicionado 20 g da solugdo em placas de pétri PP 8 cm, permanecendo em
estufa biolégica a 37°C por 48 h. Apds a secagem, a membrana foi lavada com
alcool etilico a 95% 3 vezes, extraindo assim o reticulador residual da placa. Retirou-
se as membranas da placa de pétri e as mesmas foram armazenadas em
embalagem livre de contato com luz e ambiente externo.

Para o preparo da membrana de CMC 2% com 10% de mucilagem de Ocotea
puberula foi seguido os mesmos passos experimentais da membrana pura de CMC
a 2%, acrescentando na etapa pré reticulagdo da mistura a fracdo de 20g da
mucilagem na solu¢do de CMC e agitagdo magnética a 60°C por 10 min. Todas as

formulagdes foram preparadas em triplicata.

5.2.2. Preparagao das membranas de PVA com mucilagem de Ocotea puberula
Na formacao de filmes de PVA, utilizou-se 20 g de PVA em um béquer com
200 mL agua. Esta mistura permaneceu em agitagdo magnética a 60°C por 10 min
para homogeneizagdo. Apds esta etapa, a mistura de PVA em agua foi
degaseificada em banho de ultrassom na cuba de Ultrassom Cristofoli 220 V por 30
min (YADAV et al., 2017).
Posteriormente foi acrescido 2 mL de uma solugdo reticuladora (10mL de

Glutaraldeido a 25%, 10 mL alcool etilico 95% e 0,1 mL &acido cloridrico). Apos a
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adicao, a solugéo foi novamente homogeneizada em agitagdo magnética a 60°C em
200 rpm por 5 min. Em sequéncia, a mesma permaneceu inerte em temperatura
ambiente por 30 min. Para formacao de filmes de PVA foi adicionado 20 g da
solugdo em placas de pétri PP 8 cm, a qual permaneceu em estufa biolégica a 37°C
por 48 h. ApOs a secagem, a membrana foi lavada com alcool etilico a 95% 3 vezes,
extraindo assim o reticulador residual da placa. Retirou-se as membranas da placa
de pétri e as mesmas foram armazenadas em embalagem livre de contato com luz e
ambiente externo (YADAV et al., 2017).

Para o preparo da membrana de PVA 10% com 10% de EHOP seguiu-se os
mesmos passos experimentais da membrana pura de PVA a 10%, acrescentando na
etapa pré reticulacdo da mistura a fragao de 20 g do EHOP na solugao e agitagéo

magnética a 60°C por 10 min.

5.3. CARACTERIZACAO DO POLIMERO DE CMC E PVA
Foi realizado a analise pela transformacdo de infravermelho de Fourier
(FTIR) para confirmar a sintese destes produtos e suas possiveis interagdes.Os
espectros FTIR do fitoterapico evdos polimeros sintetizados foram registrados de
4400 a 400 cm em um espectrofotdbmetro utilizando pastilhas de KBr com 32

varreduras e resolugao de 2 cm.

5.4. ENSAIOS DE TRACAO

Os ensaios de tensdo-deformagao de polimeros termoplasticos sdo os mais
utilizados para a caracterizacdo mecanica desse tipo de material. Como o
comportamento mecéanico dos polimeros difere da maioria dos materiais que
apresentam comportamento linear elastico para a resposta de tensdo-deformacao,
esses ensaios sdo normatizados por padronizacido internacional. O método de
tracdo baseou-se nas normas da Standard Test Method for Tensile Properties of
Thin Plastic Sheeting (ASTM D882-02). Este método de teste determina as
propriedades de tracdo de plasticos na forma de folhas finas, incluindo filmes com
menos de 1,0 mm de espessura (OECD, 2021).

Avaliou-se neste ensaio a deformacdo dos materiais, onde a deformacao
elastica determina-se reversivel, quando a carga é retirada, o material volta as suas

dimensdes originais. E avaliou-se a deformacgao plastica, que é irreversivel, quando
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a carga foi retirada, o material ndo recupera suas dimensdes originais (GARCIA,
SPIM; SANTOS, 2000; CALLISTER JR. E RETHWISCH, 2015).

As propriedades de tracdo podem ser utilizadas para fornecer dados para
pesquisa e desenvolvimento e projetos de engenharia, bem como controle de
qualidade e especificagao. Este método de teste forneceu dados para identificacao e
caracterizagdo de materiais para fins de controle e especificacdo, pois as
propriedades de tragado variam com a espessura da amostra, método de preparagao,

velocidade do teste, tipo de garras usadas e maneira de medir a extenséo.

Figura 3 Equipamento de ensaio de Tracdo SHIMADZU AG-1
Fonte: O autor, 2022

As condi¢gdes ambientais de temperatura, umidade e de velocidade de ensaio
devem ser controladas. O condicionamento dos corpos de prova baseou-se nas
normativas da ASTM D882-02 2002 onde devem ser acondicionados em
temperatura de 23 £ 2°C e 50 £ 5% com umidade relativa por ndo menos de 40 h
antes do teste. As condigcdes de teste também se basearam nas normativas da
ASTM e devem ser conduzidas em temperatura de 23 + 2°C e 50 + 5% de umidade

relativa.



35

O numero de amostragem recomendado foi de 15 amostras de cada polimero
para verificar a elasticidade e deformacéo tanto na sua forma pura como em forma
de blenda. Apds a confecgao dos corpos de prova, todos estes foram medidos com
micrébmetro para avaliar a espessura, sendo a unidade definida por micrémetro (um),
para devidos ajustes na analise, pois os corpos de prova ndo obtiveram a mesma
espessura apos a preparagcao por espalhamento em placas. Os corpos de prova
foram retirados das placas e seguiram a mesma normatizagdo da ASTM onde define
o tamanho das amostras de 50mm. As espessuras foram ajustadas na avaliagdo dos
testes no programa de acordo com aferigdo de cada corpo por micrémetro. Os testes
foram realizados utilizando equipamento de ensaio de tragdo SHIMADZU AG-1 10
kKN (Toquio-Japao), onde regulou-se uma tragao de 50 milimetros por minuto para
verificar ponto de fratura e deformacao do material analisado, todas as amostras

foram analisadas através do programa Trapezium 2 pelo método Wizard.

§ 00| ] 5wl e

Figura 4 Corte e corpo de prova para ensaio de tracdo (50mm e espessuras variadas)
Fonte: O autor, 2022

A velocidade de aplicagdo da carga ou velocidade de ensaio, € dada pelo
deslocamento da garra movel em mm/min e é estimada de acordo com o tipo de
material, variando entre 5-500 (mm/min.). A taxa de deformacdo & escolhida em
funcao da rigidez do material, sendo utilizada uma taxa baixa para materiais frageis

(rigidos) e uma taxa elevada para materiais ducteis (ndo rigidos). Um critério geral



36

para determinar a taxa a ser utilizada, é selecionar a menor velocidade capaz de

produzir a ruptura do corpo de prova entre 0,5 € 5 min.

5.5. ENSAIO DE ESTERILIZAGAO DOS FILMES

Os filmes de CMC e PVA com o EHOP reticulados foram cortados em
pedacos de 4 cm? e mantidos em uma capela de fluxo laminar com luz ultravioleta
de 15W (0, 30, 60 e 90 min) e, em seguida, transferidos para placas de petri com
meio de cultura Agar sangue, sendo estas placas acrecidas de identificagcdo no
verso de cada fragmento o tempo de exposicéo e o filme avaliado. Apds incubagao
por 24 h em estufa microbioldgica a 35°C, observou-se a ocorréncia de crescimento

microbiano.

5.6. AVALIACAO DO EFEITO IN VIVO DE MEMBRANAS RETICULADAS DE
CMC E PVA IMPREGNADAS COM MUCILAGEM DE O. puberula EM
MODELO EXPERIMENTAL DE CICATRIZAGAO EM RATOS.

5.6.1. Aspectos éticos

A realizacdo da experimentacdo “in vivo”, foi realuzada apos o envio do
projeto @ Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ponta
Grossa (CEUA/UEPG) e aprovado sob o n° do processo 016/2016. Os protocolos
foram conduzidos respeitando-se os Principios Eticos na Experimentagdo Animal,

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal — COBEA.

5.6.2. Calculo amostral de animais para pesquisa

O numero da amostra foi calculado com base nos trabalhos de CASTELO
BRANCO NETO et al., 2006 e CAETANO, 2012. Sendo adotado um nivel de
significancia de a=0,05, para 5 grupos de 12 animais cada. Os calculos ser&o
realizados com base na média e desvio padréo, estabelecendo um poder de teste
em 95%, usando o programa GPower 3.1.9.2 e acrescidos 30% do total obtido

garantindo a viabilidade dos grupos mesmo com perda de animais no
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desenvolvimento da pesquisa. Sendo assim, foi realizado a pesquisa com um total

amostral de 75 ratos (15 ratos para cada grupo de pesquisa).

5.6.3. Seleg¢ao de animais para pesquisa

Foram utilizados 75 Ratus novergicus albinus da linhagem Wistar, machos,
com aproximadamente 3 meses de idade, pesando entre 290 g a 380 g, cedidos
pelo Biotério da UEPG e transferidos para o Laboratério para Técnica Operatéria -
LTO. Estes animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, com identificagao
numérica do animal e grupo a que pertencera; forradas com maravalha, ruidos
minimos, ciclo claro-escuro de 12 h, temperatura de 21 + 2° C, sistemas de
ventilacdo adequados, ragao propria para a espécie e livre acesso a agua.

Os animais foram separados de seu grupo de convivéncia, sendo
acondicionado um animal por gaiola e mantidos em observagao por 14 dias antes do
bioensaio. Foi necessario o isolamento dos animais para que no decorrer da
experimentacdo ndo houvesse a retirada dos curativos pelos outros animais do
grupo. O periodo pré-experimentagdo de 14 dias teve o intuito de permitir a
ambientacdo (adaptagédo) dos animais a separagao do grupo de convivéncia, além
de verificar condi¢cdes clinicas, realizar a avaliacdo do peso e temperatura e
identificacado de variaveis que pudessem influenciar no experimento.

Os ratos foram pesados e separados pelo método probabilistico de escolhas
aleatdérias em 5 grupos com 15 animais cada, identificados a partir da terapéutica:
grupo 1 controle positivo (CP) — espuma de alginato com prata (Melgisorb); grupo 2
pelicula de CMC; grupo 3 pelicula de CMC com EHOP; grupo 4 pelicula de PVA e
grupo 5 Pelicula de PVA com EHOP.

5.6.4. Confeccao da ferida e tratamento das lesées

Para a realizagdo do procedimento cirurgico, os animais foram previamente
aferidos o peso e utilizado o valor para o calculo da anestesia. A anestesia foi
realizada por via intraperitoneal (i.p), em concentragdo 40 mg/kg de quetamina a
10% e 10 mg/kg de xilazina a 2%. Alcangada a profundidade anestésica necessaria,
realizou-seepilacdo dos pelos do dorso do animal, no local da confecgao da leséao.
Com tesoura e bisturi foi confeccionada uma lesao excisiva dorsal unica (2cm x 2cm)
até o nivel do tecido aponeurdtico e em seguida, as lesdes foram limpas com soro

fisiologico (SF) a 0,9%, aplicado o tratamento tépico (exceto no controle negativo) e
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cobertas com gaze e ataduras, com técnica asséptica (SARMENTO et al., 2014).
Durante o tratamento foi dispensado em cada ferida amostras padronizadas
de 16 cm? de cada produto, garantindo que a quantidade das formulagbes utilizadas

seja igual para todos os animais e que cubra todo leito da ferida.

5.6.5. Coleta de material para estudo

Nos dias D7, D14 e D21 de pds-operatoério (DPO), verificou-se o peso corporal
dos grupos e realizado média simples para avaliagdo do percentual de perda ou
ganho de peso dos animais pos lesdo. Foi realizado retirada do curativo de todos os
grupos apos 7 dias de lesao e fotografia de todas as lesbes para acompanhamento
da evolucgao (estas fotos realizadas sem flash, sem zoom e com resolugao padrao de
5 Mega pixels e Tamanho 4:3). Na realizagdo das imagens, foi utilizado um aparato
de metal onde a cémera foi fixada numa base de metal distante 10 cm
perpendicularmente a area das lesdes e realizado fotos com régua milimétrica para
calibragao do aplicativo ImageJ na mensuragéo da area de ferida.

A mensuracdo da area de cada ferida foi realizada nos dias 7, 14 e 21 através
de programas computacionais de avaliagdo de retracdo de ferida e a area de cada
lesdo foi determinada através da digitalizagdo das imagens obtidas com os
desenhos e avaliadas utilizando o programa ImageJ 1.44.

Foram eutanasiados os animais por grupo e tempo de seguimento do
tratamento. A cada eutanasia foram sacrificados 5 animais por grupo para retirada
da ferida com anestesia de 4 vezes a dose utilizada para o procedimento cirurgico
de confeccdo das feridas e, posteriormente a parada cardiorrespiratoria, um
fragmento de formato elipséide abrangendo também a area perilesional sera
retirado.

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

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

separador, centrifugados por 15 minutos, a 2.000 g ou 3.000 rpm e armazenados
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posteriormente em freezer a -4°C e encaminhados para laboratorio de referéncia
para testes bioquimicos, com objetivo de realizar avaliagdo de hepato e
nefrotoxicidade por meio dos seguintes testes séricos: transaminase glutdmico-

oxalacética (TGO), transaminase glutamico-piravica (TGP), uréia e creatinina.

5.6.6. Avaliagcao do indice de cicatrizagao das lesées
As areas das lesdes foram calculadas a partir das fotografias de cada grupo e
seus dias de seguimento de tratamento, utilizando o software ImageJ 1.44. A area
inicial representou a superficie da lesdo no dia do procedimento cirurgico e a area
final correspondeu a area da lesdo no dia da eutanasia. Seguidamente, foi calculado
o Indice de Cicatrizagdo das Lesdes (ICL) para analisar o percentual de
reepitelizacao, sendo que este foi representado pelo quociente entre a diferenca das
Areas Inicial (Ai) e Area Final (Af) e a Area Final (Ai) [ICF=(Ai-Af)/Ai] e expresso na
férmula abaixo:
Adotou-se que valores maiores que zero representam diminuicdo da area
ulcerada e valores menores que zero representam aumento da area e valores iguais

a um representam reepitelizagdo completa.

5.6.7. Estudo histolégico (histomorfometria)

Nos dias D7, D14 e D21 ocorreu a eutanasia dos animais. O fragmento de
tecido obtido (ferida), ilustrado na figura 5, foi acondicionado em frascos com formol,
e substituidos por alcool etilico apos 24 h de submersido ao formol. Posteriormente,
foram enviados os fragmentos de ferida ao Laboratorio de Histologia de referéncia
para preparo das laminas histoldgicas, sendo que todo o processo do preparo das
laminas foi realizado neste laboratério seguindo técnicas e padronizagdes habituais

deste estabelecimento.
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Lesdo Dorso do Animal 2x2cm

Anestesia Intraperitoneal Demarcagdo da Lesdo 2x2cm Realizagdo da Lesdo Dorsal

Figura 5 Manipulagdo Animal (rato Wistar) para o preparo da leséo incisional no dorso do animal
Fonte: o autor, Julho 2021

5.6.8. Analise microscoépica das feridas

A fotomicrografia para analise das laminas foram realizadas no Laboratério de
Histologia do Programa de Especializagdo de Odontologia por um profissional que
desconhecia a metodologia do trabalho, e as laminas foram identificadas por
codificagdo que o examinador desconhecia a qual grupo de animais pertencia as
ldminas (modo cego).

Todos esses cuidados visaram evitar a possibilidade de viés ao estudo pelo
examinador das laminas. Foi utilizada a coloragcdo com hematoxilina e eosina de
Harris para avaliacéo da resposta inflamatéria quanto a inflamagéao e angiogénesee
para avaliacdo da colagénese (formacédo de fibras de colageno) foi utilizada a
coloracao de Tricbmio de Masson.

Para resposta inflamatéria, angiogénese e colagénese foram atribuidos
escores baseados na literatura, sendo estes: para auséncia (0), para presencga (1),
intensamente infiltrado (2), severamente infiltrado (3), conforme ilustrado na tabela

abaixo.

TABELA 1 - Escores utilizados para avaliagao histolégica das lesbes

Variaveis Ausente Presente Moderado Intenso
Inflamacgao 0 +1 +2 +3
Angiogénese 0 +1 +2 +3
Colagénese 0 +1 +2 +3
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Fonte: SARMENTO, 2014 et al. Avaliagao do extrato de Zeyheria tuberculosa na perspectiva de
um produto para cicatrizagao de feridas. Rev. Latino-Am. Enfermagem jan.-fev. 2014; 22(1):165-72
DOI: 10.1590/0104-1169.3143.2385

Dos escores obtidos através da analise histolégica das fotomicrografias das
laminas, foi obtido uma média de escore e seu desvio padrao correspondente, para

posterior avaliacdo dos tratamentos com coberturas para as lesdes realizadas.

5.6.9. Analises estatisticas

Os resultados da atividade das membranas de CMC e PVA, desde o indice de
cicatrizacdo até dos ensaios bioquimicos foram expressos como média = erro
padrdo da média (EPM). Apds avaliagdo de normalidade, em variaveis
independentes categoricas foi utilizado o teste de Anova, e em amostras nao
paramétricas utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, e pos teste Tukey, empregando o
software GraphPadPrism (versdo 7.0, LaJolla, CA, Estados Unidos). Os valores
foram considerados significativos quando p <0,05. Os resultados foram expressos

como média % erro padrdo da média (M = E.P).
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6. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos no decorrer deste
trabalho referentes ao processo de formulagao e caracterizagdo das membranas de
CMC e PVA impregnadas com o EHOP e a atividade cicatrizante dos grupos
experimentais em modelo de ferida em ratos por meio de analises morfoanatdnicas
das feridas, analise histologica da lesdo e quantificagdo bioquimica de constituintes
sanguineos buscando avaliagao de nefro e hepatotoxicidade.

6.1. EXTRACAO DA MUCILAGEM DA CASCA DE Ocotea puberula

Com o p6 da casca de O. puberula disponivel, foi realizada a etapa de
extragdo da mucilagem, através da extragdo hidroalcodlica, conforme descrito por
NIEHUES em 2015 ajustado para titulagcédo 1:40 (p/v) conforme descrito em estudo
prévio das caracteristicas da casca e extragdao de mucilagem, assim como a técnica
de extragdo com emprego de calor (rendimento similar a extracdo a frio e
manutengdo de caracteristicas biologicas na mucilagem). A extragao hidroalcodlica
realizada conforme descrito no método demonstrou a separagdo em 3 fragées: um
sobrenadante viscoso e gelatinoso (mucilagem), uma fragdo soluvel de coloragéo
amarelada (substancias hidrossoluveis presentes na casca externa as celulas
mucilaginosas) e um conteudo residual precipirado de coloragdo acastanhado (suber

da casca da planta), demonstrado abaixo na figura 6.

Figura 6 Aspecto visual da extragéo hidroalcodlica da mucilagem da casca de Ocotea puberula
Fonte: o autor, Marco, 2021.
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6.2. ELABORACAO DAS MEMBRANAS DE CMC E PVA

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

No caso do EHOP, este demonstrou baixa adesividade em utilizagdo por
camadas, fato este o qual justificou a realizagdo das membranas por reticulagao,
sendo incorporando o EHOP nas membranas previamente a formagéao do filme, este
ao qual foi obtido um filme transparente, homogéneo e de facil manipulagdo apds a

secagem, conforme ilustrado abaixo na figura 7.

Figura 7 Modelos de Membrana de PVA e CMC
Fonte: o autor, Maio 2021.

6.3. FTIR DAS MEMBRANAS DE CMC E PVA PURAS E INCORPORADAS COM
EHOP

Neste topico foram elucidados as caracteristicas dos espectros de FITR da

CMC, do PVA e do EHORP liofilizados e isolados, também em forma de mistura fisica
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e apos sua reticulagédo em forma de membranas. Foram demonstrados os espectros
separadamente do constituinte CMC e posteriormente PVA.

O Quadro 1 fornece espectros de FTIR da CMC pura em pé e membrana,
do EHOP em p¢6 e associado com a CMC em membrana e a mistura fisica dos dois

constituintes.
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Quadro 1 - FTIR CMC Membrana pura e incorporada com EHOP
Fonte: o autor, Junho 2021

Em sequéncia as analises das membranas, o Quadro 2 fornece espectros
de FTIR do PVA puro em membrana, do EHOP em pd e associado com o PVA em
membrana e a mistura fisica dos dois constituintes, similar ao realizado com a

membrana de CMC.
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Quadro 2 FTIR PVA Membrana pura e incorporada com EHOP
Fonte: o autor, Junho 2021

6.4. ENSAIOS DE TRAGAO

A tensdo maxima na ruptura (o) é a resisténcia oferecida pelo material no
ponto de ruptura. A elongacéo na ruptura (¢) trata-se da forma como o material pode
deformar-se até a ruptura. O médulo de elasticidade, também conhecido como
modulo 25 de Young (E) € um indicador da rigidez do filme. Quanto maior for o
modulo, menor sera deformacao elastica resultante da aplicacdo de uma tensao. A
Tabela 2 mostra os valores de tensdo na ruptura (o), elongagdo na ruptura (€) e
Modulo de elasticidade ou de Young (E), para os filmes de CMC e PVA com e sem a
adicao de EHOP.
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TABELA 2 - Valores de tensdo maxima na ruptura (o), elongagao na ruptura (¢) e Médulo de Young

(E) obtidos no ensaio de tragdo para os flmes de CMC e PVA

Amostras o (MPa) € (%) E (MPa)
CMC 33,10+ (3,73) 4 9,18  (2,20), 638,61  (67,75) ,
CMC + EHOP 19,99 + (2,83) , 17,49 £ (3,59), | 321,16 £ (42,59)
PVA 31,83+ (3,67) 4 23,74 + (3,49), | 378,18 £ (42,30)
PVA + EHOP 23,84 + (1,75) 22,09+ (2,22), | 263,26 +(33,94)

OBS: Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
Teste Estatistico ANOVA e comparagao multipla entre os grupos

Fonte: o autor Julho 2022

Demonstrado também graficamente as diferencas das médias de cada grupo,
obtido por meio dos valores de tensdo maxima na ruptura, elongagdo na ruptura e
Modulo de Young obtidos no ensaio de tragdo para os fiimes de CMC e PVA e

ilustrado abaixo

Méd Elasticidade Max Stress
10-
PVA e EHOP+ m
2 54
fowl O . I
o
£ ] = ([ PO rroeermy S ey POV oy OO o O
§ cnc e enop E[l =
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> ® & & 10 . , , r
Tenséo (MPa) CMC CMC e EHOP PVA PVA e EHOP

Grafico 1. Representagdo grafica da diferenca entre os grupos de tensdo maxima na ruptura,
elongacéo na ruptura e Modulo de Young ou Elasticidade
Fonte: o autor, Julho 2022

6.5. ENSAIO DE ESTERILIZACAO DOS FILMES

A avaliacdo de esterilizacdo foi realizada por inspecédo visual conforme
localizagdo de cada fragmento do filme registrado nas placas no meio de cultura,
conforme representado abaixo. Ndo foi observado nenhum crescimento microbiano
antes ou apo6s exposi¢ao em luz ultravioleta.

Ressalta-se que o controle positivo Megisorb nao foi exposto ao teste devido
0 mesmo ja ser dispensado comercialmente na forma estéril por raios gama, com

testes e validagbes de auséncia de microorganismos protocolados pela empresa em
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controles de qualidade.

Filme Placa Antes Estufa Placa Apés Estufa

cMC

CMC e EHOP

PVA

PVA e EHOP

Figura 8 Imagem de placas e meio de cultura de fimes de CMC e PVA com e sem EHOP
Fonte: o autor, Setembro 2022.

6.6. ENSAIOS BIOLOGICOS IN VIVO PARA CICATRIZAGAO DE FERIDAS

Os ensaios biologicos foram realizados nos cinco grupos distintos descritos

na metodologia. Foram respeitados critérios técnicos de manipulagdo animal,
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calibracédo dos profissionais envolvidos nos processos experimentais e padronizagao

destes para a elaboragdo na leséo até a analise histologica das mesmas.
6.6.1 Avaliacdo do indice de Cicatrizacdo das Lesées (ICL)

Para avaliar a reepitelizacado das lesdes durante os 21 dias de tratamento foi
calculado o ICL considerando a area da ulcera (calculada pelo software Image J) no
inicio e no ultimo dia de acompanhamento. Os resultados obtidos foram expressos
na tabela abaixo, evidenciando em valores negativos o aumento da area lesional

apos 7 dias de tratamento, exceto o grupo PVA / EHOP

TABELA 3 — indice de cicatrizagdo das lesées (ICL) em 7, 14 e 21 dias

Dias de Grupos de Tratamento (m (%) / SD)
Tratamento C.P. CcMC CMC / EHOP PVA PVA / EHOP
7 dias -4,49 -17,87 -19,02 - 34,07 1,26
+(8,83) 5 +(30,91) , +(32,02) , +(29,34) , +(16,91) ,
14 dias 68,70 73,95 68,52 47,78 53,93
+ (4,54) , +(3,03) , +(2,92) , +(12,18) +(3,50) p
21 dias 78,84 86,10 81,64 62,87 70,87
+ (4,85) 4 +(5,74) 5 + (5,23) ac +(7,80) p +(5,07) be

OBS: Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
Teste Estatistico ANOVA e comparagao multipla entre os grupos

Fonte: o autor, Agosto 2021

Demonstrado também graficamente as diferengcas das médias de cada grupo,
obtido por meio do percentual de regressdo das feridas conforme os dias de
tratamento e ilustrado abaixo.

Regressdo Feridas apés 7 dias

PVA-PVA+ EHOP{ Fr—m—o—+— Diferenca entre as
CMC + EHOP - PVA+ EHOP 1 ——————— meédias

CMC + EHOP - PVA - —_———

CMC - PVA+ EHOP 4 —_———————
CMC - PVA A —_—

CMC - CMC + EHOP —_——

C.P.-PVA+ EHOP- —e————

C.P.-PVA L S ——

CP.-CMC + EHOP —_—
C.P.-CMC - — e

-100 -50 0 50 100

Diferenga entre os percentuais de regressao (%)

Grafico 2 indice de cicatrizagdo das lesées (ICL) dos grupos experimentais apés 7 dias de tratamento
Fonte: o autor, Agosto 2021
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ANOVA Regressdo Feridas apoés 14 dias
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Grafico 3 indice de Cicatrizagdo das lesdes (ICL) dos grupos experimentais apés 14 dias de
tratamento
Fonte: o autor, Agosto 2021

ANOVA Regressdo Feridas apos 21 dias

PVA - PVA+ EHOP - —— Dif
CMC + EHOP - PVA+ EHOP - p—.—| mlé?irizgga entre as
CMC + EHOP - PVA - Lo
CMC - PVA + EHOP 4 ! ———
CMC - PVA 4 : ——
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C.P.-PVA+ EHOP |_._|
C.P.-PVA4 D ——
C.P.-CMC + EHOP - ——
C.P.-CMCH ———
-40 -20 0 20 40

Diferencga entre os percentuais de regressao (%)

Grafico 4 indice de Cicatrizagdo das lesdes (ICL) dos grupos experimentais apés 21 dias de
tratamento
Fonte: o autor, Agosto 2021

Em complementagdo aos graficos e tabelas, ilustram-se abaixo as fotos
realizadas nos animais e diferengas macroscépicas entre os grupos. As imagens sao
representativas de feridas em ratos Wistar utilizando um aparato de fotografia

padrao descrito previamente.
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Apos 7 dias Apos 14 dias Apos 21 dias
dalesdao da leséo da lesédo

Grupo Animal Lesao Inicial
¥ 5

CcMC

CMC e EHOP

PVA

PVA e EHOP

Controle
Positivo

Figura 9 Aspecto macroscopico de feridas para grupos experimentais em diferentes intervalos de
tempo
Fonte: o autor, Agosto 2021.

6.6.2. Avaliacao histolégica das lesdes

Os dados histolégicos foram coletados de acordo com as fases de
cicatrizagdo e organizados de acordo com o0s escores para quantificagdo em
Inflamacao, Angiogénese e Colagénese. Na Tabela 4 é possivel observar que as
maiores médias nos escores de inflamagcdo foram obtidas pelos grupos que
receberam a membrana de CMC e CMC com EHOP nos primeiros 7 dias de
tratamento. Observou-se que o controle positivo obteve um valor reduzido e com
diferenca estatistisca siginificatia aos grupos CMC e CMC / EHOP. As membranas
de PVA e PVA/EHOP nao demonstraram diferenga do grupo positivo apés 7 dias.
Nos proximos dias de tratamento (14° e 21° dias) ndo houve diferenga significativa

entre os grupos quando comparados entre si.
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TABELA 4 — Analise Histolégica de inflamagéao

Dias de Grupos de Tratamento (Escore de Avaliagdo — m / sd)

Tratamento C.P. cmC CMC / EHOP PVA PVA / EHOP

7 dias 1,00 £(0,00), | 2,60 (0,55), | 2,80+ (0,45), | 2,00 (0,00) , | 1,80 % (0,84) 4

14 dias | 2,00+ (0,70), | 1,60%(0,54), | 1,40+ (0,54), | 1,60+ (0,89), | 2,40 £ (0,54),

21 dias 1,40 + (0,55), | 1,00 £(0,00), | 1,80+ (0,45), | 1,80+(0,55), | 1,80+ (0,45),

OBS: Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
Teste Estatistico Kruskall Wallis e comparagéo multipla entre os grupos

Fonte: o autor, Agosto 2021

Demonstrado graficamente as diferengas entre os grupos quando avaliado a
presenca de células inflamatérias na derme dos fragmentos de lesdes analisados,
conforme a graduagdo observada nas imagens obtidas por fotomicrografia. As
colunas sinalizadas com asteriscos demonstram o valor de p obtido na analise

estatistica, quando comparado ao grupo controle positivo.

Histologia Inflamagéo 7 dias Histologia Inflamacéo 14 dias Histologia Inflamacéo 21 dias
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Grafico 5 Graduacgao Histoldégica de Infalamacgao apés 7, 14 e 21 dias de tratamento
Fonte: o autor, Agosto 2021

Avaliando a Angiogénese dos grupos, podemos observar as maiores médias
nos grupos CMC e CMC / EHOP em relagdo aos outros grupos, com diferenga
significativa do grupo CMC em relagéao ao grupo PVA. Nota-se que os demais
grupos, com excegao grupo CMC, apresentam angiogénese similar, sem diferenga
estatistica. Observando a angiogénese até o 14° dia podemos afirmar que né&o
houve diferenca estatistica no desempenho para formacdo de novos vasos
sanguineos no subcutaeo do fragmento da ferida analisado nesta pesquisa entre os

grupos.
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Dias de Grupos de Tratamento (Escore de Avaliagdo — m/ sd)

Tratamento C.P. cMc CMC / EHOP PVA PVA/EHOP
7 dias 1,00 £(0,00), | 2,40£(0,89), | 2,20+(0,84), | 1,40 (0,89), | 1,80+ (0,44),
14 dias 2,40 +(0,55), | 1,40+ (0,55), | 2,40+ (0,55), | 1,80+(0,84), | 1,20+ (0,44) ,
21 dias 1,60 % (0,55) o | 2,60 +(0,55), | 2,00 % (0,00) o | 1,20 £(0,45), | 1,20 +(0,45) ,,

OBS: Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
Teste Estatistico Kruskall Wallis e comparagéo multipla entre os grupos

Fonte: o autor, Agosto 2021

Demonstrado graficamente as diferengas entre os grupos quando avaliado a
presencga de novos vasos na derme dos fragmentos de lesdes analisados, conforme

a graduagao observada nas imagens obtidas por fotomicrografia.

Histologia Angiogénese 7 dias Histologia Angiogénese 14 dias Histologia Angiogénese 21 dias
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Grafico 6 Graduacgao Histoldgica de Angiogénese apoés 7, 14 e 21 dias de tratamento
Fonte: o autor, Agosto 2021

Quando é observado por meio da avaliacdo das laminas pela coloragao de
Tricomio de Masson para sinalizar a presenga de colageno no leito da ferida,
podemos observar que os grupos tiveram producdo de colageno em quantitativo
similar até o 14° dia. Destaca-se a presenca de grande quantidade de colagenos tipo
1 e 2 nos grupos tratados com CMC e CMC / EHOP em relag&o aos outros grupos,
com diferenga significativa do grupo CMC / EHOP em relagcdo ao grupo PVA /
EHOP, descritos na tavela 3. Esta presencga de colageno pode significar potencial de

retracdo da ferida e remodelagem.
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Dias de Grupos de Tratamento (Escore de Avaliagdo — m/ sd)
Tratamento C.P. cMc CMC / EHOP PVA PVA/EHOP
7 dias 0,20 +(0,45), | 0,20 +(0,45), | 0,40+ (0,55), | 0,20+ (0,45), | 0,20 £ (0,45),
14 dias 1,60 +(0,55), | 1,60+ (0,89), | 1,20+(0,45), | 1,20 +(0,45), | 1,60+ (0,55),
21 dias 2,00+ (0,71) a | 2,40 £ (0,55) a» | 2,60 +(0,55), | 2,40+ (0,55) o | 1,20 £(0,45)
(

OBS: Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica (p<0,05)

Teste Estatistico Kruskall Wallis e comparagéo multipla entre os grupos

Fonte: o autor, Agosto 2021

Demonstrado graficamente as diferengas entre os grupos quando avaliado a
presenca de células de colageno na derme dos fragmentos de lesdes analisados,

conforme a graduag&o observada nas imagens obtidas por fotomicrografia.

Histologia Colagénese 7 dias Histologia Colagénese 14 dias
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Grafico 7 Graduacgao Histolégica de Colagénese apds 7, 14 e 21 dias de tratamento
Fonte: o autor, Agosto 2021

Em complementagcdo aos graficos e tabelas, ilustram-se abaixo as
fotomicrografias realizadas nos animais e diferengas microscopicas entre os grupos.
As imagens sao representativas da avaliagcdo de fragmento das feridas dos ratos
Wistar em grupos distintos por meio de microscopia e coloragbes descritas

previamente.
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Inflamagao apés Angiogénese Colagénese apos
7 dias apos 14 dias 21 dias

o R

Grupo Animal

CMC

CMC e EHOP

PVA

PVA e EHOP

Controle
Positivo

Figura 10 Aspecto microscoépico de feridas para grupos. Aumento lente microscépio em 10x,
coloragdo Hematoxilina Eosina para inflamagéo e angiogénese e tricomio de Masson para
colagénese.

Fonte: o autor, Agosto 2021.

6.6.3. Analise bioquimica de nefro e hepatotoxicidade

A utilizagdo de animais de laboratério € de suma importancia nas pesquisas
na busca do desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, desde o aperfeicoamento dos
métodos de prevencgao, diagnostico até o tratamento de diversas doengas. Por essa
razdo, o conhecimento dos valores dos diferentes parametros fisiolégicos, como
fungao hepatica e renal é significativo para a avaliagdo de modificagbesinduzidas por

testes experimentais e permite avaliar através dos resultados obtidos a
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confiabilidade na aplicagdo de um composto livre de potencial téxico ao ser vivo. Os
resultados estdo demonstrados na tabela abaixo, sendo expressados os dados de

Uréia e Creatinina em md/dL;

transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e

transaminase glutamico-piruvica (TGP) em UI/L.

TABELA 7 — Avaliagao bioquimica dos grupos em Nefro e Hepatotoxicidade

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

Grupo Animal Média +- dP Média +- dP Média +- dP Média +- dP
Positivo 37,00 £ (6,72)° 0,324 + (0,054)° 69,80 + (20,16)° | 49,87  (14,20)°
CMC 43,87 + (5,60)" 0,329 + (0,042)° 95,13 +(23,78)" | 67,20 +(10,39)"
CMC / EHOP 42,00 + (8,29)% 0,302 + (0,063)° 86,33 + (25,47)%° | 59,93 + (16,75)%"
PVA 44,13 +(10,95) % 0,337 +(0,091)° 95,27 + (28,85)%° | 62,93 + (12,48)%
PVA/EHOP 37,43 £ (4,05)% 0,352 + (0,050)° 82,43 +(10,07)®® | 66,43 + (14,06)"

OBS: Letras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica (p<0,05)
Teste Estatistico Kruskall Wallis e comparagéo multipla entre os grupos

Fonte: o autor, Outubro 2021

As analises foram obtidas através do Autoanalizador Winier Lab CT 300i, com
testes de calibracdo e controles de qualidades prévias, estes realizados no
Laboratorio Escola da UEPG.

Ao analisar os valores de uréia, podemos observar uma maior média no grupo
CMC e menor média no grupo Positivo com diferenca significativa. Na analise de
dosagem de creatinina, notamos maiores médias no grupo PVA e menor média no
grupo CMC / EHOP, sem diferenga estatistica entre estes. Observa-se diferenca
estatistica entre os grupos Positivo e CMC quando avaliado TGO e os grupos
Positivo, CMC e PVA / EHOP quanto ao TGP, e demonstrados graficamente abaixo.
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7. DISCUSSAO

A extragao hidroalcodlica realizada durante as etapas prévias ao estudo foi
realizada com o objetivo de proporcionar um rendimento de extragdo adequado,
assim como proporcionar a manutencido das caracteristicas fitoquimicas desse
extrato e seu potencial farmacoldgico. Estudos similares de pesquisas com
mucilagens em geral, como do tubérculo de Colocasia esculenta (L.) Schott (inhame)
(TAVARES et al.,, 2011), das folhas de Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (palma
forrageira) (QUEIROZ et al., 2013), das sementes de Salvia hispanica L. (chia)
(EDUARDO CAMPOS et al., 2015) e das cascas de Anadenanthera peregrina (L.)
Speg. (angico) (MARINHO et al., 2022) realizaram técnicas similares a este estudo,
com otimos resultados em suas pesquisas.

A composicdo mucilaginosa e com caracteristicas reoldgicas ideais para
formacao de filmes (comportamento pseudoplastico) indicou um potencial para que a
mucilagem de Ocotea puberula extraida pelo processo hidro-alcodlico (EHOP) fosse
incorporado a um sistema de liberagdo controlada e mucoadesivo ao leito da ferida,
proporcionando assim uma agao prolongada e duradoura dessa provavel
capacidade cicatrizante descrita em estudos prévios. Sendo assim, a incorporagao
do composto ativo e posterior reticulacdo destaca-se como uma op¢ao promissora
para a elaboragdo de membranas com fitoterapicos de baixa adesividade a
superficies, quando comparado a outros métodos descritos em literatura (HAILE et
al., 2020; STEPIEN et al., 2021; TOSIF et al., 2021)

Buscando estratégias para confirmar a biocompatibilidade entre os polimeros
utilizados para formacao da membrana, o reticulador e o extrato (mucilagem) das
cascas de Ocotea puberula, foi realizado avaliacdo de compatibilidade e
manutencdo de compostos inertes quando reticulados por meio de interpretagao e
discussao dos espectros obtidos dos compostos puros e misturados com PVA e
CMC e analisados por FTIR. Observa-se na membrana de CMC picos de
deformagdo axial de COOH em proximidades de 1735 cm™, estes presentes na
membrana pura e também na incorporagcdo do EHOP. Nota-se também expresso
similaridade entre os compostos isolados e mistura em proximidades de 1593 cm’’
em relacdo a deformacao simétrica de anion carboxilato tanto na membrana pura
como incorporada com o EHOP.

Quando interpretado o espectro do EHOP isolado, nota-se presente
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componentes em comprimento de onda de 1042 cm™ podendo ser justificado como
estiramento forte de C-O (1000-1300 cm™), presente em estrutura quimica de
diversos alcaloides aporfinoides de Ocotea puberula como a boldina, dicentrina,
isomesticinina e leucoxina, ilustrados na figura 11 (LOPES et al., 2004, ZANIN et al.,
2011, CAPANEMA et al., 2018, PEREWALO et al., 2021).

ALCALOIDE APROFINICO
STRICTO SENSO

ISODOMESTICINA (FB) LEUCOXINA (FC)

Figura 11 Estrutura dos alcaloides aporfinicos stricto sensu e de folhas de espécimens adultos de
Ocotea puberula

Fonte: ZANIN, S. M. W. et al. Mudas de Ocotea puberula (Lauraceae): identificagcdo e
omonitoramento de alcaloides aporfinéides. Rev Quim. Nova, Vol. 34, No. 5, pag 743, 2011

Observa-se nos deslocamentos das bandas e conformacdo das mesmas em
relacdo as membranas de CMC um alto potencial higroscépico, proporcionando na
andlise a incorporagdao de grande quantidade de &agua nos constituintes da
membrana e modificando a polaridade, podendo interferir na interpretagcdo da
analise das bandas desta membrana. Entretanto, podemos observar que ha um
alargamento no espectro no comprimento de onda de 1715 cm’ e distorcdo em
comprimento de onda de 3500 cm™, quando comparado a mistura fisica sem
formacdo de membrana. Em suma, a incorporacdo de EHOP na membrana né&o
demonstrou estabilidade quimica adequada, quando avaliado por FTIR, porém o fato
de higroscopia do CMC pode ter interferido significativamente neste resultado.

Ja em relacdo ao outro polimero aplicado nos modelos de lesdes murinos, a
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membrana de PVA sinalizou tanto na fomrulagdo isolada ou em associagio
espectros comprimento de onda de 3550-3200 cm'os estiramentos largos de O-H
(acido carboxilico). Também estd presente em proximidades de 2936 cm’o
estiramento curto de C-H em grupos alquil para o EHOP e para C-H de aldeidos
presentes na membrana de PVA reticulado com glutaraldeido. Avaliando o EHOP
isolado, nota-se presente componentes em comprimento de onda de 1042 cm™
podendo ser justificado como estiramento forte de C-O (1000-1300 cm™), presente
em estrutura quimica de diversos alcaloides aporfinéides (LOPES, 2004, MANSUR,
2008, XAVIER et al., 2020).

Em analise das bandas e conformagdo das mesmas nos espectros para PVA
e PVA / EHOP, observa-se grande similaridade nos espectros apresentados,
podendo ser sugerido que a adigdao dos compostos em forma de membrana e
reticulados com glutaraldeido mantiveram suas caracteristicas quimicas iniciais em
analise por FTIR. Expressa-se um menor potencial higroscopico comparado a
membrana de CMC, podendo inferir por esta analise um potencial de incorporacao
de EHOP em PVA para formar membranas para serem aplicadas na assisténcia a
saude, com estabilidade quimica apds incorporacdo dos constituintes em uma
membrana unica, assim como realizado com outros compostos e fitoterapicos
(SANTOS et al., 2019, JAFARI et al., 2021).

Observando essa busca por membranas aplicaveis a ferimentos irregulares
ocasionados por diversas causas, 0 ensaio de tracio elucida o potencial de tenséao e
resisténcia dos pensos quando manuseados ou aderidos ao leito da lesdo (NADA et
al., 2018; RAZ et al., 2019). Nesta 6tica, o ensaio desta pesquisa conseguiu sinalizar
um potencial do EHOP em inferir caracteristicas elasticas nas membranas isoladas,
em especial a CMC, visto que a avaliagao reoldgica isolada do EHOP demonstra
caracteristicas pseudo-plasticas (ARCARO, 2018).

Neste ensaio de tracéo realizado, esse efeito do EHOP na CMC foi causado
pela acdo do EHOP que interage com a matriz € entra em meio as cadeias
poliméricas separando-as e dando mais mobilidade ao polimero. Em relagcdo ao
Modulo de Young, novamente a membrana de CMC com EHOP apresentou um
valor de E maior, diferente da membrana de PVA com EHOP, o que indica que a
presenca do EHOP produziu mobilidade nas cadeias poliméricas de CMC, fazendo
com que as amostras suportem uma tensdo maior que as demais, antes de sofrer

uma deformacdo plastica ou permanente, similar a outros compostos quando
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associados a produtos plastificantes ou pseudo-plasticos (LI et al., 2019; HOSSEINE
et al., 2021).

Ja a membrana de PVA e EHOP nao foi reproduzivel essa interagao nas
cadeias poliméricas, podendo ser explicado pela hipétese de formacdo de duas
fases na membrana, sem modificar as cadeias poliméricas, ocasionando pouca
interacéo entre os compostos, explicando a perda de propriedades elasticas e
tensionais da membrana de PVA com EHOP, bem como nao suportar elevadas
tensbes previamente deformacdo plastica ou ruptura, quando comparada a
membrana de PVA. Tal propriedade apresentada nesta associacdo PVA e EHOP
decai em piora de caracteristicas ideais de curativos para pele de resisténcia a
tracao e friccdo, bem como mobilidade (ZHANG et al., 2017, SHI et al., 2020).

Em continuidade a busca por caracteristicas ideais de curativos para feridas,
as coberturas livres de agentes patdogenos configura-se como essencial no manejo e
tratamento de lesbes, Sendo assim, a avaliagdo de esterilidade das membranas
pode confirmar essas caracteristicas. Infere-se a auséncia de crescimento
microbiano nas membranas previamente aplicacdo de raios UV devido ao processe
de limpeza das membranas com alcool pela técnica de formulacdo por
espalhamento, demosntrado pela auséncia de crescimento microbiano nas
membranas. Notou-se também que a aplicacdo da radiacdo UV ndo modificou
caracteristicas visuais ou mecanicas das membranas, favorecendo o potencial de
esterilizacao e utilizacdo comercial desta técnica como baixo custo e ascessivel aos
servigos publicos (PEDROSO et al., 2018; COUTO et al., 2021).

Buscando avaliar o potencial cicatrizante destas membranas de CMC e PVA e
incorporadas com o EHOP, foi realizada a aplicacdo das membranas em modelos de
lesao de pele, conforme proposto por Barreto et al., 2013. Observa-se que as feridas
dos murinos sdo altamente exsudativas e os animais ndo conseguem manter a
membrana inerte sem uma cobertura secundaria, sendo neste estudo aplicado uma
fixacdo de todas as membranas estudadas com esparadrapo. Neste sentido, pode-
se observar durante retirada dos curativos apés 7 dias uma saturagao significativa e
grande quantidade de exsudato nos produtos aplicados, proporcionando um manejo
de umidade ineficaz, podendo inferir diferenga da recuperacéo da area lesionada em
21 dias, assim como no potencial da mucilagem em cicatrizagdo. Em estudos
similares, descrevem desafios e estratégias no manejo de modelo experimental de

feridas em ratos durante a aplicagdo de compostos cicatrizantes (GONCALVES et
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al., 2017; NUN et al., 2020; KOUR et al., 2021).

Em analise do indice de cicatrizacao das lesdes, calculado pela diferenca da
area da lesdo obtida por meio de registro fotografico padronizado das lesbes e
célculo pelo Image J, podemos notar um aumento da area de lesdo nas membranas
de CMC, CMC / EHOP e PVA, assim como na membrana de Melgisorb Ag (controle
positivo). A membrana de PVA /EHOP teve comportamento ideal para retracdo da
lesdo com diferenga significativa da membrana de PVA pura, porém sem diferenga
significativa quando comparada com os demais grupos.

A associacdo da mucilagem com a membrana de PVA e o potencial
antiinflamatoério dos alcaloides de Ocotea puberula podem ter inferido melhor
resposta ao estagio inicial da cicatrizagcédo (resposta inflamatéria). Estudos similares
com mucilagens e cicatrizagdo demonstram o potencial destes fitoativos na
aplicacao em feridas e lesdes (STEPIEN et al., 2021; TOSIF et al., 2021). Ressalva
que o controle inadequado da umidade do leito da ferida favorece a maceragao
(deterioragado branca em torno da borda da ferida) das lesdes, sendo o manejo
adequado da umidade uma das principais estratégias para tratamento de feridas
(CAMPOS et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018; COUTINHO et al., 2020;
GUSHIKEN et al., 2021).

ApoGs 14 dias, a totalidade dos grupos obtiveram reducéo da area de lesdo em
mais de 50%, observando melhor desempenho mantido no grupo CMC, porém com
diferencga significativa de todos os grupos com os tratados com PVA / EHOP. Ao final
de 21 dias de tratamento, os modelos experimentais dos grupos CMC e CMC /
EHOP obtiveram melhores respostas para cicatrizagdo e o grupo CMC puro diferiu
significativamente dos grupos PVA e PVA / EHOP, e os grupos Controle Positivo e
CMC / EHOP foram significativamente melhores no reparo tecidual do grupo PVA.

Os sistemas controlados de liberacdo de fitoterapicos ou medicamentos
demostra uma busca constante e desafio em diversas pesquisas cientificas, visto
gue a manutencéo do bioativo por tempo prolongado no leito da ferida favorece as
condicdes ideais para cicatrizacdo, que pode ser a modulacao inflamatéria, efeito
nociceptivo (controle da dor), atividade antibacteriana, biomarcador celular, dentre
diversas estratégias validadas para proporcionar o manejo ideal de lesées (CHILDS
& MURPHY, 2017; RAKEL et al., 2018; SONG et al., 2018; MURRAY et al., 2019;
TOTTOLI et al., 2020).

Buscando avaliar o efeito histolégico da aplicagdo das membranas, em
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especial a diferenga entre a utilizacdo dos polimeros isolados e em associagdo com
o EHOP, foi realizada a coleta de fragmento das lesdes, coloragdes de acordo com
literaturas e fotomicrografias para analise de inflamagao, formacéo de novos vasos e
presenca de colageno, sendo estas caracteristicas definidoras para proporcionar a
cicatrizagao de lesdes (DUMAN et al., 2018; BAHADORIAN et al., 2020; RAJOO et
al., 2021).

Os dados histolégicos foram coletados de acordo com as fases de
cicatrizagcdo e organizados de acordo com os escores para quantificagdo. Em
relacdo ao escore de inflamagdo, observa-se uma modulagdo inflamatoria
significativa do Controle Positivo durante os primeiros 7 dias de tratamento da leséo,
fato este explicado pelo potencial antimicrobiano conferido a membrana de
Melgisorb Ag, onde a prata liberada ao leito da ferida confere reducéo de atividade
de microorganismos, consequentemente reduzindo resposta inflamatéria ao leito da
ferida (FRANCO et al., 2018; PAVLIK et al., 2019; GRASSI et al., 2021). Ap6s os
sete dias, a analise histolégica ndo demonstrou diferenga significativa entre os
grupos

Em contrapartida, a angiogénese avaliada pela histologia dos fragmentos de
lesbes entre os grupos, pode observar as maiores meédias nos grupos tratados com
CMC e CMC / EHOP, com destaque para este grupo. Nota-se também a
manutengao na formagao de novos vasos do grupo de CMC incorporado com EHOP
apos 14 dias, quando comparado isoladamente ao grupo CMC. Os animais tratados
com as membranas de PVA foram os que tiveram pior desfecho em relacdo a
angiogénese, com diferenga significativa aos demais grupos apds 21 dias de
tratamento.

Observa-se relagdo entre a angiogénese e o indice de cicatrizagdo das
lesdes, sendo possivel sugerir a associagao entre o estimulo da angiogénese com a
cicatrizacdo neste estudo. Como hipdtese para esta questdo, podemos esperar que
a atividade de modulacdo inflamatéria dos alcaloides presentes no EHOP foram
biologicamente ativos nos grupo CMC / EHOP, porém néo tiveram sua atividade
moduladora no grupo PVA / EHOP, talvez pela baixa interagdo entre estes
compostos na membrana, impedindo sua liberagao controlada ao leito da ferida.

No manejo e tratamento de lesdes, a angiogénese desempenha um papel
vital na proliferagéo de células epiteliais. A regeneragcdo dos vasos sanguineos é um

importante indice de avaliacdo da velocidade de cicatrizagado de feridas (UD-DIN et
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al., 2015; ZHANG et al., 2017). Existem evidéncias que também sugerem que a
angiogénese e a inflamagado sdo codependentes, fato este observado nos grupos
estudados. A angiogénese é fundamental para o reparo de lesdes, pois sdo estes
novos vasos que fornecem nutricdo e oxigénagao aos tecidos em regeneracgao,
sendo que os fitoterapicos podem exercer papel crucial nesse estimulo,
especialmente os polifendis, alcaloides, terpendides e taninos (HUANG et al., 2020;
LEITE et al., 2020).

Em avaliagdo dos estagios de cicatrizagcdo das lesdes, apos a fase
proliferativa, ocorre a remodelagem, que € uma etapa em que ha toda modificagao
da matriz extracelular, favorecendo a contracdo da area lesionada e reepitelizagao
com um tecido regenerado. Para isto, é crucial que seja analisado histologicamente
a concentragdo de colageno nesta matriz extracelular (colagénese) como um
marcador de evolugao da cicatrizagdo. Em relagdo aos grupos avaliados, observou-
se um aumento progressivo e esperado da colagénese com a coloragao de tricbmio
de masson (COSTA et al., 2019). Excetua-se desse aumento progressivo o grupo
tratado com PVA e EHOP apds 21 dias, com possivel causa para essa reducio a
reducdo de resposta inflamatéria e angiogénese prévia, inibinindo a nutricdo e
oxigenagao adequada para a formagao das fibras neste grupo.

A remodelacido, que comeca em duas a trés semanas apos o inicio da leséo,
tem por objetivo central de alcancar a resisténcia maxima a tragéo da area lesionada
por meio da reorganizagao, degradagao e modificagcdo da matriz extracelular. Nesta
fase busca-se recuperar a estrutura prévia da pele e o de granulagdo é
gradualmente remodelado, formando uma camada cicatricial que exibe um
progressivo aumento da sua concentragéo de fibras de colageno (LEITE et al., 2020;
GOLMOHAMMADI et al., 220).

Observando o potencial evidenciado destas membranas para cicatrizagao das
lesbes, especialmente as membranas de CMC reticuladas e impregnadas com
fitoativo das cascas da Ocofea puberula, ha necessidade de avaliar os riscos e
toxicidade oriundos da aplicagao topica deste fitoterapico. Neste sentido, os estudos
toxicologicos funcionam com um pilar central que sustenta a viabilidade de aplicagao
de novos fitomedicamentos, visto que antecipam riscos e, portanto, reduzem a
probabilidade de interferéncia no metabolismo celular de maneira prejudicial a saude
do individuo, bem como seguir as legislagdes vigentes de pesquisas envolvendo
produtos para a saude (LEMOS et al., 2018; SILVA et al., 2021).
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Para avaliar a toxicidade do extrato, buscou-se analisar através de exames
bioquimicos de funcdo renal e hepatica, 6rgaos comumente afetados por toxicidade
de fitoterapicos. Para isso, buscou-se em literaturas cientifica escassas os valores
de referéncia para estes exames em murinos, sendo que obteve-se na avaliagao
bioquimica valores maiores de uréia, TGO e TGP para CMC (diferente
significativamente do controle positivo) e valores similares de creatinina. O unico
grupo com EHOP que obteve valores maiores que o controle positivo foi o PVA /
EHOP na avaliagdo de TGP, porém todos os valores dentro da normalidade
esperada, conforme relatado por estudos de validagdo de valores bioquimicos de
referéncia para estes exames (DANTAS et al., 2006; MELO et al., 2012).

Podemos assim sugerir que as analises bioquimicas n&o evidenciaram
potencial nefrotoxico ou hepatotdxico ao aplicar sob as lesdes dos ratos testados
nesta pesquisa, sendo que os estudos realizados apontam para uma nova
perspectiva de aplicacdo de um produto atoxico, de baixo custo, facil aplicacdo e
com grande potencial para o tratamento de lesdes.

Entretanto, ha necessidade de realizar estudos complentares de toxicidade
seguindo melhores praticas e recomendacgdes de legislagdo vigente, com o objetivo
de proporcionar e viabilizar estudos clinicos em populagdes especificas, assim como
novas abordagens de avaliagdo e caracterizagcdo dos componentes quimicos
presentes na mucilagem, descrevendo esses apontamentos como limitagdo da

pesquisa.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo com a aplicagdo do extrato hidroalcodlico da mucilagem

das cascas da canela-guaica (Ocotea puberula) em membranas para cicatrizagao de

lesdes chegou as seguintes conclusoes:

O desenvolvimento das membranas com os polimeros de CMC e PVA
mantiveram caracteristicas macroscépicas e de manuseio ideais para
aplicacdo em lesdes;

A anadlise das interacbes do EHOP com os polimeros por FTIR
demonstrou maior estabilidade da mistura PVA / EHOP;

O ensaio de trag&o sinalizou melhoria de caracteristicas de maleabilidade
e resisténcia a tracdo das membranas de CMC quando incorporadas com
o EHOP;

A avaliacdo do indice de cicatrizagdo das membras de CMC, PVA e suas
associagbes com EHOP inferiram em melhor resposta de retragdo da
lesdo quando utilizado o CMC;

Seguindo avaliagao do estudo in vivo, a formulagdo de CMC e CMC /
EHOP proporcionou melhor acédo na angiogénese e colagénese, porém
sem resposta inicial inflamatdria, apresentado no controle positivo.

A avaliacdo de nefrotoxicidade e hepatotoxicidade demonstrou

segurancga na utilizagdo deste extrato em feridas.

Assim sendo, a aplicagdo de membranas de CMC com EHOP em lesbes

exsudativas sao seguras, com caracteristicas fisicas ideais, e proporcionam

atividade cicatrizante, em especial o estimulo a angiogénese e colagénese, sendo

um produto promissor para aplicacdo em terapias topicas a feridas, em especial nas

condigdes de lesdes crbnicas vasculogénicas, visto seu potencial fitoterapéutico em

um sistema controlado e com aderéncia ao leito da ferida, quando associado a CMC.
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RESUMO

Objetivos: analisar os critérios diagnosticos da Pneumnonia Associada aVentilagio Mecanica
recomendados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e pela National Healthcare
Safety Network/CDC, bem como os fatores de risco. Métodos: estudo de coorte retrospectivo
realizado em uma Unidade de Terapia Intensiva, no periodo de 12 meses, no anode 2017. A
analise foi realizada por meio de testes estatisticos Qui-Quadrado, regressao linear simples
e teste de Kappa, pelo programa STATA 12. Resultados: a amostra constitui-se de 543
pacientes hospitalizados na UT em ventilagio mecénica, destes, 330 (60,9%) eram do sexo
masculino e 213 (39,1%) eram do sexo feminino. As variaveis, como sexo, idade, tempo de
ventilagdo e higiene oral, foram significativas como fatores de risco para o desenvolvimento
da Pneumonia Associada a Ventilagéo Mecanica (PAV). Conclusaes: os pacientes em uso
da ventilagio mecanica necessitam de constante avaliagao para acuricia dos métedos de
diagndsticos, de forma objetiva e padronizada, nas institui¢oes hospitalares brasileiras.
Descritores: Pneumonia Associada a Ventilagio Mecanica; Fatores de Risco; Unidades de
Terapia Intensiva; Assisténcia a Saude; Infecgao Hospitalar.

ABSTRACT

Objectives: to analyze the diagnostic criteriafor ventilator-associated pneumonia recommended
by the Brazilian Health Regulatory Agency and the National Healthcare Safety Network/
Centers for Disease Control and Prevention, as well asits risk factors. Methods: retros pective
cohort study carried out in an intensive care unit throughout 12 months, in 2017. Analyses
induded chi-square, simple linear regression, and Kappa statistical tests and were conducted
using Stata 12 software. Results: the sample was 543 patients who were in the intensive
care unitand under mechanical ventilation, of whom 330 (60.9%) were men and 213 (39.1%)
were women. Variables such as gender, age, time under mechanical ventilation, and oral
hygiene proved to be significant risk factors for the development of ventilator-associated
pneumonia. Condusions: patients submitted to mechanical ventilation need tobe constantly
evaluated so the used diagnostic metheds can be accurate and applied in an objective and
standardized way in Brazilian hospitals.

Descriptors: Pneumonia, Ventilator-Associated; Risk Factors; Intensive Care Units; Delivery
of Health Care; Cross Infection.

RESUMEN

Objetivos: analizar los criterios diagndsticos de neumonia asociada la ventilacion mecanica
recomendados por la Agencia Macional deVigilancia Sanitaria yla National Health Care Safety
Network/CDC, asi como los factores de riesgo. Métodos: estudio de cohorte retrospectivo
realizade en una unidad de terapia intensiva durante 12 meses, en 2017. El analisis se
realizé mediante pruebas estadisticas de Chi-cuadrado, regresion lineal simple y test de
Kappa, utilizando el programa STATA 12. Resultados: muestra constituida por 543 pacientes
hospitalizades en UTI con ventilacion mecénica, de ellos 330 (60,9%) eran de sexo masculino, y
213 (39,1%) de sexofemenino. Las variables como sexo, edad, tiempo de ventilacion e higiene
oral fueron significativas como factores de riesgo para el desarrollo de la NAV. Conclusiones:
los pacientes en uso de ventilacién mecanicarequieren evaluacion constante de precision
en los métodos de diagnastico de manera objetiva y estandarizada en las instituciones
hospitalarias brasilefias.

Descriptores: Neumonia Asociada Al Ventilador; Factores de Riesgo; Unidades de Cuidados
Intensivos; Prestacion de Atencion de Salud; Infeccion Hospitalaria.
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INTRODUGAO

No ambito das Infec¢oes Relacionadas a Assisténcia a Satide
(IRAS), a Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecanica (PAV) é a
maisfrequente e grave das infecgbes que acometem os pacientes
hospitalizados em Unidade de TerapiaIntensiva (UTI)"2. A pato-
génese da PAV decorre daresposta inflamatoria do parénquima
pulmonar, que delibera sinais e sintomas respiratorios graves; é
resultante dapenetragao e multiplicacao descontrolada de agentes
infecciosos, principalmente, por microrganismos multidroga-re-
sistentes, junto com o comprometimento daimunidade, reducao
do reflexo de tosse e alteracao na degluticao dos pacientes®.

Uma das medidas terapéuticas mais utilizadas na UTI é a
Ventilacdo Mecanica (VM), que garante um aporte de oxigénio
adequado por meio da traqueostomia ou intubacao endotraqueal®.
A presenca desse tubo é apontada como um importante fator
de risco para desenvolvimento da PAV, pois o paciente perde o
mecanismo normal de limpeza das vias aéreas e propicia o au-
mento da producao de secre¢des em decorréncia da diminuicao
do reflexo da tosses,

Nesse sentido, a PAV é uma infec¢ao pulmonar que surge, apos
48 horasde intubacao endotraqueal, em pacientes submetidos a
ventilacdo mecanica invasiva®. Apresentaincidéncia entre 09% e
28% em estudos internacionais®'®e, no Brasil, a incidéncia é de
23,2% a 36,01%"". Em relacao a mortalidade em decorréncia da
PAV, varia entre 20 e 60%!'?, além do impacto traduzido no pro-
longamento da hospitalizacao, em torno de 12 dias, e no aumento
de custos de aproximadamente 40.000 délares por episodio®'®,

Para a definicao da PAV, faz-se necessdrio seguir critérios diag-
ndsticos, entretanto, ha complexidade e dificuldade uniforme
beira leito*'%. No Brasil, o diagnostico da PAV é estabelecido
pelos Critérios Nacionais de Infec¢oes do Trato Respiratorio, que
estabelecem o somatério dos achados clinicos, interpretacao dos
examesradiolégicos e laboratoriais, segundo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)®7,

Entretanto, em servigos de saudde, ainda se usam critérios
subjetivos.Em 2013, a National Healthcare Safety Network/Center
for Disease Control and Prevention (NHSN/CDC) desenvolveram
uma nova abordagem, com base em critérios objetivos, para
diagnosticar Eventos Associados ao Ventilador (EAV), em vez de
PAV, e langou um novo protocolo que minimiza a subjetividade
dos critérios diagnésticos ™%,

O critério engloba a classificacao ampla de Eventos Associados
aoVentilador (EAV) e esta subdividida em 3 categorias especificas,
definidas por padroes objetivos que sao: Condigoes Associadas
ao Ventilador (CAV), Complicagdes Infecciosas Associadas a
Ventilagcao (CAVI) e Possivel Pneumonia Associada a Ventilacao
Mecénica (PPAV)">9),

Com base nessa classificacao, os dados necessarios para
preencher os critérios sao todos objetivos, pois o método em-
pregado facilita as comparagoes de incidéncias entre diversas
UTI's e também torna mais fidedignos os resultados obtidos!”.

Nesse sentido, a utilizagao de um critério diagnésticoamplo e
objetivo permite a identificagdo e o tratamento sequro e otimizado
aos pacientes em ventilagdo mecanica, tendo em vista estes serem
uma populacao com elevados indices de morbimortalidade>™,
Em razdo da falta de estudos brasileiros que avaliem os critérios

ia associada a ilagdo mecanica: estudo de coorte
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de diagnésticos de EAV, esta pesquisa contribuira para efetiva
conducdo de pacientes criticos em VM.

OBIJETIVOS

Analisar os critérios diagnésticos da Pneumonia Associada a
Ventilagao Mecanica recomendados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria e pela National Health Care Safety Network/
CDC, bem como os fatores de risco.

METODOS
Aspectos éticos

A pesquisa obedeceu as diretrizes e Normas da Resolugao
466/2012 do Conselho Nacional de Salde que regulamentam
pesquisas com seres humanos e foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa com seres humanos da Instituigao.

Desenho, periodo e local do estudo

Trata-se de uma pesquisa de coorte retrospectivo norteada
pela ferramenta Strobe, realizado na UTI Adulto Geral de um
Hospital Universitario do Municipio de Ponta Grossa, cidade
considerada de médio porte do Estado do Parana, no periodo
de janeiro a dezembro de 2017.

A UTI adulto Geral possui 20 leitos, composta per uma equipe
multiprofissional para cada 10 leitos distribuidos em atendimento
clinico, cirdrgico e trauma, com média de atendimentos de 80
pacientes/més.

Popula¢ao ou amostra; critérios de inclusao e exclusao

No periodo de janeiro a dezembro de 2017, estiveram in-
ternados na UTI 953 pacientes. A amostra foi considerada nao
probabilistica por conveniéncia, constituida por 543 pacientes
que estavam fazendo uso da VM, conforme os critérios de in-
clusao, sendo eles: pacientes adultos e idosos, com idade igual
ou superior a 18 anos, que fizeram uso de ventilacdo mecanica
durante ainternacao, por um periodo maior que 48 horas. Foram
excluidos da amostra os pacientes em VM que evoluiram a 6bito
dentro de um periodo menor que 48 horas, conforme preconizado
pelos dois critérios®',

Protocolo do estudo

A coleta de dados foi realizada por duas pesquisadoras capa-
citadas, por meio da analise dos prontudrios dos pacientes em
VM disponibilizado pelo sistema de registro eletrénico da UTl e
com a colaboragéao do Servigo Controle de Infeccao da Instituicao
referente ao acesso aosdados daincidéncia de PAV, sendo que a
coleta aconteceu num periodo de quatro meses doano de 2018.

0s dados foram registrados e tabulados em planilha do software
Microsoft Office Excel 2007°, contendo as variaveis: idade, sexo,
nimero de comorbidades, classes de comorbidades, diagnostico
de internacao, dias passados em ventilacdo mecanica, dias de
permanéncia na unidade, monitoramento da higiene oral com
clorexidina.
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Para o diagnéstico de PAV, utilizaram-se, para analise dos
dados, os critérios estabelecidos pela Anvisa/Brasil*® e pela
NHSN/CDC'%, conforme descrito na sequéncia.

Os critérios diagndsticos da PAV estabelecidos pela Anvisaestao
descritos no Quadro 1, considerando-se pneumonia diagnosticada
no paciente em ventilagdo mecanica (VM) por um periodo maior
que dois dias, sendo o primeiro dia o inicio da VM®#3),

Com relagao aos novos critérios estabelecidos pela NHSN/
CDC, o algoritmo de definicao de EAV usa trés novos indicadores,
sendo eles: Condicao Associada ao Ventilador, Complicacoes In-
fecciosas Associadas ao Ventilador, Possivel Pneumonia Associada
aVentilacao Mecanica+'%'%, como estao descritos no Quadro 2.

Quadro 1 - Critérios estabelecidos pela Anvisa 2019

Critérios de PAV

Clinicamente

+ Pacientes com doenga cardiaca ou pulmonar de base, com dois
ou mais exames de imagens seriados com um dos sequintes
achados: novo e persistente ou progressivo e persistente: Infiltrado,
Opacificacéo ou Cavitagao.

= Umdos sinais e sintomas: febre (temperatura: >38<C), leucopenia
(<4000 cel/mm?) ou leucocitose (>12000 cel/mm?). Alteracéo do nivel
de consciéncia, sem outra causa aparente, em pacientes =70 anos.

»  Com dois sinais e sintomas: surgimento de secrecéo purulenta, ou
mudanca das caracteristicas da secrecéo, ou aumento da secre¢éo
respiratoria, ou aumento da necessidade de aspiracao. Piorada
troca gasosa (dessaturagéo, como, por exemplo, Pa02/ FiO2 < 240,
ou aumento da oferta de oxigénio, ou aumento dos parametros
ventilatérios). Ausculta com roncos ou estertores. Inicio, ou piora da
tosse, ou dispneia.

Microbiologicamente
» Hemocultura positiva, sem outro foco de infecgéo
«  Cultura positiva do liquido pleural
«  Cultura quantitativa positiva de secrecdo pulmonar obtida por

procedimento, com minimo potencial de contaminagao (lavado
broncoalveolar, escovado protegido e aspirado endotraqueal).

PAV- Pneumenia Assaciada a Ven tilacdo Mecanica.

Quadro 2- Critérios Diagnosticos de Eventos Associados ao Ventilador pela
National Healthcare Safety Network/Center for Disease Control and Prevention

Critérios de EAV

Condigdo Associada ao Ventilador (CAV)

+ Pelomenos 2 dias de estabilidade ou melhora dos parametros ven-
tilatorios, seguida de piora de oxigenacao:

+ aumento da Pressao Expiratdria final Positiva (PEEP) (=3 cm H20) ou

+  Fracéo Inspirada de Oxigénio FIO2 (=20%), sustentados por 2 dias
ou mais.

Complicagdes Infecciosas Associadas ao Ventilador (CAVI)

+ Temperatura <36°Cou > 38°Cou

+ contagem de leucécitos <4 ou = 12x 103 células/mm’e

+ =1 novo antibiético mantide por = 4 dias (dentro de 2 dias de inicio
de CAV, excluindo os primeiros 2 dias no ventilador).

Possivel Pneumonia Associada a Ventilagao Mecanica (PPAV)

» Escarro purulento/BAL, com = 25 neutrdfilos/campo e < 10 células
epiteliais/campo e/ou

+ cultura respiratéria positiva, dentro de 2 dias do inicio de CAV, ex-
cluindo os primeiros 2 dias no ventilador.

EAV - Eventos Associaclos ao Ventilador.

A CAV é o primeiro passo de vigilancia que tenta identificar
qualquer complicagao de um paciente em ventilagdo mecanica
(VM) e, para tal definicao, um paciente deve estarha 48 horasem
VM estavel, seguidas de mais 48 horas de piora da oxigenacao

a0 mecanica: estudo de coorte
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(queda de PEEP ou FiO2). Por sua vez, a CAVl compreende uma
CAV associada a uma contagem anormal de células brancas
ou aumento de temperatura corporal e estao potencialmente
relacionadas a infeccao. Por fim, a PPAV é identificada quando,
somada a esses dois critérios, hd a presenca de secre¢oes puru-
lentasem aspiracao de orofaringe ou resultados microbiolégicos
positivos!*17,

Analise dos resultados e estatistica

A variavel dependente foi a PAV diagnosticada por critério
ANVISA e as varidveis independentes foram os fatores de risco:
idade, sexo, tempo de ventilacao mecanica, diagndstico inicial,
higiene oral com clorexidina, com calculo de risco relativo, con-
siderando-se intervalo de confianca de 95%.

A analise estatistica foi realizada a partir dos testes de associagao
de Qui-Quadrado de Pearson para variaveis categoricas (descritas
numericamente e por porcentagem) e regressao linearsimples para
avaliar o efeito dos preditores que pudessem estar estatisticamente
associados a PAV. Para as varidveis continuas (descritas por meio
de média), o teste de Fisher, utilizando-se o software STATA 12.

Para a Densidade de Incidéncia de Pneumonia associada a
Ventilagao Mecanica (PAV) e Eventos Associados ao Ventilador
(EAV) em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva
(UT), foi utilizado o calculo dividindo-se o niumero de episédios de
pneumonia associada a ventilagao mecanica (PAV) em pacientes
internados em unidades de terapias intensivas (UTI) pelo nimero de
pacientes em ventilacao mecanica (VM)-dia, multiplicado por 1000.

Além disso, para verificar a concordancia entre os dois métodos
de diagnéstico, foi realizada a Analise de Concordancia Kappa
de Cohen. O valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente
significante. Na ultima etapa de analise, foram realizadas algu-
mas analises estratificadas, para remover o efeito de variaveis de
confundimento, principalmente sexo, idade, escolaridade, nas
estimativas das associacdes encontradas pelas variaveis preditivas
de Pneumonia Associada a Ventilacao Mecanica.

RESULTADOS

A populacao foi constituida por 543 pacientes internados
em UTI submetidos a ventilagdo mecanica. Destes individuos,
330 (60,9%) correspondiam ao sexo masculino e 213 (39,19%), ao
feminino, com média de idade de 59,8 anos. A média de idade
dos pacientes que desenvolveram PVA foi menor do que a média
de idade dos individuos nao acometidos, bem como o tempo
em VM daqueles que desenvolveram a pneumonia foi maior do
que o tempo daqueles que nao tiveram a doenga, ambos com
diferenca estatistica significativa, conforme a Tabela 1.

Destaca-se ainda que os individuos que foram submetidos
a higiene oral apresentaram um risco quase 5 vezes maior de
desenvolver a doenca do que aqueles que nao foram assistidos
com esse cuidado (RR: 4,916; p<0,001). Além do mais, as causas
externas como diagnéstico de base demonstraram atuar como
fator de risco associado ao desenvolvimento da infec¢ao, com
significancia estatistica (RR: 2,126; p=0,006). A relacao das variaveis
demograficas e clinicas com a Pneumonia Associada a Ventilagao
Mecanica estao descritas na tabela.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes em ventilagdo mecénica em uma Unidade de Terapia Intensiva e relagdo com Pneumonia Associada a Ventilacao

Mecanica, Ponta Grossa, Parana, Brasil, 2017

Pneumonia Associada a Ventilagédo Mecanica

Varidveis " . Risco Relativo [1C95%] Valor de p
Nao Sim
n(%) n(%)

Sexo

Feminino 182 (8545) 31(14,55) 119

Masculino 273 (82,73) 57 (17,27) [0.79-1,77) 0401
Faixa etaria

Média, anos 60,85 54,31 - [2.23- 10.85] 0,003*
Tempo em ventilagdo mecanica -

Média, dias 05,07 15,03 [-11,84-8,07] <0,001*
Diagnadstico inicial

Cardiovascular 114(85,71) 19 (14,29) 1.20 [068-211] 0,530

Causas externas 56 (74,67) 19(25,33) 2,13 [1,23-3,66] 0,006+

Respiratorio 37(77,08) 11(22,92) 192 [1,00-3,66] 0,050

Doengas infecciosas 78 (82,98) 16 (17,02) 143 [0,79-2,57] 0,236

Outros 170 (88,08) 23(11,92) - - -
Higiene oral

Sim 356 (80,91) 84(19,09) 4,91 [1.84-13,09] <0,0011

Nao 099 (96,12) 04 (03,88)

Total 455 (83,79) 88(16,21)

Nota:*Diferenca estatistica significante pelo Teste de Regressao Linear. 1 Diferenca estatistica significante pelo Teste Qui-Quadrado de Pearson.

Tabela 2 - Incidéncia de Eventos Associados ao Ventilador sequndo ocritério diagnostico da National Healthcare Safety Network/Center for Disease Control

and Prevention, Ponta Grossa, Parand, Brasil, 2017

Densidade de Incidéncia

Classificacio de eventos Incidéncia (%) (casos/1000 VM.-dia)
Eventos Associados ac Ventilador 23,40 35,00
Condigdes Associadas ao Ventilador 03,31 04,96
Infeccdes Associadas ao Ventilador 02,21 03,30
Possivel Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecdnica 17,86 26,71
Tabela 3 - Concordancdia de diagnésticos de complicagdes respiratérias, Ponta Grossa, Parana, Brasil, 2017
Pneumonia Associada a Ventilagio Mecanica
Critério NHSN (n=127) Critério Anvisa Total Kappa Valor de p
Nao Sim
Condigoes Associadas ao Ventilador 15 03 18 0,0017
Infeccdes Associadas a Ventilagao 03 09 12 0,0263
Possivel Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecanica 35 62 97 0,6028 <0,001
Nenhum 00 14 14 0
TOTAL 53 88 141

Nota: Kappa: > 0,80 concordancia excelente; entre 0,60 e 0,80 concordancia boa; entre 0,40 e 0,60 concordancia regular e < 0,40 concordancia ruim;

NHSN - National Healthcare Safety Network.

De acordo com os critérios diagndsticos de PAV da NHSN/
CDC, a incidéncia de Eventos Associados ao Ventilador foi de
23,40%, conforme a Tabela 2, representando valor maior em
comparacao com a incidéncia de PAV pelos critérios da ANVISA
que representou 16,21%.

Em relacaoa concordancia entre os diagnoésticos de PAV refe-
rentes aos critérios daNHSN/CDC e da ANVISA, houve diferenca
estatistica conformeilustrado naTabela 3. Do total de 141 casos de
complicagoes respiratérias, 74 (52,5%) apresentaram similaridade
quanto aos critérios diagnosticos, enquanto 53 (37,6%) foram
atribuidos ao critério diagnostico da NHSN/CDC e 14 (09,90%)
atenderam aos critérios adotados pela Anvisa.

Dos 88 casos de PAV, 62 (70,50%) também atenderam as
atribuicdes de PPAV (Kappa: 0,6028; p<0,001),09 (10,20%) foram
diagnosticados como CAVI (Kappa: 0,0263) e 03 (03,40%) como

CAV (Kappa: 0,0017), totalizando aproximadamente 80,1% de
cobertura dos critérios EAV na deteccao dos casos de PAV com
base no critério da Anvisa.

DISCUSSAO

No que concerne aos fatores derisco, sexo, idade e comorbida-
des, foram similares com os achados de outros estudos em que a
maioria dos pacientes com o quadro PAV era do sexo masculino,
e a faixa etdria média nao ultrapassou 60 anos de idade">'*,
Contudo, outros estudos relatam que os idosos sao susceptiveis
em relacao aos adultos jovens, em razao das alterac¢oes fisiol6-
gicas do envelhecimento, do declinio da resposta imunolégica,
da realizacao de procedimentos invasivos, bem como da maior
predisposicao as doencas crénicas?'=2,
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No presente estudo, a média de dias passados em VM por
pacientes que desenvolveram PAV foi significativa em compa-
ragao com aqueles que ndo manifestaram quadro infeccioso.
Corrobora os resultados dessa pesquisa um trabalho realizado
no Estado de Minas Gerais que utilizou critérios estabelecidos
pela Anvisa e identificou que pacientes com tempo de VM maior
que dez dias se mostraram suscetiveis a desenvolver PAV®, Em
consonancia com outros estudos nacionais, que reportaram o
valor médio de 15,85 dias para individuos com PAV, em contraste
com os que ndo foram acometidos e permaneceram 8,55 dias a
menos sob ventilagao™.

O aumento do tempo de permanéncia do paciente em VM
contribui com elevados indices de mortalidade e com aumento
dos custoshospitalares®%, Esses indicadores reforcam a neces-
sidade derealizar estratégias para reducio do tempo de VM que
devem ser usadas para diminuir o risco de PAV, por exemplo, o
desmame precoce da VM por mobilizacao precoce e despertar
didrio como tipos de componentes do cuidado preventivo®©2423,

Quanto as comorbidades, em razao da gravidade das manifes-
tagoes clinicas das doencas pré-existentes nos pacientes, como
as cardiovasculares, respiratérias, renais e hepéticas, tém sido
relatados fatores determinantes da necessidade de internacao
em UTI#*29, Pela andlise daTabela 1, verificou-se que o perfildo
diagnostico de admissao diferiu em relagdo a outras pesquisas.
O risco de PAV foi maior nos pacientes adultos jovens (média de
idade de 54,3 anos), o que pode estar correlacionado com a gra-
vidade apresentada, visto sera segunda causa de internacao em
decorréncia de traumas. Desse modo, individuos na faixa etaria
adulta estdo mais expostos a acidentes, portanto, necessitam
de suporte respiratorio, o que contribui para desenvolvimento
de PAV#7,

Com relagao a andlise da densidade de incidéncia de PAV
pelos critérios da NSHN/CDC, em comparagao com estudos in-
ternacionais, a densidade foi relativamente maior. Em pesquisa
realizada na China, a densidade de incidéncia para EAV foi de
13,31 casos/1.000 dias, para CAV, 7,53 casos/1.000, para CAVI,
3,52 casos/1.000 e para PPAV, 2,26 casos/1.0002%. J4 em estudo
desenvolvido na Arabia Saudita, a densidade de incidéncia para
EAV e CAV foi de 11,12 e 7,93 casos/1.000, respectivamente®®,

Todavia, aincidéncia de PAV apontada pela pesquisa, sequndo
critério ANVISA, foi menor em comparagao com estudos nacionais
que demonstraram que a frequéncia de PAV variou em 31,8%,
32,4% e 36,01%""'237. Contudo, as diferencas encontradas podem
ter sido causadas por diferentes tipos de doencas dos pacientes
e adesao as medidas preventivas®*®), como demonstra pesquisa
realizada no Hospital de Ensino do Ceara, no qual houve um
aumento daincidéncia de 10 para 16 casos de PAV apos a imple-
mentacdo das medidas preventivas, reforcando a necessidade
de maior adesao e conscientizagdo da equipe ao cumprimento
das medidas preventivas®?.

No que concerne a adesao ao pacote de medidas preconizados
pela NSHN/CDC e Anvisa, elas tém mostrado resultados satisfa-
térios na diminuigao dos indices de infeccao, como mencionam
diversos estudos, pois existem fatores que predispdem acrisco de
desenvolvimento de PAV, sendo alguns deles modificaveis®!22,

As principais estratégias preventivas incluem um conjunto
basico de intervengdes conhecido como Bundle que, quando
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aplicadas em conjunto, resultam em melhorias na qualidade da
assisténcia, com redugao de PAV. Tais medidas incluem elevacao
de cabeceira do leito, protocolos de interrupcao diaria de sedacao,
ensaios didrios de respiragao espontdnea, higiene bucal com
clorexidina, aspiracao subglotica, verificacao da pressao do cuff,
profilaxia de tromboembolismo e profilaxia de tlcera por estresse.
A orientacao deve ser permanente, com énfase nas unidades
intensivas, sobretudo quando ha mudancas ou implementacao
de protocolos®30,

Dessa forma, dentre os itens do bundle PAV, a higiene oral é
um dos componentes-chave para a prevencdo, em virtude da
formacao de biofilmes orais e no tubo endotraqueal, desen-
cadeando a infeccao do trato respiratério?'2, Neste estudo,
houve uma discordancia dos dados de literatura, uma vez que
a realizacao da higiene oral se apresentou como um fator de
risco para desenvolver PAV. Tal dado pode ser explicado, pois
o conhecimento relativo ao estado de saude geral e bucal dos
pacientes internados em UTI € imprescindivel para que aequipe
de salde realize cuidados eficazes e com técnicas adequadas,
conseguindo assim realizar o controle de formagao de biofilme,
sejanotubo ou na cavidade orofaringea, tornando-se assim uma
estratégia importante para prevengao da PAVZ*D,

Estudos prévios relatam a presenca de microrganismos, como
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneu-
moniae, Escherichia colie Streptococcus pneumoniae, nos pacientes
em VM3, Mediante discussao, a prevencao da colonizacao de
microrganismos na orofaringe é essencial para prevenir a PAV,
com a higienizagao oral realizada com clorexidina0,12%, de trés
a quatro vezes ao dia®*3%, Entretanto, verificou-se também que
a realizacao da higiene oral apresentou risco aumentado para
PAV em relacdo aos pacientes que nao realizaram a higiene com
esse antisséptico. Esses achados corroboram estudo de coorte
retrospectivo que avaliou 5539 pacientes sob VM, o que resultou
na andlise da higiene oral com clorexidina que foi associada com
um aumento dorisco de PAV e mortalidade naqueles pacientes
ventilados®%.

Em relacao aos resultados entre os critérios de diagnosticos
de PAV da ANVISA e da NHSN/CDC, nesta pesquisa, houve baixa
concordancia do coeficiente de kappa paraVACe CAVI, no entanto,
para PPAV foi considerada moderada, com valor de p<(0,001). Com
base na andlise, sugere-se que os critérios da NHSN detectaram
maior sensibilidade para PPAV. Os dados da pesquisa diferem
dos da literatura. Estudo realizado no estado de Santa Catarina
mostrou baixa concordancia entre os dois métodos, identificou 18
CAVI e 14 PPAV entre os 168 pacientesem VM, com sensibilidade
de 0,37 para casos de PPAV pelo método NHSN', Vale ressaltar
que outro estudo apontou que sensibilidade combinada de PPAV
para deteccao de PAV ndo excedeu 50%'%),

Ainda nao ha um consenso nacional quanto a utilizacao dos
critérios NSHN/CDC, em virtude das diferencas conceituais entre
os dois métodos, estudos apontam a necessidade de pesquisas
clinicas paradelinear a abordagem desses critérios, no intuito de
compreender os fatores de risco para EAV e prevencao da PAVES9,
Com base na literatura, sugere-se que a agéncia regulamentadora
ANVISA, em conjunto com as Coordenagoes Estaduais de Controle
de Infeccao, estude a viabilidade de se realizar um projeto piloto
com um grupo de hospitais previamente selecionados e realize
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Andlise dos critérios di

estudos de comparacdo entre os critérios atualmente propostos
e os critérios NSHN/CDC, a fim de se avaliar a aplicabilidade e
viabilidade para os hospitais brasileiros®.

Limitacao do Estudo

A limitagao deste estudo estd relacionada a escolha do tipo
estudo e também por ter sido desenvolvido em uma unica UTI
de um hospital universitario, sendo necessarias futurasinvestiga-
¢oes com enfoque na continuidade de pesquisas de abordagem
prospectiva que permitam realizar comparagoes entre critérios
diagnésticos de mais UTI's, trazendo assim beneficio aos servicos
de salde.

Contribuigoes para a Area
Considera-se que o enfermeiro tem destaque nas comissdes

de controle de infecgbes e nas Unidades de Terapia Intensiva,
principalmente na realizagdo mensal da vigildncia epidemiolégica

de i iada a il

F estudode coorte
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das topografias infecciosas e no uso dos critérios diagndsticos
e definicio de casos de IRAS que podem ser utilizados para
promover uma padronizacao e proporcionar intervengoes, em
casos de EAV, aos pacientes submetidos a Ventilagdo Mecanica,
especialmente no cuidado focado na prevencao de PAV.

CONCLUSOES

Este estudo analisou os dois métodos diagndsticos da PAV
- ANVISA e NHSN/CDC - e verificou que os critérios da NHSN
detectaram maior sensibilidade para possivel PAV. Com relacao
aos fatores derisco, idade, tempo de ventilagao mecanica, causas
externas e higiene oral, foram significativos para o desenvolvimento
da doenca. Sugere-se acontinuidade dos estudos comparativos,
a fim de sistematizar critérios diagndsticos de PAV, para contri-
buir com a avaliagao da vigilancia epidemioldgica da Comissao
de Controle de Infeccao Hospitalar(CCIH) e subsidiar a equipe
multidisciplinar da UTI nas discussoes didrias de prevencéo e
tratamento de PAV.
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Abstract

Background: Guaika laurel [Ocotea puberula (Rich.) Nees] is a native species that is traditionally used
by Kaingang indigenous groups for wound healing in southern Brazil. The aim of this study was to
extract the mucilage from O. puberula bark, to perform its phytochemical and physicochemical
characterization, and to investigate its healing potential.

Methods: A murine wound model was used as a preclinical trial for authentication of the traditional
knowledge from Kaingang indigenous communities.

Results: Alkaloids and polysaccharides were identified by usual qualitative reactions and Fourier
transform infrared spectroscopy. This natural product showed thermal stability and pseudoplastic
properties that were considered suitable for the intended use. A higher initial exacerbation of
inflammatory response after 7 days, an improved angiogenesis after 14 days, and an increased wound
shrinkage after 21 days were statistically significant for the Guaika laurel barks extract in the
preclinical trial when compared to the silver calcium alginate dressing (positive control).

Conclusion: The healing potential of the Guaika laurel barks extract, traditionally used by the
Kaingang indigenous community from southern Brazil, was preclinically validated. This study paves
the way for designing novel wound dressings containing this natural product in order to treat acute and

chronic wounds.

Highlights:

- Guaika laurel [Ocotea puberula (Rich.) Nees] bark extract (GLBE) presented mucilage and alkaloids
- This natural product showed thermal stability and pseudoplastic properties

- An improved macroscopic wound repair was observed for GLBE after 21 days

- A statistically higher angiogenesis was observed for GLBE after 14 days of freatment

Introduction
Chronic wounds are a major health problem with high costs and impacts on care programs,
primarily affecting adults and elderly individuals. In the UK’s National Health Service (NHS), the cost

of wound care is conservatively estimated at $54 billion, including various outpatient facilities. In
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developed countries it has been estimated that 1 - 2% of the whole population may suffer from chronic
wounds at some point in their lifetime 3.

Wound healing is a complex process that involves an orderly sequence of events, divided into
four steps: hemostasis, inflammation, proliferative and remodeling phase* There are commercial
dressing for treating acute and chronic wounds that includes silver, nanocrystalinne silver, alginate,
and hydrogel 5.

However, this dressing might not be completely effective due their high cost and prolonged
time for treating chronic wounds, such as ulcers and scars, which remain as unresolved health
problems '. In that sense, innovative polymer membrane dressings based on natural products can be a
suitable altemative to improve wound healing process 5% 1.

Ocotea puberula (Rich.) Nees is an evergreen tree that belongs to the Lauraceae. Its barks
present the well-known aporphine alkaloids as dicentrine, which demonstrated antituberculosis activity

and antinociceptive effects ' !?

. In addition, there are studies that the mucilaginous gel can be used for
wound healing as reported by taxonomic and ethnopharmacological studies % '>. However, no previous
report was devoted to investigate the wound healing effect of the mucilaginous guaika laurel barks
extract (GLBE) in order to provide an ethnopharmacological-based strategy for wound repair.

The aim of this paper was to characterize the mucilaginous GLBE and to treat standardized

lesions in a wound healing preclinical model by comparing it with a commercially available ionic

silver wound dressing.

Methods:
Plant material and processing

Samples of batks of Ocotea puberula (Rich.) Ness, Lauraceae, were collected from six tree
specimens at the State University of Ponta Grossa, Ponta Grossa, Parana, Brazil (latitude 25°05°39™ S
and longitude 50°06°05” W) in October 2018. The plant material was identified and a voucher
specimen was stored under the number HUPG 19107 at the Herbarium of the State University of Ponta
Grossa. Ocotea puberula barks were cut into 4 cm2-sized fragments, dried at 25+2°C, and then ground

into a Wiley-type knife mill (Solab, SL31 model, Piracicaba, Brazil) to obtain a 500 pm sized powder.
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This standardized powder was stored in sealed containers in dark conditions at room temperature

(2042°C).

Preparation and characterization of guaika laurel barks extract

The guaika laurel barks extract (GLBE) was prepared in triplicate using 20 g of the
previously standardized powder of Ocotea puberula barks and 800 mL of distilled water by stirring
(Fisaton stirrer, 713 model, Sdo Paulo, Brazil) at 60+2°C and 300 rpm for 1 h. The extract was filtered
through cotton wool to remove solid particles and then centrifuged twice at 20+2°C and 3600 xg for 15
min. A final ultracentrifugation at 8+1°C and 15000 xg for 10 min was carried out in order to obtain a
soluble fraction. The mucilaginous GLBE was obtained after precipitation at 4+2°C for 24 h using
ethanol 95% at 1:3 volume ratio (soluble fraction/ethyl alcohol).

Preliminary qualitative assays were carried out in order to confirm the nature of the GLBE
extract obtained. The chemical tests included: Molish’s test for carbohydrates, ruthenium red test for
mucilage, Benedict’s test and Fehling’s test for reducing/non-reducing sugar, ninhydrin test for
proteins, Folin-Ciocalteu test for total phenolic content., Shinoda test for flavonoid, ferric chloride test
for tannins, and Dragendorff’s test for alkaloids 13,

The freeze-dried GLBE was investigated by thermogravimetric analysis (TGA) and
derivative thermogravimetric analysis (DTG). TGA and DTG analyses were both performed using the
STA 6000 instrument (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) with a mass of 5 mg GLBE into an alumina
crucible. The equipment was previously calibrated using indium (In, M.P. = 156.6°C, AH fusion =
28.54 J/g) and was heated ata 10°C/min constant rate, from 20 to 600°C, under constant nitrogen flow
(50 mL/min).

The GLBE rheological profile was performed in triplicate using a Discovery DR2
TA-Instrumentals hybrid rheometer (New Castle, DE, USA) coupled to the TC81 Peltier temperature
controller kept at 36.5°C (similar to human skin temperature) and to the PP 40 Ti plate-plate sensors. A
volume of 20 mL of the mucilaginous GLBE was placed on the Peltier plate in order to obtain the
complex viscosity data including storage (G’) and loss (G*") after moduli. The rheological analysis

was carried out using 30 s immersion time, 0.5 Pa tension, and logarithmic sweep with 0.1 to 100 rad/s
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angular frequency and 5 points per decade.
FTIR spectrum was recorded using KBr tablet (4 mg of GLBE and 196 mg of spectroscopic
grade KBr, 2% w/w) in the 4000-400 cm—1 range, with a resolution of 4 cm—1 at 32 scan/min in the IR

Prestige 21 equipment (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Preclinical trial: wound healing assay

All the experiments were approved by the Ethics Committee on Animals Experimentation of
the State University of Ponta Grossa (CEUA/UEPG) under process number 016/2018. The wound
healing assay was carried out in accordance with the ARRIVE Guidelines '°. The sample number was
calculated using the Gpower 3.1 program (2020 version, Heinrich Heine University Diisseldorf,
Diisseldorf, Germany) at 80% test power based on previous studies * 1.

The animals were selected in accordance with age and weight (standardized age
approximately 3 months, weighing around 290g to 380g). The rats were weighted and separated by the
probabilistic random-choice process into 3 groups of 15 animals each, amounting to a 45 Male Wistar
Ratus novergicus albinus. These animals were kept in the light-dark cycle of 12 h, temperature of 21 +
2°C, adequate ventilation system and free access to food and water.

For surgical procedure, rats were intraperitoneally (i.p.) anesthetized at 40 mg/kg of 10%
ketamine and 10 mg/kg of 2% xylazine. The back of each animal was shaved and a dorsal lesion (2
cm?2) was made with a scalpel up to the level of the aponeurotic tissue and then the lesions were
cleaned with 0.9% sterile saline solution. Each treatment was then applied using an aseptic procedure.
The animals were divided in 3 groups: positive control (PC) — alginate foam with silver (Megisorb Ag
4 x 4 cm, Molnlycke Health Care, Molnlycke, Sweden); negative control (NC) — 0,9% sterile saline
solution, and GLBE (5 g of mucilaginous gel). All lesions were covered with sterile bandage.

Each wound was macroscopically inspected after 7, 14, and 21 days and photographed by
standardized apparatus. At each time interval, 5 animals were euthanized per group for histochemical
biopsies. A sample of each dorsal lesion was collected, histologically processed, and stained with
hematoxilin and eosin to evaluate the inflammatory cells and the angiogenesis. The Masson’s

trichrome staining was used to assess the collagen fibers. Histological analysis was blinded, since the

90



histological slides were identified by coding to which the examiner had no knowledge of which group
of animals these slides belonged to. The scores attributed for these histological analyses were absence
(0), presence (1), intensely infiltrated (2), and severely infiltrated (3) * 7.

The statistical data were obtained using the GraphPad Prism 5 program (San Diego, CA,
USA). The results were expressed as mean + standard deviation. The one-way ANOVA and the
Tukey's post hoc test were used for the histological assays. Values were considered significant when p

<0.05.

Results:
Preparation and characterization of guaika laurel barks extract

The dried and powdered barks of O. puberula showed a suitable yield of freeze-dried mucilage
(13.43%). The phytochemical results demonstrated the remarkable presence of carbohydrates and
mucilage in GLBE using the Molish’s test and the ruthenium red test, respectively. The Benedict’s test
and the Fehling’s test revealed no change in color, which was comresponding to the presence of
non-reducing sugar. Positive result was also observed using the Dragendorff’s reagent, which means
that GLBE contains alkaloids. Other photochemical assays for proteins, phenolic compounds,
flavonoids, and tannins presented negative results.

The presence of phytochemicals in O. puberula barks mainly represented by mucilage
corroborates with the indigenous use of GLBE for wound healing. The water retention capacity along
with the moisturizing properties make mucilages ideal for the production of dressings for wounds and
skin bums * ' . In particular, mucilage from GLBE can also act on healing due to the fact that it is
biocompatible and non-toxic since it is composed of carbohydrates. Furthermore, the GLBE is a herbal
traditional practice provided by the culture-nature relations of Kaingang groups in southern Brazil and
is an ethnobotanical approach for valuing the biodiversity of the Brazilian flora at the same time.
There is an extensive report about the presence of aporphine alkaloids in O. puberula with
antinociceptive effects by nullifying or reducing the perception and transmission of pain-causing

1,12

stimuli . These alkaloids can increase the wound contraction rate and can reduce the time interval

for epithelialization ** .
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Figure la depicts the thermal results of TGA and DTG. TGA and DTG curves showed four
events of mass loss. The thermal gravimetric data of GLBE sample recorded a decomposition process
starting at 38°C. This event may be due to the thermal desorption of the remaining free water
molecules in the sample, causing a small amount of mass loss with a loss rate of 4.4%. A second event
of water loss occurred at 174°C and was assigned to the water adsorbed to carbohydrate polymers due
to the binding of functional groups. After a period of heating up, the temperature reached 329°C, and
entered the third stage of decomposition. The sample revealed a large amount of mass loss with a loss
rate of 53.8% related to the alkaloid and mucilage compounds. The temperature continued to rise and
the sample further decomposed at 445°C, and the remaining sample mass was 19.3%. This event was
attributed to the amino group degradation. The obtained data by TGA/DTG revealed a regular mass
degradation, which indicated that GLBE showed high purity and could be used as a phytotherapeutic
material for wound healing. Furthermore, the thermal degradation of the GLBE compounds occurred
above 300°C, which makes it suitable for the proposed use as a dressing for wounds, since the

temperature of human skin is remarkably lower.
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Fig. 1 — Characterization of GLBE by TGA (a, red line), DTG (a, black line), theological analysis (b),

and FTIR spectrum (c)
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Considering the rheological data, the storage modulus (G”) and the loss modulus (G”) versus
angular frequency (rad/s) plots for GLBE sample are described in Figure 1b. GLBE presented higher
elastic modulus (G”) than viscous modulus (G™) and there was no crossing point between G* and G™
for the range of angular frequencies applied. In that sense, GLBE demonstrated a pseudoplastic
behavior that enabled it to be deformable as the share force increases. This material showed resistance
to mechanical stresses as tearing, shearing, and elongation, which is an important feature for healing
applications 2> 2.

The FTIR spectrum of GLBE is summarized in Figure lc. A broad O-H band at 3,416 cm™
was assigned to the mucilage polysaccharides. The band at 2,936 cm™ was attributed to the alkyl C-H

stretching. The aporphalic alkaloids presented bands at 1.466 and 1.414 cm™® due to the aromatic ring.

The FTIR data confirmed the results obtained in the phytochemical qualitative analysis and
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demonstrated the potential of GLBE for wound ' and pain ' treatment, since mucilage and alkaloids
have been reported as healing compounds™ and angiogenic and anti-inflammatory substances >,
respectively. However, these findings lack in vivo biological evidence to validate the GLBE traditional

use by indigenous Kaingang groups in southern Brazil.

Preclinical trial: wound healing assay

The results of the macroscopic evaluation for experimental groups are illustrated in Figure 2.
The GLBE group showed an increased lesion area after seven days of injury as well as the positive
control. These findings are expected in the inflammatory phase of the murine lesion, since the
mflammation proceeds as usual and the dominant macrophage population shifts from an inflammatory
to a tissue repair phenotype characterized by secretion of various paracrine factors. These factors
promote angiogenesis as well as further proliferation of fibroblastic cells, mesenchymal stem/stromal
cells, and other local stem and progenitor cells ***".

After 14 days of injury, the proliferative phase of wound healing is typically occurring and
new connective tissue or granulation fissue is formed concurently with other healing processes,

¥ However, the

including re-epithelialization, neovascularization, and immunomodulation
macroscopic images of the lesions do not allow to examine these processes and further histological
data are required to confirm the healing progression.

After 21 days of injuwry, GLBE demonstrated a substantial healing potential with the lesion
area regression of above 90%. This performance was distinctly superior to the positive control as
shown in Figure 2. In particular, the negative control presented the lesion regression behavior in an

intermediate degree between the GLBE group and the positive control due to the natural course of the

healing process as previously reported -3¢,
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Fig.2 - Macroscopic aspect of wounds for experimental groups at different time intervals
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Tmages are representative of wounds in Wistar rats using a standard photography apparatus

Considering the promising macroscopic findings, histological analysis was carried out in order
to elucidate some probable processes involved in the wound healing progression such as the
inflammatory response, the angiogenesis, and the neocollagenesis after 7, 14, and 21 days of injury,

respectively. These results are described in Table 1.

Table 1
Histological scores of wounds throughout the experiment according to such criteria: inflammatory

response, angiogenesis, and neocollagenesis

Inflammatory response Angiogenesis after 14 Neocollagenesis
Animal Group after 7 days of injury days of injury after 21 days of injury
Mean + SD Mean + SD Mean + SD
GLBE 220+0.337 2.40+0.06* 2.00+£071%
Negative control 1.00 +0.00* 1.60+0.33° 240+£0.55°%
Positive control 1.00 £0.00" 1.20 £0.25° 260+0.55°

*One-way non-parametric ANOVA (Kruskal-Wallis test); different letters on the lines indicate statistical

difference (p < 0.05).

GLBE — Guaika Laurel Bark Extract; SD — Standart deviation

GLBE demonstrated a statistically higher histological score than the respective controls for the

inflammatory response. This enhanced inflammatory process, but not excessive, was essential for the

-10 -

95



inflammatory phase of wound healing, since it allowed a suitable activation of cellular and humoral
elements fundamental to healing. In addition, the process of wound inflammation is crucial for the
optimal completion of hemostasis, as well as the detection and elimination of pathogenic
microorganisms, the removal of damaged tissues, and wound cleaning. Furthermore, leukocytes
(mainly macrophages) are responsible for the timely and adequate preparation of wound tissues for
proliferation *!-%2.

A significant angiogenesis was reported for the GLBE group after 14 days of injury, when
compared to control groups. Remarkably, this finding could not be verified by the macroscopic
analysis and was only histologically observed. This experimental evidence may be related to the
presence of aporphine alkaloids in the GLBE composition. Alkaloids, according to previous studies,
can stimulate new vessels in lesions and can promote fibroblasts proliferation and/or collagen

19, 20, 21, 2

production 43 As a result of this neovascularization, with suitable supply of micronutrients

27

and tissue oxygenation’, a better lesion regression was macroscopically achieved after 21 days of

mjury.

Considering the neocollagenesis, no statistically significant difference was obtained. The acute
wound in a healthy rat model has a rapid course and is usually closured in 21 days, which provides an
expanded window of observation and identification of critical events involved in wound repair *.
Thus, the end of the acute process for all groups did not allow to establish differences between them.

In brief, GLBE was essential in the inflammatory and the proliferative stages of wound
healing due to improve the cell migration and the angiogenesis ** ** %, In that sense, the healing
potential of GLBE, traditionally used by the Kaingang indigenous community from southern Brazil,
was preclinically confirmed. This study can support the design of novel wound dressings containing

this ethnopharmacological-based strategy for wound repair.

Conclusion:
The mucilaginous guaika laurel barks extract (GLBE) was effective as an indigenous
traditional practice for treating wounds. GLBE presented alkaloids and polysaccharides as the main

chemical constituents. This natural product showed thermal stability and pseudoplastic rheological

-11 -
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behavior. GLBE provided a remarkable regression of skin lesions in the macroscopic evaluation of
tissue repair after 21 days. The histological analysis demonstrated an enhanced inflammatory response
and angiogenesis. GLBE proved to be an expressive ethnopharmacological knowledge of the

Kaingang community from southem Brazil.

Keywords: aporphine alkaloids, ethnomedicine, healing process, mucilage, Ocotea puberula.
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