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RESUMO

Feridas crbnicas como Ulceras diabéticas, vasculares e por pressao exigem
cuidados de enfermagem, trocas frequentes de curativos e tratamento prolongado.
Apesar da diversidade de curativos comerciais, € necessaria a pesquisa e 0
desenvolvimento de novos produtos cicatrizantes eficazes e de baixo custo. O
alginato € um polimero natural extraido das algas marinhas e muito utilizado na
fabricacdo de curativos. Hidrogéis de alginato sdo utilizados no desbridamento
autolitico e no tratamento de feridas secas ou com moderada producdo de
exsudato. A incorporacdo de compostos ativos em hidrogéis de alginato pode
potencializar o efeito cicatrizante. Calendula officinalis L, conhecida popularmente
como caléndula, € uma planta medicinal com propriedades antioxidantes,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante e antisséptica. Este trabalho
apresenta o desenvolvimento, a caracterizacdo fisico-quimica e a avaliacdo do
efeito cicatrizante de um hidrogel de alginato contendo extrato de caléndula. O
efeito cicatrizante foi avaliado utilizando o modelo de lesBes induzidas
cirurgicamente na pele da regido dorsal de ratas Wistar. Foram utilizadas 50 ratas
ooforectomizadas, divididas em dois grupos (n = 25). As lesdes foram tratadas com
hidrogel de alginato (grupo 1, controle) e com o hidrogel de alginato-caléndula
(grupo 2). As areas das lesbes foram medidas periodicamente no transcorrer do
tratamento por 28 dias. Nos dias 2, 7, 14, 21 e 28 da les&o, cinco animais de cada
grupo foram eutanasiados e fragmentos de pele do local da lesdo foram retirados
para andlise histologica. A coloracdo com hematoxilina-eosina foi utilizada para a
quantificacdo de infiltrado inflamatério, avaliacdo da angiogénese e contagem de
macréfagos. As fibras colagenas foram avaliadas utilizando a coloracdo com
picrosirius red com a mensuracdo da abundancia relativa das fibras tipos | e Ill. O
hidrogel de alginato-caléndula demonstrou caracteristicas fisico-quimicas e de
estabilidade adequadas para a aplicagcdo em feridas cutaneas. Foram observadas
diferencas significativas entre os grupos na retracéo das lesdes nos dias 14 e 21. A
analise histolégica mostrou que o hidrogel de alginato-caléndula modulou a fase
inflamatoria com diminuicdo do infiltrado inflamatério nos dias 14 e 21 e do numero
de macrofagos no 21° dia. A analise das fibras colagenas evidenciou a diminuicao
de fibras tipo Il e aumento das fibras tipo | no 14° dia nas les@es tratadas com o
hidrogel alginato-caléndula, sugerindo uma melhora na progresséao da cicatrizacao.

Palavras-chave: Feridas. Curativo. Hidrogel. Fitoterapia. Calendula officinalis L.



ABSTRACT

Chronic wounds such as diabetic, vascular and pressure ulcers require nursing
care, frequent change of wound dressings and prolonged treatment. Despite the
variety of products available on the market there is a need for the development of
new, effective and low-cost wound dressings. Alginate is a natural polymer
extracted from seaweed and widely used in the manufacture of wound dressings.
Alginate hydrogels are used in autolytic debridement and for the treatment of dry
and low to moderately exuding wounds. The incorporation of active compounds in
alginate hydrogels can enhance the healing effect. Calendula officinalis L, popularly
known as marigold, is a medicinal plant with antimicrobial, anti-inflammatory,
healing and antiseptic properties. This work presents the development and
evaluation of the healing effect of an alginate hydrogel containing marigold extract.
The healing effect was evaluated on excisional wounds created on the back of
female Wistar rats. Fifty ovariectomized rats were divided into two groups (n = 25)
and lesions were treated with alginate hydrogel (group 1, control) or alginate-
marigold hydrogel (group 2). The areas of the lesions were measured during 28
days. On days 2, 7, 14, 21 and 28 of the lesion, five animals from each group were
euthanized and fragments of skin from the lesion site were removed for histological
analysis. Hematoxylin and eosin stains were performed to quantify inflammatory
infiltrate, assess angiogenesis and macrophage count. Picrosirius red analysis was
used to compare the relative abundance of collagen types | and Il fibers. The
alginate-marigold hydrogel presented physicochemical and stability properties
suitable for application in the treatment of wounds. Significant differences were
observed on the 14th and 21st days between the groups in the wound retraction
rates. Histological analysis showed that the alginate-marigold hydrogel modulated
the inflammatory phase with a decrease in inflammatory infiltrate on days 14 and 21
and macrophages on the 21st day when compared to the control group. The
analysis of collagen fibers showed that there was a decrease in type IlI fibers and
an increase in type | fibers on the 14th day in lesions treated with alginate-marigold
hydrogel, suggesting an improvement in the healing progression.

Keywords: Wound dressing. Hydrogel. Alginate. Phytotherapy. Calendula
officinalis L.
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1 INTRODUCAO

O processo de cicatrizagdo € um sistema bioldgico complexo que é ativado
guando ocorre uma lesao tecidual com o objetivo de reconstituir a por¢céo do tecido
lesionado (BALBINO et al., 2005).

De acordo com o processo de cicatrizacdo, as feridas podem ser
classificadas como agudas ou cronicas. As agudas sdo aquelas que se fecham
espontaneamente dentro de um tempo esperado e sem complicagdes, enquanto as
cronicas duram geralmente mais de trés meses e progridem lentamente,
apresentando processos de cicatrizacdo retardados, interrompidos ou paralisados.
Geralmente, as feridas crbnicas estdo associadas a doengcas como diabetes e
insuficiéncia venosa (KARRI et al., 2016). Como exemplos de feridas cronicas
podem ser citados: lesdes por pressao, Ulceras do pé diabético, feridas infectadas
e Ulceras venosas.

A utilizacdo de curativos pode auxiliar ou mesmo acelerar o processo de
cicatrizacdo de feridas. Entretanto, o alto custo de alguns curativos utilizados no
tratamento de feridas crénicas ainda € um fator limitante de acesso para o paciente
e também oneroso para o sistema de saude (BUENO, 2010). Atualmente, ha
diversos curativos disponiveis no mercado, mas, ainda assim, observam-se
diversas pesquisas sobre novos materiais e compostos ativos destinados ao
tratamento de feridas.

Compostos sintéticos e naturais sdo utilizados na fabricacdo de curativos.
Entre os diversos compostos naturais, 0s mais comuns sao alginato, quitosana,
pectina e gelatina. O alginato € um polissacarideo que permite o preparo de
diversos tipos de curativos como tecidos impregnados, hidrogéis, filmes e
microparticulas, aos quais podem ser adicionados compostos cicatrizantes e anti-
inflamatdrios (DALLAN, 2005; KIM et al., 2008).

Os hidrogéis de alginato protegem a ferida, mantém o ambiente Umido
evitando o ressecamento do tecido, favorecem a angiogénese e promovem O
desbridamento autolitico (SACKHEIM et al., 2006). Entretanto, as formulacdes de
hidrogéis de alginato disponiveis no mercado ndo possuem compostos ativos ou

extratos de plantas medicinais com agéao cicatrizante.
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Algumas espécies de plantas medicinais sdo recomendadas no Formuléario
de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira para o tratamento de feridas, entre elas
estdo Aloe barbadensis Mill. e Calendula officinalis L.

A Calendula officinalis L, popularmente conhecida como caléndula,
apresenta propriedades anti-inflamatoérias (KHALID et al., 2010; PREETHI et al.,
2009), antimicrobianas (CHAKRABORTY, 2008), antioxidantes (BABAEE et al.,
2013; UKIYA et al., 2006) e cicatrizantes (KHALID et al., 2010; UKIYA et al., 2006).
No uso topico, sdo utilizadas as infus@es, tinturas e cremes contendo extratos das
flores de caléndula. A atividade anti-inflamatéria da caléndula esta relacionada ao
efeito cicatrizante (BRASIL, 2014).

Apesar das evidéncias dos efeitos cicatrizantes de extratos e produtos com
caléndula, ndo ha estudos sobre o efeito da caléndula quando combinada com o
alginato. Este trabalho apresenta o desenvolvimento, a caracterizacdo e a
avaliacdo do efeito cicatrizante de um hidrogel de alginato contendo extrato de
caléndula em lesdes cutaneas induzidas cirurgicamente na regido dorsal de ratas
Wistar.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito cicatrizante de um hidrogel de alginato contendo extrato de

caléndula.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar as propriedades fisico-quimicas e a estabilidade dos hidrogéis de
alginato-caléndula;

Avaliar o efeito sobre a retracdo de lesbes cirdrgicas induzidas em ratas
Wistar tratadas com o hidrogel de alginato-caléndula;

Avaliar as alteracdes histologicas (infiltrado inflamatério, angiogénese e

fibroplasia) nos tecidos das les6es tratadas com o hidrogel de alginato-caléndula.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 PELE

A pele é considerada o maior 6rgdo e recobre todo o corpo humano,
protegendo-o contra o atrito, a desidratacdo, infecgbes e a radiacao ultravioleta.
Exerce fungdes na regulacdo da temperatura corporal, entrada e saida de
eletrdlitos, percepcao sensorial (tato, calor, presséo e dor) e na sintese de vitamina
D (KUHNEL et al., 2012).

A pele e seus anexos constituem o sistema tegumentar (SILVA, 2011).
Conforme ilustrado na Figura 1, é composta por duas camadas principais: a
epiderme e a derme que se encontram sobre o tecido subcutaneo, a hipoderme
(RODRIGUES, 2008; NERY, 2014).

Figura 1 - Desenho esquemético das camadas da pele

epiderme <

gléndula
sebacea

derme <

glandula —

) , - vasos
sudoripara |_ 3 ) ' 2 | NP7 v sanguineos
hipoderme ‘
e { folicule
piioso

Fonte: (DERNOWSEK, 2020)
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Epiderme

A epiderme é a camada mais externa da pele e confere protecdo contra a
desidratacdo e atritos. Nao € vascularizada e consiste de um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, onde o0s queratinécitos, células produtoras de
queratina, estdo presentes em grande quantidade. Além dos queratindcitos,
também sdo encontradas diversas células com func¢des especificas e cruciais para
o funcionamento adequado da pele, como melandcitos, células dendriticas, células
de Langerhans e outras células do sistema imunolégico, axénios sensoriais e a
membrana basal dermo-epidérmica (DORANTES; AYALA, 2019).

Pode ser dividida em quatro camadas distintas: estrato basal, estrato
espinhoso, estrato granuloso e estrato corneo. A pele mais grossa apresenta ainda
a camada lucida (NERY, 2014).

Derme

A derme é a camada localizada abaixo da epiderme e esta subdividida em
duas camadas: derme papilar e reticular. A derme papilar é constituida por tecido
conjuntivo frouxo e possui contato direto com a epiderme. A derme reticular,
composta por tecido conjuntivo denso, € a camada mais espessa que fica em
contato com o tecido subcutaneo (hipoderme) (PAUL; SHARMA, 2004).

A principal célula presente na derme € o fibroblasto, mas também podem
ser encontrados macréfagos, mastocitos, células dérmicas apresentadoras de
antigenos e células imunes residentes e circulantes. Além disso, a derme inclui o
complexo da matriz extracelular (MEC) que fornece suporte para as conexdes
intercelulares, o movimento celular e regula as funcdes das citocinas e dos fatores
de crescimento (DORANTES; AYALA, 2019).

Também sdo encontrados na derme os foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas e sebaceas, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e terminacdes

nervosas sensoriais livres ou encapsuladas (KUHNEL et al., 2012).
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Hipoderme

A epiderme e a derme encontram-se sobre a hipoderme (tecido
subcutaneo), composta por tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo, com funcéo
de isolamento térmico, absorcdo de choques mecéanicos e modelagem corporal,
devido a presenca de células armazenadoras de gordura (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2016).

3.2 LESOES CUTANEAS

A integridade da pele pode ser danificada por traumas, cortes, perfuracoes,
escoriacfes, queimaduras e torcdes, seu efeito protetor acaba sendo
comprometido e ocorre a formagéo de feridas (GARTNER; HIATT, 2007).

As feridas podem ser classificadas quanto a causa em cirlrgicas,
traumaticas ou ulcerativas. Quanto ao conteddo microbiano, podem ser
classificadas como limpas (em condi¢Bes assépticas), limpas contaminadas (tempo
inferior de 6 horas entre trauma e atendimento, sem contaminacao significativa),
contaminadas (tempo de atendimento superior a 6 horas, sem sinal de infec¢do) e
infectadas (presenca de agente infeccioso ou intensa reacao inflamatéria, podendo
conter pus) (MEIRELES; SILVA, 2008; SANTOS, 2016).

Quanto a morfologia, as feridas podem ser classificadas de acordo com as
camadas atingidas em superficiais (atingem a derme), profundas superficiais
(atingem o tecido subcutaneo) e profundas totais (chega a atingir os musculos)
(BUENO, 2010; NERY, 2014).

Existem também trés formas distintas de como as feridas podem cicatrizar e
gue dependem da quantidade de tecido lesionado e da presenca ou nao de
infeccdo. De acordo com esses critérios, podem ser classificadas como:
cicatrizagdo por primeira intencdo (ndo ha perda de tecido e as bordas da ferida
ficam justapostas), cicatrizacdo por segunda intengédo (perda de tecido e bordas
nao justapostas, cicatrizando mais lentamente) e cicatrizacao por terceira intencao
(corrigidas cirurgicamente, normalmente cronicas sem resposta a tratamento
usual). Ainda, de acordo com a apresentacdo, as feridas também podem ser
definidas como abertas ou fechadas (BERGO et al., 2011; TAZIMA et al., 2008).
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Nota-se ainda, uma tendéncia de classificacdo das feridas de acordo com o
volume de exsudato em secas, moderadas ou altamente exsudativas (BERGO,
2011).

3.3 CICATRIZACAO

Apds uma lesdo, a integridade da pele deve ser prontamente restaurada
para manter suas funcbes. Em uma sequéncia de eventos complexos, células
mononucleares do sangue periférico, células residentes da pele, matriz
extracelular, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas
reguladoras participam do processo de cicatrizacdo de uma ferida (DORANTES;
AYALA, 2019). Conforme ilustrado na Figura 2, a cicatrizacdo é dividida em quatro

fases: hemostasia, inflamacéao, proliferacao e remodelacao.

Figura 2 - Etapas do processo de cicatrizagao

lesdo coagulo sanguineo
A) B) :
Epiderme
Derme Macréfagos
Fibroblastos
Neutrofilos
leucécitos

Formacao do coagulo sanguineo e fase
inflamatéria

C) coagulo sanguineo Crosta

Extravasamento sanguineo

Macrofagos

Epiderme regenerada
Tecido de g e

granulagio tecido cicatrizado

anglogénese
Fibroblastos
Fibroblastos

Formacao de novos vasos e do tecido de granulagao Restabelecimento da integridade da pele

Fonte: (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. 2016, com modificacdes).

Legenda: (a) Apo6s a lesé@o ocorre extravasamento de sangue, agregacao plaquetéaria e ativacao da
cascata de coagulacado; (b) formacao do coagulo sanguineo; as plaquetas liberam mediadores
quimicos que atraem neutrdfilos sinalizando o inicio da inflamacé&o; neutréfilos comecam a ser
substituidos pelos macréfagos que também liberam fatores de crescimento e iniciam a fase
proliferativa; (c) angiogénese aumentada, formacéo do tecido de granulacao e sintese de colageno;
(d) restabelecimento da integridade da pele.
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Hemostasia

Hemostasia € a fase iniciada logo apds a ocorréncia da lesdo. Ocorre a
agregacdo plaquetaria e a coagulacdo sanguinea, visando restabelecer a
hemostasia, formar uma defesa contra infec¢cdes e organizar uma matriz provisoria
para a migracéo celular (EMING et al., 2007; WERNER; GROSE, 2003).

A leséo resulta na ruptura dos vasos e extravasamento sanguineo; como
consequéncia, ocorre a ativacdo plaquetaria que leva a ativacdo da cascata de
coagulagédo (SCHULTZ et al., 2011).

De inicio, ocorre uma vasoconstricdo e o tamponamento do vaso rompido,
por meio da formagdo de um trombo provisério resultante da adesao plaquetaria.
As plaquetas sdo importantes para a resposta inflamatéria, pois liberam
substancias que sao responsaveis por atrairem e ativarem fibroblastos, células
endoteliais e macréfagos (ENOCH; LEAPER, 2007). Além disso, as plaquetas
liberam aminas vasoativas (ex. serotonina) que causam vasodilatacdo e aumentam
a permeabilidade vascular permitindo a passagem de células importantes no
processo de cicatrizacdo (BROUGHTON et al., 2006).

A formacdo do tampédo plaquetario tem a finalidade de atuar como uma
matriz proviséria até que ocorra a migracdo celular (mondcitos, neutrofilos,
fibroblastos e células endoteliais) para o local da lesdo (HART, 2002; RAMOS;
PIMENTEL, 2011). O coagulo formado impede a perda de fluidos e eletrélitos por
meio da ferida, estabelecendo uma forma de barreira protetora contra
contaminagdes externas, viabilizando a continuidade do processo de cicatrizacéo
(MONACO; LAWRENCE, 2003).

Dessa forma, a resposta inflamatoria inicia-se com a vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, promovendo a migracdo de células para a
ferida por quimiotaxia (MEDEIROS; DANTAS, 2016).

Inflamacéao
O objetivo da fase inflamatoria, liderada pelas células mononucleares do

sangue periférico, € eliminar os patdgenos e limpar a ferida (DORANTES; AYALA,
2019).
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Os neutrdéfilos seguem as plaquetas como as principais células efetoras no
inicio da fase inflamatoria. O recrutamento de neutrofilos € iniciado por fatores de
crescimento e quimiocinas liberadas por plaquetas ativadas no coagulo sanguineo.
Uma vez na ferida, os neutrofilos liberam mais mediadores neutrofilos-
quimioatrativos para continuar o recrutamento, tornando-se as células imunes mais
abundantes na ferida. Ao chegarem, essas células aderem a parede do endotélio
por meio de ligacbes aos receptores de membrana (selectinas) e produzem
radicais livres que auxiliam na destruicdo bacteriana. Nesta etapa, a lesdo
apresenta-se caracteristicamente com rubor, edema, calor e dor; relacionados a
vasodilatacao e migracao de neutrofilos para o local de lesao (SILVA, 2011).

Uma vez que toda contaminagao tenha sido removida, a atividade dos
neutrofilos muda gradualmente dentro de alguns dias; entram em processo de
apoptose e gradativamente sdo substituidos pelos macrofagos (HART, 2002,
CAMPOS et al., 2008).

Os mona@citos presentes no sangue periférico infiltram-se no local da ferida
em resposta a agentes quimiotaticos, tanto no inicio quanto durante o processo de
cicatrizagdo (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009) e sao rapidamente ativados
em macroéfagos teciduais (JANIS; HARRISON, 2014).

O aumento da permeabilidade vascular associados a fatores quimiotéaticos
promove também a diapedese dos macréfagos ao sitio da lesdo que, por sua vez,
liberam diversos componentes, enzimas e proteases que facilitam a propria
migracdo. Os macréfagos migram para a ferida entre 48 e 96 h apds a lesdo e sdo
as principais células efetoras do reparo tecidual, participando da remocdo de
bactérias, células mortas, neutrofilos apoptoticos, restos de tecidos e outros
materiais estranhos (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009). Além de fagocitar
restos celulares, os macréfagos desempenham um importante papel no processo
de cicatrizacdo ao estimular a proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos, bem
como a angiogénese, iniciando a fase proliferativa (CAMPOS et al., 2008; GUO;
DIPIETRO, 2010; JANIS; HARRISON, 2014).

Proliferacao

O objetivo da fase proliferativa é reparar o dano da ferida e iniciar a
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remodelacdo do tecido. E nessa fase que deve ocorrer o fechamento da leséo
propriamente dito, caracterizado pelo desenvolvimento de um novo tecido,
chamado de tecido de granulacdo, que consiste de leito capilar, fibroblasto,
macrofagos e rede de colageno, além de outros compostos (GEOVANINI et al.,
2008; DIAS, 2011).

A fase proliferativa € identificada por (a) fibroplasia, incluindo proliferacéo de
fibroblastos e diferenciacdo em miofibroblastos, deposicdo de matriz extracelular e
contracdo da ferida, (b) reepitelizagdo e interagdo epitelial-mesenquimal entre
queratinécitos e fibroblastos, (c) angiogénese, incluindo proliferacdo de células
endoteliais e formacdo de novos vasos e (d) reparo de nervos periféricos,
consistindo em reinervacao colateral e regeneracao de nervos. Os macréfagos sao
as células inflamatdrias dominantes que orquestram a fase proliferativa do reparo
de feridas cutaneas (DORANTES; AYALA, 2019).

A angiogénese é definida como a formag&do de novos vasos sanguineos,
necessarios para suportar o ambiente de cicatrizacdo da ferida. A fibroplasia ocorre
paralelamente a revascularizacdo da ferida e os fibroblastos se dividem e
produzem componentes da matriz extracelular (MEDEIROS; DANTAS, 2016).

A matriz extracelular desempenha um papel fundamental no processo de
reepitelizacdo. Simultaneamente, uma interacdo paracrina ativa entre
queratindécitos, fibroblastos, neutrofilos, mondcitos-macréfagos e células endoteliais
aumenta a quantidade de citocinas, fatores de crescimento e outras biomoléculas
para promover a interacao epitelial-mesenquimal entre queratindcitos e fibroblastos
(DORANTES; AYALA, 2019).

Com o aumento da proliferacdo tecidual, ocorre o estimulo para a
substituicdo da matriz provisoria de fibrina pelo tecido de granulacédo que tem como
funcdo proteger a regido lesionada até que ocorra a epitelizagdo, formando uma
barreira contra infec¢cdes. Os fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos,
aumentando a deposicdo de colageno, iniciando a contragdo da ferida
(HOSGOOD, 2006; BROUGHTON et al., 2006).

Remodelacao

O objetivo da fase final € completar a remodelacéo do tecido e restaurar a



19

integridade da pele. Ocorre uma tentativa de recuperacdo da estrutura tecidual
normal (GEOVANINI et al., 2008).

Nessa fase, jA pode ser observada a contracdo inicial da ferida com
ordenacdo centripeta, tanto em profundidade como em extensdo de toda a
espessura da leséo, devido a reducao da densa rede de capilares de fibroblastos e
reordenacao das fibras de colageno (PETZ, 2015). O numero de células e vasos
sanguineos diminui e as fibras de colageno sofrem um rearranjo; ocorre a
remodelacdo do colageno e a regressado endotelial (NERY, 2014).

O tecido de granulacdo sofre um processo de diminuicdo gradual. A
epiderme, a vasculatura dérmica e os nervos sao remodelados, formando um
tecido funcional. Os componentes vasculares dos fibroblastos e miofibroblastos do
tecido de granulacdo diminuem e as células sofrem apoptose ou deixam a ferida.
Da mesma forma, as quantidades de proteoglicanos e glicosaminoglicanos que
exercem papel estrutural e de hidratagdo sdo diminuidas. As metaloproteinases
liberadas por fibroblastos e macrofagos degradam o colageno Tipo Il do tecido de
granulacéo e o substituem por colageno Tipo | que, posteriormente, é reorganizado
em fibrilas paralelas, formando uma cicatriz. O tecido cicatricial pode atingir até
80% da resisténcia ténsil, mas nunca serd idéntica a do tecido original
(DORANTES; AYALA, 2019).

A cicatrizacdo adequada de uma ferida ocorre quando ndo ha contaminacgéo
microbiana e a formacdo do tecido cicatricial € minima, evitando alteracGes
estruturais, acompanhada de reduzida producao de tecido necroético (MAYET et al.,
2014). Para que esse resultado seja alcancado, € imprescindivel uma perfeita e
coordenada cascata de eventos celulares e moleculares (FALEIRO et al., 2009).
Porém, nem todas as feridas cicatrizam de forma rapida e sem complicacées,

como é o caso de feridas cronicas (PETZ, 2015).

3.4 FERIDAS CRONICAS

Logo apds uma agressdo a pele, desde uma lesdo mais superficial até as
mais profundas, ocorre o inicio de processos especificos para a cicatrizacdo e
reparo tecidual. Essa reestruturacdo da pele é desencadeada por mecanismos

complexos, em que varios fatores extrinsecos (frio, calor, umidade) ou intrinsecos
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(doencas cronicas, imunidade comprometida, nutricdo) contribuem ou retardam a
regeneracao da pele (COELHO, et al. 2010).

As feridas sdo usualmente classificadas em agudas ou cronicas; as Ultimas
demandam maior tempo no processo de cicatrizacdo, usualmente acima de 21
dias. As doencgas cronicas e sistémicas, tais como diabetes, hipertenséo arterial,
obesidade, desnutricdo, imunodeficiéncia e infec¢cdes sé@o as principais causas de
retardo no processo de reparacao tecidual (SILVA, 2011).

Milhdes de pessoas no mundo sofrem com feridas crénicas. Em pacientes
com diabetes, a cicatrizacdo prejudicada € uma das principais causas de
complicacbes, podendo levar a amputacdo dos pés e das pernas. Em condicdes
diabéticas, feridas com niveis elevados de mediadores inflamatdrios e condicbes
de estresse oxidativo causam a degradacédo de colageno (KARRI et al., 2016).

A cicatrizacdo em feridas crbnicas permanece tipicamente paralisada na
fase inflamatéria, afetando as atividades normais dos pacientes e diminuindo a
qualidade de vida. Essas lesbes tém diferentes etiologias, como Ulceras
diabéticas, venosas ou por pressao e, em patrticular, Ulceras crénicas nos membros
inferiores; todas com enormes implicacbes sociais e econdmicas. S&o feridas
cronicas clinicamente conhecidas as Ulceras venosas e arteriais da perna, Ulceras
de pressao e as Ulceras do pé diabético (FRYKBERG; BANKS, 2015).

No Brasil, as feridas crénicas constituem um sério problema de saude
publica, afetando uma parcela da populacdo, em especial os adultos e idosos,
interferindo na capacidade funcional e contribuindo para elevacdo de indices de
morbidade e mortalidade por doencas crénicas (ABREU et al., 2013). Essa
situacdo é um desafio para o sistema de salude pois requer a atencao frequente e
os cuidados por parte dos profissionais de enfermagem com a troca periédica de
curativos. Outros agravantes sao o custo elevado dos curativos e a limitada adeséo
ao tratamento (SILVA, 2011).

Em feridas cronicas, a cicatrizacdo é interrompida na fase inflamatoria ou
proliferativa e o tecido adquire caracteristicas que dificultam a continuidade do
processo. HA o acumulo de metaloproteinases, colagenases e elastases que
degradam prematuramente o colageno e os fatores de crescimento. Observa-se
também um microambiente hipoxico (baixa tensdo de oxigénio), levando a

proliferagéo de fibroblastos e, consequentemente, ao aumento da fibrose tecidual.
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Além disso, a formacdo de um biofilme e a propensdo a ser colonizado por
bactérias e fungos sao fatores que retardam o processo de cicatrizacdo (KARRI et
al., 2016).

3.5 CURATIVOS

Embora a reparagéo tecidual na cicatrizagao seja regulada sistemicamente,
€ necessario favorecer as condicbes adequadas para viabilizar o processo
fisiolégico (COELHO et al., 2010).

Os curativos sdo uma das formas de tratar as feridas cutaneas e a escolha
depende de fatores intrinsecos e extrinsecos. Atualmente, sdo inUmeras as op¢oes
de curativos existentes no mercado. Quatro critérios sdo avaliados para a escolha
do tipo de curativo a ser utilizado na ferida: o tecido do leito da leséo, a presenca
de infeccéo, a quantidade de umidade (relacionada a producédo de exsudato) e as
bordas da ferida (BERGO et al., 2011).

Os curativos podem ser utilizados com diferentes finalidades no tratamento
de feridas como: higienizacdo, desbridamento, controle de infeccdo bacteriana,
absorcdo de exsudato, estimulo a granulacdo e protecdo da reepitelizacao.
Materiais como gaze, algodao e bandagens séo estruturalmente simples e nao
estimulam o processo de cicatrizacdo. De modo geral, o tratamento de feridas
cronicas é longo e o preco de curativos especiais (alginato de célcio e prata,
esponja de colageno, espuma de poliuretano) é um dos fatores que mais impactam
no custo final (SMANIOTTO et al., 2012).

O crescimento do emprego de biomateriais na medicina é expressivo. No
setor de curativos, busca-se por materiais destinados ao tratamento de lesdes de
pele que apresentam como caracteristicas a facilidade de aplicacdo e remocéo,
conforto ao paciente, manutencdo da umidade adequada no leito da ferida e um
custo-beneficio atrativo (OKUMA, 2013).

Biomateriais sdo compostos ndo medicamentoso que podem ser usados
para substituir ou suplementar a funcdo dos tecidos e oOrgaos do corpo
(RAKHORST; PLOEG, 2008). Esses compostos sdo capazes de permanecer em
contato com fluidos corporais e tecidos por longos periodos de tempo com minimas
reacoes adversas (HENESS; BEN-NISSAN, 2004).
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Polimeros naturais, sintéticos e semissintéticos também sdo capazes de
auxiliar na cicatrizagdo de feridas. Alguns curativos s&o confeccionados com
polimeros naturais biodegradaveis e biocompativeis encontrados em algas
marinhas e fungos. Entre os polimeros utilizados na confeccdo de curativos estao:
alginato, coldgeno, amido, gelatina, quitosana e quitina (KIM et al., 2008). A
principal vantagem dos biopolimeros € o fato de serem bem tolerados pelo
organismo, pois apresentam semelhancas quimicas e biolégicas com os tecidos do
corpo humano (RATNER et al., 1996).

Os curativos de polimeros naturais na forma de hidrogéis podem conter
principios ativos e sdo considerados promissores ha administracdo controlada de
analgésicos, fatores de crescimento, antimicrobianos e anti-inflamatérios (AOYAGI
et al., 2007).

3.6 ALGINATO

Alginatos séo polissacarideos anibnicos amplamente distribuidos na parede
celular de algas marrons, incluindo espécies do género de Laminaria, Macrocystis,
Ascophyllum, Eclonia, Lessonia, Durvillaea e Sargassum (PAUL; SHARMA, 2004;
DRAGET et al., 2006; NESIC, et al., 2017).

Quimicamente (Figura 3), o alginato € formado por copolimeros lineares
organizados em blocos de &cido D-manurénico (bloco M) e acido L-gulurbnico

(bloco G), unidos por ligac@es glicosidicas.

Figura 3 - Estruturas moleculares de sequéncias de subunidades de &cido gulurénico e 4cido
manurdnico presentes no alginato

Fonte: (CRUZ et al., 2008).
Legenda: (a) Blocos M - acido manurénico; (b) Blocos G - &cido gulurdnico; (c) Blocos MG - acido
manurénico e gulurdnico.
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A quantidade de residuos M e G, assim como a respectiva sequéncia é o
que determina as caracteristicas fisicas do alginato, bem como o seu potencial de
gelificacdo. Os blocos MG, por exemplo, formam cadeias mais flexiveis e mais
sollveis em baixos valores de pH, enquanto a estabilidade do gel esta diretamente
relacionada ao conteudo de blocos G. Uma grande quantidade de grupamentos M
torna a rede mais flexivel, enquanto o oposto ocorre quando ha uma grande
quantidade de grupos G na composi¢cdo do polimero (GEORGE; ABRAHAM,
2006).

O alginato possui aplicacdes nas industrias téxtil, alimenticia, farmacéutica,
cosmética, agricola e na engenharia de tecidos (MENEGUSSI et al.,, 2014;
GEORGE; ABRAHAM, 2006)

Na industria farmacéutica, o alginato tem aplicacdo no revestimento de
capsulas, em sistemas de liberacdo prolongada de farmacos e na fabricacdo de
curativos de feridas cutaneas (SILVA, 2013).

O efeito de filmes curativos de alginato contendo gel de babosa foram
avaliados na cicatrizacdo de feridas cutaneas cirdrgicas (KOGA et al., 2018) e
gueimaduras (KAWAHARA, 2018) realizadas na regido dorsal de ratos Wistar. Os
resultados desses estudos mostraram um efeito benéfico na cicatrizacdo, sendo
possivel observar uma menor quantidade de infiltrado inflamatério, aumento da
angiogénese durante a fase proliferativa e maior producédo de fibras colageno tipo |
(KOGA et al., 2018). Outro estudo com um filme de alginato-aloe reticulado com
cloreto de zinco apresentou uma modulacdo na fase inflamatéria, aumento da
angiogénese na fase proliferativa e de colageno tipo |, sugerindo que o gel de aloe
combinado com ions de zinco contribuiu para o processo de cicatrizacdo com
melhora na formacéao da cicatriz (KOGA et al., 2020).

Dentre as diversas aplicagdes do alginato, esta a utilizacdo na forma de hidrogéis
para o tratamento de lesbes, auxiliando no desbridamento autolitico de feridas
(ZAHEDI et al., 2010).

O Hidrogel € um gel aquoso (70 a 90% de agua) transparente, incolor,
formado por uma rede tridimensional de polimeros e copolimeros hidrofilicos. No
uso tépico, os hidrogéis sao utilizados principalmente para hidratar feridas secas,
pouco Umidas e de média exsudacdo. Pela acdo suavizante, sdo indicados

principalmente para remoc¢do de tecidos necréticos por meio do desbridamento
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autolitico, promovido pela manutencdo da umidade adequada no leito da ferida
(SACKHEIM et al., 2006).

O desbridamento autolitico € a remocao de residuos necroéticos e tecidos
desvitalizados de uma ferida pela acdo de enzimas enddégenas. A manutencéo da
hidratacdo do leito da ferida favorece a fibrindlise e consequentemente a acdo de
enzimas proteoliticas e colagenoliticas (metaloproteinases de matriz) sobre o
esfacelo/tecido desvitalizado. E uma forma de desbridamento que requer um
tempo maior para a remoc¢ao de tecido desvitalizado. A capacidade de dissolucao
do tecido necrético pode ser mais efetiva com a utilizacdo de curativos que
mantenham a umidade no leito da Ulcera, como um hidrogel, indicado para
favorecer o desbridamento autolitico (BRASIL, 2002).

A cicatrizacdo com o0 meio Uumido tem as seguintes vantagens quando
comparadas ao meio seco: prevenir a desidratacdo do tecido que leva a morte
celular, acelerar a angiogénese, estimular a epitelizacéo e a formacao do tecido de
granulacao, facilitar a remocéo de tecido necrdtico, servir como barreira protetora
contra microrganismos, diminuir a dor, evitar a perda excessiva de liquidos e de
traumas na troca do curativo. Deve ser evitado o uso de hidrogéis de alginato em
feridas com muito exsudato, pois o excesso de hidratacdo pode provocar a
maceracao do tecido ao redor da ferida (SACKHEIM et al., 2006).

O processo de hidratacédo da ferida ndo apenas estimula a cicatrizacdo da pele,
mas também alivia a dor pela umidificacdo de possiveis terminacdes nervosas
expostas na lesdo (SACKHEIM et al., 2006).

Os hidrogéis preparados com alginato podem conter na composi¢ao
carboximetilcelulose, glicerol, propilenoglicol e sdo aplicados no tratamento de
feridas secas ou com pouco exsudato (MORE et al., 2007)

Antes de disponibilizar um produto comercial na forma de um hidrogel
curativo, € necessario avaliar as suas propriedades fisico-quimicas e a
estabilidade, requisitos fundamentais em termos de qualidade e seguranca.
Produtos comerciais que apresentem problemas de estabilidade organoléptica,
fisico-quimica ou microbioldgica, além de descumprirem 0s requisitos técnicos de
qgualidade podem, ainda, colocar em risco a saude do paciente, configurando uma
infracdo sanitaria (BRASIL, 2004).
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3.7 CALENDULA

Calendula officinalis € uma planta herbacea originaria dos paises da Europa
e utilizada no tratamento de feridas desde o século XllIl (PARENTE et al., 2012) e,
atualmente, praticamente em todo o mundo. O material vegetal de interesse
farmacoldgico séo os ligulados secos e as flores compostas (BRASIL, 2014).

A Calendula officinalis pertence a familia Asteraceae, também conhecida
como Compositae. No Brasil, € conhecida como caléndula, mal-me-quer, caléndula
do campo, caléndula do jardim, mal-me-quer-dos-jardins, maravilha, margarida-
dourada e caléndula de panela (BRASIL, 2014).

A caléndula possui flores pequenas e dispostas em capitulos, envolvidas por
um invllucro de duas séries de bracteas. As flores da periferia sdo liguladas e
pistiladas. As corolas sdo amareladas ou alaranjadas, com o limbo tridentado,
apresentando quatro ou cinco nervuras e tubo curto coberto de tricomas. As flores
do centro sdo escassas, tubulosas, pequenas, curtas, hermafroditas, amarelas ou
alaranjadas, sdo raras avermelhadas, com corola quinquedentada (BRASIL, 2019),

conforme a Figura 4.

Figura 4 - Flor da espécie Calendula officinalis L

Fonte: (PATRO, 2013).

Os principais constituintes da caléndula sdo saponinas triterpénicas como
acido oleandlico e flavonoides, incluindo astragalina, hiperosideo, isoquercitrina e
rutina. Outros compostos incluem os 6leos essenciais, sesquiterpenos e triterpenos
(BRASIL, 2014).
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Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular com uma estrutura
base C6-C3-C6 com caracter anfipatico (MARTINEZ, 2002). A caléndula apresenta
flavonoides em grande quantidade, representados por quercetina e rutina (Figura
5. S&8o o0s compostos responsaveis pelas propriedades antioxidantes,
antiinflamatdria, anticarcinogénica, antiviral e ativacdo do sistema imunoldgico.
Entre as principais acfes, destaca-se a remocao de radicais livres, exercendo um

papel citoprotetor em situacdes de risco de dano celular (BEHLING et al., 2004).

Figura 5 - Estrutura molecular dos flavonoides quercetina e rutina
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Fonte: (VELLOSO et al., 2009)

No Brasil, muitas plantas medicinais sdo usadas na forma de extratos
brutos, infusdes, tinturas e emplastros no tratamento de infec¢gées (HOLETZ et al.,
2002).

O extrato de C. officinalis esta presente em varias formulagbes cosmeéticas.
No estudo do efeito cicatrizante, geralmente utiliza-se o extrato bruto ou cremes
contendo o extrato (CHANDRAN; KUTTAN, 2008).

Os extratos obtidos das flores da caléndula possuem varias propriedades
biol6gicas como antimicrobiana (FARIA et al., 2011), anti metastética (PREETHI et
al., 2010), antiparasitaria (SZAKIEL et al., 2008) e anti-inflamatoria (AKIHISA et
al.,1996). A atividade anti-inflamatoéria (PARENTE et al., 2012) foi observada em
modelos animais (PREETHI; KUTTAN, 2009) e testes clinicos, justificando-se sua
utilizacdo em produtos cosméticos e no tratamento de feridas (GRIMME;
AUGUSTIN, 1999).

No Brasil, o0 uso do extrato de flores de caléndula esta regulamentado pela
RE n° 89 de 16 de margo de 2004 da ANVISA. A caléndula é utilizada para o

tratamento de afeccdes de pele, como cortes superficiais, inflamacéo da pele e
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mucosas, eritemas, queimaduras, gengivite, artrite e como cicatrizante. Outros
usos, descritos na medicina tradicional, mas ndo fundamentados em estudos pré-
clinicos ou clinicos, incluem o tratamento de amenorreia, febre, angina, gastrite,
hipotensao, ictericia, reumatismo e vomitos (BRASIL, 2014).

A caléndula também apresenta potencial para ser utilizada no controle e
prevencdo de dislipidemias e doencas associadas, podendo reduzir o risco
cardiovascular (FONTES, 2015).

O uso da caléndula acelera o processo de cicatrizacdo no tratamento pés-
operatorio ou pés-traumatico (PARENTE et al., 2009). Okuma (2013) desenvolveu
emulsGes com gel a base de 6leo de caléndula (Calendula officinalis) e avaliou a
atividade cicatricial de Ulceras cutaneas em ratos. O extrato bruto da caléndula
demonstrou baixa citotoxicidade in vitro e o gel promoveu uma melhora da
cicatrizacdo no modelo de Uulcera cutanea. A modulacdo do processo de
cicatrizacdo na fase inflamatoria foi considerada como o fator essencial para a total
reepitelizacao do tecido.

Em outro estudo, animais tratados com pomada de caléndula tiveram
melhora na cicatrizacdo das feridas quando comparados ao grupo controle
(FERREIRA et al., 2013). Sugere-se que o 6leo de caléndula poderia ser utilizado
para tratar lesbes por queimaduras térmicas, dermatites agudas (POMMIER et al.,
2004), na radioterapia do cancer de mama e em erupcgoes cutaneas (PARENTE et
al., 2012).

A fracdo butandlica do extrato de Calendula officinalis possui significativa
atividade de eliminagao de radicais livres e antioxidante (CORDOVA et al., 2002).
Um estudo em mulheres com céancer de mama submetidas a radioterapia
evidenciou que o uso de uma pomada de caléndula, aplicada na pele pelo menos
duas vezes ao dia, reduziu o nimero de casos de dermatite severa, caracterizada

por irritacdo da pele, vermelhiddo e dor (POMMIER et al., 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ETAPAS DE TRABALHO

Os procedimentos experimentais seguiram as seguintes etapas, conforme
ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - Etapas da pesquisa

Obtencao e Obtencao dos
caracterizacao Obtencdo do extrato hidrogéis e sua
farmacobotanica da de caléndula caracterizacéo
caléndula fisico-quimica
Analise estatistica Analise histoldogica Ensalo de

cicatrizacao in vivo

Fonte: A autora.

4.2 MATERIAL VEGETAL
Obtencdo do material vegetal
As flores secas de Calendula officinalis L foram adquiridas no comércio local

em embalagens de plastico de 30 gramas da marca Chamel, nimero do lote 4326

(Figura 7). As embalagens foram abertas somente no momento do uso.
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Figura 7 - Flores de Calendula officinalis L.

Fonte: A autora.
Legenda: (a) Embalagem do produto comercial com flores de Calendula officinalis L; (b) Flores
secas de caléndula.

Avaliagado botanica das flores de caléndula

O material boténico foi avaliado conforme preconizado na monografia da
caléndula da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2014). As flores foram cortadas em
pequenos fragmentos. Na sequéncia, foram hidratados, imersos em uma solucao
de hipoclorito de sédio (2%) para diafanizacdo e corados com fucsina. As laminas
contendo o material foram analisadas com microscopio binocular para identificacdo

de estruturas anatdmicas caracteristicas da espécie vegetal.

Perda por dessecacéao (PD)

As flores secas de caléndula foram reduzidas até um po fino por trituracéo.
No ensaio foi utilizado um pesa-filtro previamente limpo e seco a 100 ° C, mantido
por 30 minutos no dessecador antes da pesagem da amostra. O pesa-filtro
contendo 2,0 g do p6 das flores de caléndula foi levado a estufa a 105 °© C até peso
constante (BRASIL, 2014). A porcentagem de PD foi calculada pela equacgéo:

PD = py, _ ps x 100
Pn

Pa = peso da amostra

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéao
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Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra depois da dessecacao

Doseamento de flavonoides totais nas flores de caléndula

O teor de flavonoides totais foi determinado por espectrofotometria na regiao
do visivel por complexagdo com cloreto de aluminio. Os resultados foram
expressos em percentual de flavonoides totais, calculados como hiperosideo
(C21H20012), O método consiste no preparo das solu¢cbes amostra e branco apds o
processo de extracdo do material botanico com acetato de etila, obtendo-se a
solugdo estoque. Para preparar as solugdes foram seguidos os procedimentos
descritos ha monografia da caléndula da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2014). A
solugdo amostra foi obtida pela mistura de 10 mL da solugéo estoque, 1 mL de
solucao de cloreto de aluminio a 2% (p/v) em solu¢cdo metandlica de acido acético
5% (v/v) e o volume completado para 25 mL com a solucdo de &cido acético 5%
(v/v) em metanol. A solug&o branco foi preparada utilizando-se 10 mL da solugdo
estoque e o volume completado para 25 mL com solucdo de acido acético a 5%
(v/v) em metanol. Apés 30 minutos, a absorbancia da solucdo amostra foi
determinada em 425 nm, utilizando-se a solugéo branca para ajuste do zero. O teor
de flavonoides totais foi calculado pela equacéo:

TFT = Ax 1,25
(m - PD)

A = absorbancia da solugcdo amostra;
m = massa da droga vegetal (Q);

PD = perda por dessecacao (% p/p).
4.3 EXTRATO DE Calendula officinalis L.

Preparo do extrato

As flores secas de caléndula foram reduzidas até um po fino e uma fracéo
do p6é deixada em maceragdo por 2 semanas. Em seguida, os extratos foram

filtrados e armazenados em frasco ambar.
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Doseamento de flavonoides nos extratos

O doseamento foi realizado pelo método espectrofotométrico por
complexacdo com cloreto de aluminio. Para preparar a solucdo amostra, utilizou-se
1,0 g do extrato, 0,5 mL de solucédo de cloreto de aluminio a 2% (m/v) em solucéo
metanolica de acido acético 5% (v/v) e o volume completo para 10 mL com a
solucdo metandlica de acido acético. A solucdo branco foi preparada de maneira
similar, mas sem a adicdo da solucdo de cloreto de aluminio. Ap6s 30 minutos,
realizou-se a leitura da absorbancia em 425 nm. O teor de flavonoides foi calculado
pela equacao de regressdo obtida de uma curva de calibracéo utilizando quercetina

como padréo.

4.4 HIDROGEIS

Preparo dos hidrogéis

Apds os ensaios preliminares de desenvolvimento das formulacdes, foram
selecionados dois hidrogéis de alginato para os ensaios posteriores: 1) hidrogel de
alginato sem adicdo de extrato de caléndula (controle); 2) hidrogel de alginato
contendo extrato das flores de caléndula (hidrogel alginato-caléndula).

No preparo dos hidrogéis, utilizou-se alginato de sddio para o preparo de uma
solucdo com concentracdo previamente selecionada, dissolvendo-se em agua
deionizada contendo conservantes. O hidrogel alginato-caléndula foi obtido pela
mistura da solucdo de alginato com um volume apropriado do extrato de caléndula.
Os detalhes experimentais de composi¢cdo, propor¢cdes e preparo dos hidrogéis

foram omitidos por questdes de protecédo da propriedade intelectual.

4.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DOS HIDROGEIS

Logo apos o preparo os hidrogéis foram armazenados em frascos ambar e
mantidos em temperatura ambiente. Foram realizadas as seguintes analises fisico-
quimicas: pH, densidade, viscosidade, espalhabilidade; e analises de estabilidade:

centrifugacéo e teste de estabilidade preliminar.
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pH

Os valores de pH dos hidrogéis foram determinados com um medidor
potenciométrico de pH. A calibracdo do aparelho foi feita com as solu¢cdes tampéao
de pH 4,0 e 7,0 e as amostras foram diluidas a 10% (p/p) com agua deionizada,
conforme preconizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,

2004) para produtos semissolidos. As medidas foram realizadas em triplicata.

Densidade

A densidade relativa dos hidrogéis foi determinada com o emprego de um
picndmetro de 25 mL. O picnédmetro foi pesado vazio, com agua como liquido de
referéncia padrao e com os hidrogéis. Os valores foram obtidos em triplicata e

densidade relativa foi calculada utilizando as massas da agua e das amostras.

Viscosidade

A viscosidade dos hidrogéis foram medidas utilizando-se um viscosimetro de
Brookfield. As leituras foram padronizadas utilizando spindle S2 com rotacfes de 6,
12, 30 e 60 rpm com as amostras mantidas em temperatura ambiente. Os valores

foram obtidos em triplicata e expressos em mPa.s (milipascal.segundo).

Espalhabilidade

As medidas foram realizadas sobre uma folha de papel milimetrado e as
amostras submetidas ao espalhamento com laminas de vidro com massas
determinadas (Figura 8). Aplicou-se aproximadamente 50 mg da amostra no centro
de uma lamina de vidro posicionada sobre a folha de papel milimetrado. Uma outra
lamina de vidro com massa conhecida foi suavemente posicionada sobre a
primeira lamina contendo a amostra e, ap6és 1 minuto, anotou-se o raio médio do
circulo formado pelo espalhamento da amostra. O mesmo procedimento foi
seguido, com intervalos de 1 minuto, adicionando-se pesos determinados sobre a

lamina. As analises de espalhabilidade foram realizadas em triplicata. Os
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resultados foram expressos em espalhabilidade em funcdo do peso aplicado. A
determinacao da espalhabilidade foi designada pela equacéo:

Ei=(d*xnm)/4

Ei = espalhabilidade da amostra para peso i em mm?

d = diametro médio (mm)

Figura 8 - Teste de espalhabilidade
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Fonte: A autora.
Legenda: (a) Lamina de vidro e papel milimetrado tracejado com linhas diagonais; (b) Amostra de
hidrogel sobre a lamina de vidro na posicao central; (c) Aplicacdo de laminas sobre a amostra até o
peso maximo.

4.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DOS HIDROGEIS

Centrifugacéo

Seguindo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA
(BRASIL, 2004) procedeu-se a realizac¢do do teste de centrifugacéo dos hidrogéis.
Cada amostra (10 g) mantida a temperatura ambiente foi colocada em tubos tipo

Falcon e submetida a centrifugacdo a 3000 rpm durante 30 minutos.
Teste de estabilidade preliminar
As amostras dos hidrogéis foram submetidas a diferentes condicbes de

estresse visando acelerar o surgimento de possiveis sinais de instabilidade. Apdos o

teste de centrifugacdo, as formulagcdes dos hidrogéis foram submetidas a
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diferentes temperaturas de armazenamento (5+2 °C, 25+ 2 °C e 45 % 2 °C por 15
dias) mantidas em embalagens (bisnagas metalicas e frascos de vidro) seladas. A
seguir foram analisadas as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor) e pH

das formulacoes.

4.7 ENSAIO DE CICATRIZACAO

Animais

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UEPG (processo 004885/2019). Os experimentos foram realizados
utilizando-se 50 ratas fémeas da linhagem Wistar provenientes do Biotério da
UEPG, mantidos em gaiolas individuais em ambiente climatizado (22 + 2 ° C) com
ciclos claro/escuro de 12h. Apds a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, 0s

animais receberam comida e agua ad libitum.

Ooforectomia

O procedimento consiste na retirada dos ovarios, foi realizado em ratas
com 12 semanas de idade. Os animais foram previamente anestesiados com
cloridrato de cetamina (40 mg/kg) e cloridrato de xilazina (5 mg/kg) por via
intraperitoneal. Apds, foi realizada a tricotomia seguida de antissepsia com PVPI a
1% (m/v). A retirada das gbnadas foi feita por incisdes de 0,5 cm em cada flanco.
O ovério foi pincado com pinga hemostatica, seguido da ligadura da artéria
ovariana com fio absorvivel 4-0. Os animais foram acompanhados por um tempo
de 8 semanas e apenas apds esse periodo foi realizado o procedimento

experimental de cicatrizagao.

Procedimento de cicatrizagdo in vivo

O efeito cicatrizante do hidrogel alginato-caléndula foi avaliado pelo modelo

de lesdes induzidas cirurgicamente. Foram utilizadas 50 ratas distribuidas em 2
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grupos (n = 25): 1) grupo tratado com hidrogel de alginato (controle) e 2) grupo
tratado com hidrogel de alginato-caléndula.

Antes do procedimento cirdrgico, os animais foram sedados com cloreto de
xilazina (1,0 mg/kg IM), e inducdo e manutencdo com cetamina (30 mg/kg IM). Foi
realizada a tricotomia seguida de assepsia com alcool 70 %. A lesdo cirurgica de 4
cm? foi padronizada e produzida com o auxilio de um bisturi na regido cérvico-
dorsal das ratas Wistar, o suficiente para atingir a epiderme e a derme. Em
seguida, as lesdes dos animais dos grupos 1 e 2 foram tratadas com hidrogel de
alginato e hidrogel de alginato-caléndula, respectivamente. Cabe destacar que no
nosso estudo o hidrogel de alginato serviu como um controle positivo; assim, 0s
dois grupos foram tratados. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e
receberam 1 mL do hidrogel uma vez ao dia por até 7 dias.

Nos dias 2, 7, 14, 21 e 28 do pés-cirdrgico, 5 animais de cada grupo foram
eutanasiados com inalacdo de isoflurano. Os fragmentos de pele do local da leséao
foram retirados com o auxilio de um bisturi e fixados em formol 10% por 24 horas

para uma posterior analise histoldgica.

Anélise da retracdo das lesGes

Para avaliar a retracao das lesdes, foram tiradas fotos da area da lesdo dos
animais eutanasiados nos dias 2, 7, 14, 21 e 28, com parametros padronizados
como suporte, posicdo do animal, distancia e pixels. Foi utilizada uma camera
fotografica de 13 megapixels, mantendo-se uma distancia fixa de 20 cm.
Posteriormente a area da ferida foi medida com o software ImageJ. Os resultados

foram expressos como a retracdo da area original da ferida (mm 2).
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4.8 ANALISE HISTOLOGICA

Preparo das laminas histoldgicas

Os cortes previamente fixados em formol 10% por 24 horas e armazenados
em alcool 70% foram desidratados, diafanizados, incluidos em parafina liquida e
secos em temperatura ambiente. Na sequéncia, cortes realizados com espessura de
5 micrébmetros foram fixados em laminas de vidro com albumina e secos em
temperatura ambiente, para posterior coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) e
picrosirius red. As laminas coradas foram montadas com resina e laminula e
armazenadas para posterior analise.

As laminas contendo os cortes histolégicos da pele do local da lesdo dos
animais dos dois grupos (eutanasiados nos dias 2, 7, 14, 21 e 28) coradas com HE
para analise histolégica quantitativa e qualitativa de infiltrado inflamatorio e
angiogénese foram observadas e fotografadas com microscopio Olympus DP72
com camera acoplada e avaliados com auxilio do Software Cell counter ImageJ
para contagem de células inflamatérias e vasos sanguineos

A analise histologica das fibras colagenas foi realizada com amostras das
lesGes dos animais dos dois grupos eutanasiados nos dias 14, 21 e 28 corados
utilizando-se picrosirius red em solucdo aguosa de acido picrico. As imagens foram
obtidas em microscopio Olympus LG-PS2 e avaliadas com o auxilio do Software
ImageJ, uma imagem bindria foi obtida e a area proporcional de cada colageno foi

expressa em % pixels.
4.9 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram avaliados com o auxilio do programa IBM SPSS Statistics

2.1. Foi realizado Teste t para amostras independentes ou ndo pareado, com

intervalo de confianca em 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
MATERIAL VEGETAL
Caracterizacao botanica Calendula officinalis L
Os cortes histologicos das flores de caléndula foram analisados por
microscopia. O fragmento da corola (pétalas) em sua face adaxial da epiderme

mostrou células retangulares, alongadas, de contorno levemente sinuoso, com

cuticula estriada e destituida de estdmatos (Figura 9).

Figura 9 - Células da face adaxial da corola de Calendula officinalis L (fucsina; aumento 40x)

Fonte: A autora.

Na regido da face abaxial observou-se células da epiderme semelhantes a

da face adaxial, porém com 3 ou 4 estdbmatos anomociticos (Figura 10).
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Figura 10 - Estdmatos encontrados na face abaxial da corola de Calendula officinalis L (fucsina;
40x)

Fonte: A autora.
(->) indicando o estdbmato.

Observou-se também na face abaxial a presenca de tricomas tectores
longos, multicelulares, bisseriados, cbnicos, de &pice arredondado e tricomas
glandulares multicelulares, de pedicelo unisseriado, com trés a cinco células, ou
bisseriado, com trés ou quatro células em cada fileira, ambos com cabeca ovalada,

multicelular e bisseriada (Figura 11).

Figura 11 - Tricomas na face abaxial da corola de Calendula officinalis L. (fucsina; 40X)

Fonte: A autora.
Legenda: (a) tricomas tectores; (b) tricomas glandulares
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Os resultados obtidos na analise microscopica dos cortes oriundos das
flores utilizadas nos experimentos (produto comercial rotulado como caléndula)
estdo em conformidade com preconizado na monografia da espécie Calendula
officinalis L. (BRASIL, 2014) e Farmacopeia Brasileira 62 edigdo (BRASIL, 2019). A
verificacdo da autenticidade do material vegetal € primordial no desenvolvimento
de fitoterapicos pela existéncia de uma grande variedade de espécies de plantas
com caracteristicas botanicas semelhantes e a identificacdo de uma espécie pode

ser realizada por ensaios macro e microscépicos (SOUZA et al., 2010).

Perda por dessecacao

Esse ensaio destina-se a determinar a quantidade de substéancia volétil de
qualquer natureza eliminada nas condi¢cdes do teste. Os valores obtidos foram
calculados pela equacédo descrita no procedimento experimental, que consiste na
diferenca de massa antes e apds a secagem do material botanico em estufa.

A perda por dessecacdo no ensaio com as flores de Calendula officinalis L.
foi de 11,7%. De acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (BRASIL 2019), o
maximo permitido para perda por dessecacgdo é de 12,0%. Portanto, o resultado

obtido esté dentro do limite preconizado.

Doseamento de flavonoides totais nas flores de caléndula

O resultado é fornecido em porcentagem (p/p) de flavonoides totais
calculados como hiperosideo (C21H20012), A média das absorbancias medidas foi
de 0,181 + 0,007 e o teor médio de flavonoides totais encontrado foi de 0,64%.
De acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019), a quantidade de
flavonoides preconizada € de no minimo 0,40%. O teor de flavonoides é um
importante indicador do teor de principios ativos nas flores de caléndula e para a
padronizacao de extratos.

Os flavonoides sédo produtos do metabolismo secundario que, além de
desempenharem funcdes especificas na planta, sdo marcadores ativos importantes

da sua acédo farmacologica. Na averiguacdo da qualidade de determinadas
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espécies de plantas medicinais, os flavonoides devem ser encontrados em teores
preconizados pela literatura cientifica (BRASIL, 2014).

Fatores genéticos, ambientais, periodo de coleta, condicbes de
armazenamento e contaminacdes por microrganismos alteram os teores dos
compostos fitoquimicos, o que pode comprometer as propriedades terapéuticas
(SKOULA et al., 2000; CARVALHO-FILHO et al., 2006). A quantificacdo dos teores
de marcadores fitoquimicos especificos é fundamental para garantir o uso seguro e

racional das plantas medicinais e dos produtos fitoterapicos.

EXTRATOS

Doseamento de flavonoides dos extratos

O teor de flavonoides nos extratos foi expresso em quercetina, conforme a
curva analitica obtida com a substancia padrdo de referéncia. A equacao da reta
da curva de calibracdo foi A = 0,0779 x + 0,0012 (r2 = 0,9992), onde A é a

absorbancia em 425 nm e x a concentracdo (Figura 12).
Figura 12 - Curva de calibragcdo de quercetina
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Fonte: A autora.
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A partir da equacao da reta obtida com quercetina obteve-se o contetdo de
flavonoides dos extratos de Calendula officinalis L, expresso em mg de

quercetina/mL de extrato, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Teor de flavonoides nos extratos expressos em quercetina

Extratos de Absorbancia Quercetina

Caléndula média s (mg/mL) £s Teor %
Extrato 1 0,098 nm + 0,002 1,24 +0,02 0,12
Extrato 2 0,199 nm + 0,006 2,54 +0,07 0,25
Extrato 3 0,312 nm + 0,003 3,98 +0,04 0,40

Fonte: A autora.

Vale ressaltar que os resultados apresentados estdo expressos em termos
de flavonoides totais, calculados como quercetina e ndo como hiperosideo,
conforme expresso para as flores de caléndula.

O extrato de caléndula (3), obtido com maior proporcao de flores apresentou
maior propor¢cdo de flavonoides (0,4%), portanto foi utilizado no preparo dos
hidrogéis de alginato. Os extratos de caléndula sdo empregados em diversas
formas farmacéuticas fitoterapicas, principalmente para uso dermatoldgico.
Conforme as recomendacbes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2004), os extratos das flores de caléndula sao utilizados em preparacfes
de uso tépico, como anti-inflamatério e cicatrizante, cujas propriedades tém sido
atribuidas em grande parte aos flavonoides (HAMBURGER et al., 2003; KHALID;
SILVA, 2010).

A andlise quantitativa de marcadores quimicos € fundamental para o
controle de qualidade de matérias-primas vegetal e fitoterapico, uma vez que
garante a padronizacao dos teores de compostos ativos e a consequente eficacia e
a seguranca dos medicamentos (BARA et al., 2004). Pacheco (2007) afirma que no
mercado brasileiro a grande maioria das matérias-primas vegetais de caléndula
possui teor de flavonoides entre 0,05 a 0,1% e os farmacos que apresentam mais

de 0,1% podem ser consideradas de boa qualidade.
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HIDROGEIS

Caracteristicas organolépticas

Os hidrogéis de alginato apresentaram-se com aspecto semi-sélido, inodoro,
translicido e com estrutura homogénea a temperatura ambiente. Os hidrogéis de
alginato-caléndula também apresentaram aspecto homogéneo e semi-solido,
conforme mostrado na Figura 13, mas com cor levemente amarelo-alaranjado e

odor caracteristico da caléndula.

Figura 13 - Hidrogéis de alginato

:
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Fonte: A autora.
Legenda: (a) hidrogel de alginato; b) hidrogel de alginato-caléndula.

ANALISES FiSICO-QUIMICAS

A avaliacéo fisico-quimica € importante para identificar possiveis alteracdes
na estrutura da formulacdo, nem sempre perceptiveis imediatamente apds o
preparo. Essas andlises podem indicar problemas de estabilidade resultantes de
interacbes entre os componentes ou decorrentes do processo de fabricacéo
(BRASIL, 2004).
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pH

Os valores de pH das formulacfes de hidrogéis estdo dispostos na Tabela

Tabela 2. Valores médios de pH dos hidrogéis

Formulac6es pH médiats
Solucao de alginato de sddio 7,01 +0,01
Hidrogel de alginato (controle) 6,98 + 0,02
Hidrogel de alginato-caléndula 6,09 + 0,02

Fonte: A autora.

E possivel verificar que o pH dos hidrogéis apresentam valores proximos da
neutralidade (pH 7,0) e que a adicdo do extrato de caléndula reduz o pH do
hidrogel. A diminuicdo do pH do hidrogel pode ser consequéncia da presenca de
compostos com propriedades acidas no extrato de caléndula.

A determinacao dos valores de pH é de grande importancia em formulacdes
tépicas. O pH natural da pele é ligeiramente acido. Esse manto ligeiramente acido
existente na pele e parte de agua do filme hidrolipidico que protege as camadas
externas € essencial como barreira protetora da pele. Isso permite neutralizar
agressores alcalinos, inibir o crescimento de bactérias, restaurar e manter o
ambiente acido ideal para a microflora natural da pele. Se o pH da pele se tornar
alcalino, o equilibrio natural é perturbado (UNSONST, 2016).

Verifica-se que as feridas agudas cicatrizam em meio ligeiramente acido,
como uma resposta fisiolégica temporaria, resultante de varios fatores: producédo
de éacido latico, aumento da exigéncia de O? e diminuicdo da perfusao tecidual,
com aumento local de CO? (MENOITA; SANTOS et al.,, 2011). Essa acidose é
fisiolégica e beneficia o processo de cicatrizacao.

O pH é importante no controle do microambiente das feridas cronicas, pois 0
pH do leito das feridas crénicas encontra-se na faixa de 7,15 a 8,9 (MENOITA;
SANTOS et al., 2011). Todas as feridas que apresentam um pH mais alcalino tém
periodos de cicatrizagcdo mais longos (MENOITA; SANTOS et al., 2011).

O pH da superficie cutanea é responsavel por proteger a pele contra

bactérias e fungos e ainda contra infeccdes, alergias, irritagdes e coceiras. I1sso
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ocorre porque o pH encontra-se levemente &cido, variando de 4,8 a 5,8, importante
para promover a fungédo de barreira adequada, atividade microbiana, estrutura e
maturacao do estrato corneo (GONCALVES et al., 2017).

Um produto com o pH proximo da pele € pouco agressivo e, muitas vezes, é
considerado um hidratante. Quanto mais distante do valor do pH natural, mais
agressivo é o produto porque provoca um desequilibrio na pele (DAREZZO, 2017).
O pH ideal de uma formulacéo tépica varia de 5,5 a 8,0. Um valor especifico &
padronizado de acordo com a estabilidade dos componentes, dos compostos
ativos utilizados e da tolerancia biolégica (AULTON, 2005).

O pH do tecido de uma ferida é essencial para que as funcbes celulares
ocorram adequadamente e pode ser afetado por secrecdes e certos antissépticos.
Portanto, deve-se avaliar criteriosamente o0 uso de produtos aplicados no
tratamento de feridas (MORE et al., 2007). De modo geral, considera-se que um
pH mais baixo, proximo do normal, € favoravel para a cicatrizacdo de feridas;
portanto o hidrogel de alginato-caléndula possui um pH adequado ao uso como

cicatrizante.

Densidade

A densidade relativa dos hidrogéis foi avaliada e os resultados estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios de densidade dos hidrogéis apés o preparo

Formulacfes Densidade relativa (g/mL)
Solucao de alginato de s6dio 1,020 + 0,008
Hidrogel de alginato (controle) 1,053 + 0,010

Hidrogel alginato-caléndula 1,050 £ 0,008

Fonte: A autora.

Nota-se que a densidade relativa é ligeiramente maior nos hidrogéis controle
e alginato-caléndula comparada com a solucdo de alginato. Essas formulacdes
possuem composicdo semelhante, uma vez que hidrogel controle também contém
0 solvente extrator utilizado na obtencéo do extrato de caléndula o que explica a

densidade praticamente idéntica. Ndo ha padronizagdo de valores ideais de
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densidade para hidrogéis de uso dermatologico e os valores apenas indicam a

influéncia dos componentes e das respectivas proporc¢des na formulagéo.

Viscosidade

A viscosidade dindmica dos hidrogéis foi avaliada e os resultados estdo na
Tabela 4.

Tabela 4. Valores médios de viscosidade (mPa.s) dos hidrogéis

Solucgéo de
Velocidade alginato de Hidrogel alginato Hidrogel alginato-
viscosimetro (rpm) o (controle) caléndula
sodio
6 rpm 0,169 0,158 0,158
12 rpm 0,108 0,098 0,097
30 rpm 0,058 0,048 0,047
60 rpm 0,040 0,035 0,034

Fonte: A autora.

Pode-se verificar que a solucdo de alginato de sodio apresenta viscosidade
ligeiramente maior quando comparado aos hidrogéis alginato e alginato-caléndula,
a diminuicdo da viscosidade pode ser justificada pela presenca de solvente ou do
extrato na composicado das formulacdes dos hidrogéis. A viscosidade determina a
fluidez do produto e pode influenciar ndo apenas caracteristicas como
espalhabilidade e sensacdo na pele, mas também pode afetar a penetracdo dos

compostos ativos incorporados na formulacéo.

Espalhabilidade

O teste de espalhabilidade baseia-se na resisténcia ao movimento forgado.
Os resultados desse teste correspondem a relacdo entre a area de espalhamento
com a forca aplicada sobre o produto e o esforco limite, relagcdo que corresponde

ao fator de espalhabilidade.
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A espalhabilidade ¢é definida basicamente como extensdo, ou seja,
expansdo que uma formulacdo atinge sobre uma superficie ap0s a aplicacdo em
um determinado tempo (BORGHETTI; KNORST, 2006). E uma das caracteristicas
essenciais das formas farmacéuticas destinadas ao uso topico.

O teste de espalhabilidade das formulagbes com a adicdo sucessiva de
pesos conhecidos permitiu avaliar o espalhamento dos hidrogéis de acordo com o
aumento do raio da area da amostra comparado com o valor inicial. A partir dos
valores de raios médios obtidos foram calculadas as éareas de superficies

correspondentes, conforme apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Espalhabilidade das formulagBes em relacdo ao peso adicionado
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Fonte: A autora.

Nota-se que a espalhabilidade esta diretamente relacionada a viscosidade
das formulagBes. Ao contrario da solucéo de alginato de sodio, a espalhabilidade é
maior nos hidrogéis alginato e alginato-caléndula que possuem menor viscosidade.
Para Giarola (2015), a espalhabilidade é uma caracteristica importante para o tipo
de formulacé@o proposta, sendo responséavel pela transferéncia correta da dose do
farmaco no local de aplicacao.

Uma menor espalhabilidade da formulagdo pode ser considerada uma
caracteristica positiva, visto que diminui a possibilidade de movimentacdo da
formulacdo no local de aplicagdo e oferece possibilidade de aumento da
concentracdo da substancia veiculada pela formulagcdo do hidrogel no local de

aplicagéo. Entretanto, esse aspecto deve ser avaliado por meio de outros ensaios.
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ESTUDO DE ESTABILIDADE DOS HIDROGEIS

O perfil de estabilidade de um produto serve para avaliar o seu
desempenho, seguranca e eficacia, além de sua aceitacdo pelo consumidor. Tem
por objetivo fornecer indicacbes sobre o comportamento do produto, em
determinado intervalo de tempo, frente as condi¢bes ambientais a que possa ser

submetido, desde a fabricac&o até o término da validade (BRASIL, 2004).

Centrifugacao

Todos o0s hidrogéis mantiveram-se estaveis durante o teste de
centrifugacdo. O obijetivo do teste é produzir estresse a formulagéo, simulando um
aumento na for¢a de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas. O teste
de centrifugacéo é realizado como analise preliminar com a finalidade de detectar
caracteristicas de instabilidade das formulacGes e indicativo da necessidade de
reformulagédo (BRASIL, 2004). A instabilidade das formulagdes caracteriza-se pela
separacdao dos componentes, facilmente observado macroscopicamente na forma
de separacao de fases, formacdo de caking (aglomerado) ou coalescéncia. Nao
foram observadas alteragcbes no seu aspecto original das amostras. Portanto, as
formulacdes avaliadas apresentaram-se estaveis e ideais para a continuidade dos

demais testes de estabilidade.

ESTABILIDADE PRELIMINAR

Caracteristicas organolépticas

Como parte do estudo da estabilidade dos hidrogéis, foram realizadas
avaliacbes das caracteristicas organolépticas ao longo do tempo em diferentes
temperaturas de armazenamento. Os parametros avaliados foram cor, odor e
aspecto. Os resultados da avaliacdo organoléptica estdo apresentados nas
Tabelas 6, 7 e 8, conforme as diferentes temperaturas de armazenamento.

Os ensaios organolépticos fornecem parametros que permitem avaliar, de

imediato, o estado em que se encontra a amostra em estudo por meio de analises
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comparativas, com o objetivo de verificar alteracdes como separacdo de fases,
precipitacdo e turvagdo no reconhecimento primario do produto (BRASIL, 2004).

Segundo a normativa do manual da ANVISA (BRASIL, 2004), quando se
avalia o aspecto das formulacdes submetidas ao armazenamento em diferentes
condigbes, o produto deve manter-se integro e com o aspecto inicial em todas as
condicbes, exceto em temperaturas elevadas, em que pequenas alteracbes séo
aceitaveis. Com relacdo a cor e ao odor, as formulacbes devem permanecer
estaveis por no minimo 15 dias, e pequenas alteracdes sdo aceitaveis em
temperaturas mais elevadas.

As formulacbes foram analisadas quanto ao aspecto, cor e odor e
classificadas como segue: (IM) intensamente modificada, (M) modificada, (LM)
levemente modificada e (N) para normal, isto é, sem alteragcdo quanto ao aspecto
original (BRASIL, 2004).

Tabela 6. Avaliagdo macroscopica dos hidrogéis armazenados a 5 °C por 15 dias

Formulacbes 1dia 7 dias 15 dias
Solugéo de alginato de sédio N N N
Hidrogel alginato (controle) N N N
Hidrogel alginato-caléndula N N N

Fonte: A autora.

Ao avaliar-se o comportamento das formulacbes quando submetidas ao
armazenamento em geladeira, ndo foram observadas modificacbes nos

parametros analisados.

Tabela 7 Avaliagdo macroscopica dos hidrogéis armazenados a 25 °C por 15 dias

Formulacbes 1dia 7 dias 15 dias
Solucao de alginato de so6dio N N N
Hidrogel alginato (controle) N N LM
Hidrogel alginato-caléndula N N LM

Fonte: A autora.

Quando as amostras foram avaliadas em temperatura ambiente observou-
se pequenas alteragbes nas suas caracteristicas organolépticas a partir do 15° dia

de armazenamento. Os hidrogéis com extrato de caléndula apresentaram
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alteracdes com intensificacdo da cor amarelo-alaranjada caracteristica do produto,

acompanhado de um ligeiro aumento da turbidez.

Tabela 8. Avaliagdo macroscopica dos hidrogéis armazenados a 45 °C por 15 dias

Formulacbes 1ldia 7 dias 15 dias
Solucéo de alginato de sédio N N LM
Hidrogel de alginato (controle) N LM LM
Hidrogel alginato-caléndula N LM LM

Fonte: A autora.

Giarola (2015), apontou em seu estudo que formulacdes semi-sélidas
sofrem acédo do calor uma vez que temperaturas elevadas aceleram reagdes fisico-
guimicas e quimicas, ocasionando alteracdes na viscosidade, aspecto, cor e odor
do produto. No presente estudo, ficou evidente a contribuicdo da elevacdo da
temperatura (45 ° C) em relacdo as alteracfes da cor, sendo mais acentuadas em
comparacao com as formulacbes armazenadas na geladeira e em temperatura
ambiente.

De modo geral, ao avaliar-se o comportamento das formulacées nas trés
condicBes, a melhor temperatura de armazenamento foi a de 5 + 2 °© C seguida da
temperatura de 25 + 2 © C. Porém, um estudo por tempo mais longo deveria ser

realizado para observar a intensidade de tais alteragdes.

pH

Os valores de pH das formulacdes foram medidos logo apds o preparo e
apos 7 e 15 dias nas diferentes temperaturas de armazenamento.

A medida do pH das formulacdes durante o tempo de armazenamento
permite avaliar se o produto continua apropriado para uma formulacdo de uso
topico. As alterac6es de pH podem acontecer devido a condi¢cBes inadequadas de
transporte e armazenamento das formulagdes (FRANCA et al., 2011).

Os resultados do estudo da variacdo do pH no decorrer do tempo estao
apresentados nas Figuras 15, 16 e 17, conforme as temperaturas de

armazenamento (5, 25 e 45 °C, respectivamente).
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Figura 15 - Valores de pH das formula¢des armazenadas a 5 °C por 15 dias.
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Fonte: A autora.

Observando os valores de pH das formula¢cdes quando armazenados a 5°C,

notou-se minimas alteracdes dos valores inerentes a técnica potenciométrica.

Figura 16 - Valores de pH das formula¢des armazenadas a 25 °C por 15 dias.
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Fonte: A autora.

Segundo normativa da ANVISA (BRASIL, 2004) variacdes de valores de pH
acima de 10% séao consideradas inapropriadas, sendo esse o limite e um critério
para exclusdo de formulacdes. Dessa forma, todas as oscilacbes de pH
encontradas nas formulagbes armazenadas a temperatura ambiente estdo dentro

dos valores preconizados como adequados.
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Pode-se concluir, que as formulagcdes mantidas em geladeira e temperatura

ambiente possuem caracteristicas adequadas em termos de estabilidade.

Figura 17 - Valores de pH das formula¢des armazenadas a 45 °C por 15 dias.
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Fonte: A autora.

Notou-se uma reducdo nos valores de pH das amostras armazenadas em
estufa a 45 © C. Alteracdes de valores de pH acima de 10% séao indicativos de
comprometimento da integridade da formulacdo. Nas amostras em estudo, a
diminuicdo do pH ndo atingiu esse percentual e os hidrogéis permaneceram
estaveis mesmo quando mantidos na estufa a 45 ° C por 15 dias

Akhtar et al., (2010) afirmaram que uma reducdo de pH em diferentes
condicbes de armazenamento pode ser decorrente da producdo de algum
metabdlito acido ou decomposicdo de um dos excipientes durante o processo de

aguecimento.
ENSAIO DE CICATRIZACAO

Retracao das lesfes

A retracdo das lesbes foi avaliada durante o periodo de cicatrizagdo. A
Figura 18 apresenta as imagens do aspecto geral das lesbes dos animais dos
diferentes grupos com o passar do tempo (2, 7, 14, 21 e 28 dias). As lesdes nao

apresentaram sinais de edema ou infecgéo.
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Observa-se uma reducédo progressiva das areas da lesao e nitidamente uma
diferenca entre os grupos tratados com hidrogel de alginato (controle) e hidrogel de
alginato-caléndula (tratamento) nos dias 14 e 21.

Figura 18 - Lesdes durante o ensaio de retragdo das feridas, tratadas com hidrogel de alginato
(controle) e hidrogel alginato-caléndula (tratamento) nos dias 2, 7, 14, 21 e 28.
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Hidrogel alginato-caléndula

Fonte: A autora.

Em termos quantitativos, a retracdo das lesdes, expressa pela area média
das feridas, esta ilustrada na Figura 19. Observa-se uma diferenca estatistica
significativa e maior retracdo das feridas dos animais tratados com hidrogel de
alginato-caléndula no 14° dia (p= 0,005) e 21° dia (p= 0,05).

Na perspectiva do tratamento de feridas, uma cicatrizacdo mais réapida
melhora significativamente a qualidade de vida dos portadores de lesGes cronicas,
deixando a pele flexivel e sem dor durante o movimento e leva a um melhor

resultado estético.
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Figura 19 - Retracdo das areas das les6es (mm?2) dos animais tratados com hidrogel de alginato
(controle) e hidrogel alginato-caléndula (tratamento) nos dias 2, 7, 14, 21 e 28
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Fonte: A autora.
* P < 0,05 quando comparado ao controle.

ANALISE HISTOLOGICA

Apoés o ferimento, a hemostasia e a liberacdo de varios mediadores pro-
inflamatérios iniciam a fase inflamatdria, com o recrutamento de granuldcitos
(células sanguineas responsaveis por combater e eliminar as infecgdes), que
removem o tecido morto e patdogenos na area da ferida (DORANTES; AYALA,
2019).

A analise qualitativa da cicatrizacdo das lesdes evidenciou, nos dias 2 e 7
do pos-cirargico, um denso infiltrado inflamatério em ambos os grupos (Figura 20
A e B), com gradual diminuicdo ao decorrer do tempo. No dia 14, o grupo tratado
com o hidrogel alginato-caléndula apresentou menor quantidade de infiltrado
inflamatorio (Figura 20 F).

No dia 21, o grupo controle tratado com hidrogel de alginato apresentou
maior quantidade de macréfagos (Figura 20 G), fato que pode estar relacionado a
uma fase inflamatéria mais tardia no processo de cicatrizagdo. Uma inflamacéo
temporaria é benéfica no inicio da cura da ferida, enquanto uma fase inflamatéria
prolongada leva a feridas cronicas (GURTNER et al., 2008). Os macréfagos
englobam restos celulares e secretam citocinas, quimiocinas e fatores de

crescimento (HENG, 2011). Sdo capazes de influenciar todas as fases de reparo,
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portanto, a modulacdo de suas funcdes é um importante alvo de estudo nos
processos cicatriciais (KOH; DIPIETRO, 2011).

O objetivo da fase final da cicatrizagcdo, a remodelacdo, € restaurar a
integridade da pele. O numero de células e vasos sanguineos diminui e as fibras
de colageno sofrem um rearranjo, ocorrendo assim uma regressao endotelial
(NERY, 2014).

No presente estudo, no dia 14 observou-se o aumento da quantidade de
vasos sanguineos e fibroblastos em ambos os grupos (Figura 20 E e F). Nos dias
21 (Figura G e H) e 28 (Figura | e J), observa-se uma diminuicdo do infiltrado
inflamatorio e dos vasos sanguineos nos dois grupos. E, ao final, no dia 28, as
camadas da pele em ambos os grupos (Figura | e J) estavam completamente

restabelecidas.

Figura 20 - Fotomicrografia da pele das les6es dos grupos tratados com hidrogel de alginato e
hidrogel de alginato-caléndula nos dias 2, 7, 14, 21 (400x) e 28 (100x)

Hidrogel alginato Hidrogel alginato-caléndula

DIA 2




55




56

DIA 28

Fonte: A autora.
Coloracao: Hematoxilina-eosina (HE). Dias 2, 7, 14 e 21 (aumento 400x) e 28 (aumento 100x).
(D) infiltrado inflamatdrio, (—) macrofago e (*) vaso sanguineo.

Infiltrado Inflamatoério

A resposta inflamatéria € uma etapa importante durante o processo de
cicatrizacdo ao preparar o leito da lesdo para ser reparado. Porém, ndo pode ser
muito pronunciada e nem muito extensa porque prolonga o tempo necessario para
a cicatrizacdo, além de causar distarbios no processo de formag¢do do colageno
(CAMPOS et al, 2008).

A avaliacdo do processo inflamatério das lesdes evidenciou, no 2° dia do
pés-cirargico, um denso infiltrado inflamatério nos grupos controle e alginato-
caléndula, seguido de uma queda progressiva do infiltrado no decorrer do
tratamento até o 28° dia.

Na analise quantitativa das células inflamatérias (Figura 21), o grupo tratado
com hidrogel de alginato-caléndula apresentou diferenca estatistica significativa e
menor quantidade de infiltrado inflamatoério no 14° dia (p= 0,00) e 21° dia (p= 0,00)

guando comparado ao grupo controle.
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Figura 21 - Infiltrado inflamat6rio nos grupos tratados com hidrogel de alginato (controle) e hidrogel
de alginato-caléndula (tratamento) no 2°, 7°, 14°, 21° e 28° dias.

400
% Alginato ® Alginato-caléndula
2 300 4
“0
=
E
= 200 -
=
=] .
®
= 100 % T "
[
) ﬁ M
0 .
T 14 21 28

Tempo (dias)

Fonte: A autora.
* P < 0,05 quando comparado ao controle.

Na analise quantitativa, os macréfagos aparecem em nimero expressivo no
14° dia nas lesdes de ambos os grupos. No entanto, no 21° dia, o grupo tratado
com o hidrogel alginato-caléndula teve diminuicdo significativa (p= 0,004) de
macrofagos, diferindo significativamente do grupo controle. Os resultados mostram
maior niumero de macréfagos no grupo tratado com hidrogel de alginato ao final do
tratamento, fato que pode estar relacionado a uma resposta tardia no processo de
cicatrizacdo, quando comparado com o grupo tratado com o hidrogel de alginato-

caléndula (Figura 22).
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Figura 22 - Macrofagos nos grupos tratados com hidrogel de alginato (controle) e hidrogel de
alginato-caléndula (tratamento) no 2°, 7°, 14°, 21° e 28° dias.
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Fonte: A autora.

* P < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

Na fase inflamatoria, ocorre a migracao de neutréfilos, mondcitos e linfocitos
ao local da lesdo. Os neutrdéfilos sdo os primeiros a chegar e fazem a limpeza do
local da leséo, sdo atraidos por gradientes quimiotaticos e sdo importantes para a
descontaminacao efetiva de feridas. Espécies reativas de oxigénio, como peréxido
de hidrogénio e acido hipocloroso, sdo produzidas para destruir microrganismos
patogénicos. Os neutrofilos sdo substituidos gradativamente pelos macrofagos
(CAMPOS et al., 2008).

Os macréfagos desempenham importante papel na cicatrizacdo, englobam
restos celulares e produzem citocinas que auxiliam na proliferacdo celular e
restauracdo do tecido lesado (HENG,2011). Essas células sdo multifuncionais e
capazes de influenciar todas as fases de reparo, portanto, a modulacdo de suas
funcbes é um importante alvo de estudo nos processos cicatriciais (KOH;
DIPIETRO, 2011).

Existem duas classes de macréfagos: os classicamente ativados ou
macrofagos tipo | que sdo proé-inflamatérios e macréfagos tipo Il que sédo anti-
inflamatorios. Em condi¢cdes adequadas, células tipo | podem se transformar em
tipo Il. O ambiente e 0 momento em que as citocinas sdo produzidas é que

estabelecem sua acéo in vivo (KHANNA et al., 2010).
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Caetano et al. (2014), realizaram seu experimento com ratos submetidos ao
processo cirurgico de inducdo de lesbes, divididos em dois grupos: 1) tratado com
soro fisiologico; 2) tratado com alginato-quitosana. De modo semelhante ao obtido
no presente trabalho, os resultados evidenciaram um aumento do infiltrado
inflamatoério nos primeiros dias, seguido de uma queda progressiva com o decorrer
do tempo.

Muitas propriedades sdo atribuidas a caléndula e seus efeitos estédo
relacionados aos componentes da flor, como sesquiterpenos, alcool, saponinas,
triterpenos, flavonoides, hidroxicumarina, carotendides, taninos e 6leos volateis
(NAEINI; SHAFLEI, 2012).

A atividade anti-inflamatoria relatada para os extratos das flores de Calendula
officinalis esta relacionada a sua acgdo cicatrizante, ja que em muitos casos o
processo inflamatério normal que acompanha a cicatrizacéo e a formacéo do tecido
de granulacdo pode estar exacerbado (BRASIL, 2014). Uma inflamacéo temporaria
€ benéfica no inicio da ferida, enquanto uma fase de inflamacao prolongada leva a
incidéncia de feridas cronicas. Os triterpenos das flores de caléndula podem
equilibrar o efeito inflamatério e pode ser benéfico em casos de feridas que sdo
acompanhadas por uma inflamacéo continua (GURTNER et al., 2008).

Extratos de Calendula officinalis L. mostraram propriedades anti-
inflamatérias e de cicatrizacao de feridas, essas propriedades foram associadas a
ésteres de acidos graxos triterpendides e ésteres de faradiol (EGLSEER et al.,
1997). Os triterpendides sao apresentados como principais ativos antiinflamatérios
da caléndula. Dentre eles, o monoéster de faradiol parece ser o principio mais
relevante devido a sua prevaléncia quantitativa (DELLA et al., 1994).

No modelo animal de cicatrizacdo de feridas, emuls@es de fase gel lamelar
contendo 6leo de caléndula mostrou um aumento no recrutamento de leucécitos
para a ferida nos dias 2 e 7, mas reduziu o recrutamento de leucocitos apos 14 e
21 dias, em comparac¢ao com o controle (OKUMA, 2013), de modo semelhante ao
obtido no presente trabalho.

A atividade anti-inflamatéria do extrato etanélico da caléndula foi atribuida a
diminuicdo da exsudacao serosa, da hiperemia, da deposicdo de fibrina e da

hiperplasia epidermal, além de resultar em crostas mais delgadas e umedecidas.
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Assim, o extrato etandlico da caléndula atuou de forma positiva sobre a atividade

cicatricial em feridas cutéaneas de ratos (PARENTE et al., 2012).

Angiogénese

A angiogénese, formacdo de novos capilares a partir de vasos pré-
existentes, é indispensavel para a cicatrizagdo bem sucedida de feridas, E
estimulada pelas células endoteliais e pelos macrofagos (MENDONCA;
COUTINHO-NETO, 2009). Participa da formacdo do tecido de granulacdo e
fornece oxigénio e nutrientes para o tecido em crescimento.

A avaliacdo da angiogénese ap0s o tratamento das lesbes mostra um
aumento no nimero de vasos sanguineos no 14° dia, seguido da sua redugdo no
decorrer do tratamento até o 28° dia nos dois grupos: controle e hidrogel alginato-
caléndula. Nao houve diferenca significativa entre os grupos, conforme ilustrado na

Figura 23.

Figura 23 - Vasos sanguineos nos grupos tratados com hidrogel de alginato (controle) e hidrogel de
alginato-caléndula (tratamento) no 2°, 7°, 14°, 21° e 28° dias.
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novos vasos sanguineos no local da ferida, restringindo a entrada de células
inflamatdrias, nutrientes e oxigénio (BUZZI et al., 2016).

Dentre as propriedades da Calendula officinalis estd a ativacdo da
angiogénese no tecido lesado. Um estudo usando extrato de caléndula demonstrou
atividade angiogénica aumentadas em membranas corioalantbicas de frango e
feridas cutaneas em ratos (BUZZI et al., 2016).

Entretanto, no presente estudo a adicdo de extrato de caléndula né&o
resultou em estimulo & angiogénese superior ao do hidrogel de alginato (controle).
Fato que pode ser atribuido ao hidrogel de alginato também favorecer condicdes
ideias para o processo de cicatrizacdo, como 0 meio Umido. Curativos de alginato
sdo encontrados no mercado e comumente utilizados no tratamento de feridas

cutaneas.

Fibras colagenas

O colageno é a principal proteina da matriz extracelular e a mais abundante
no tecido conjuntivo durante o processo de cicatrizacdo. Ha varias formas de fibras
coldgenas, com diferentes estruturas quimicas e fungbes bioldgicas. O colageno
tipo 11, constituido de fibras finas, € considerado uma matriz temporéaria durante a
remodelacdo do tecido e um constituinte essencial na formacédo do tecido de
granulacao. O colageno tipo | representa 90% do total no organismo e sua principal
funcdo é proporcionar resisténcia a tensdo, gracas a espessura das fibras
(MINAMOTO, 2007).

No presente trabalho, foi possivel observar fibras avermelhadas, grossas e
uniformes, caracteristicas do colageno tipo | em quantidade superior no grupo
tratado com o hidrogel alginato-caléndula. No grupo controle, ha o predominio de
fibras verdes, finas e desorganizadas caracteristicas do colageno tipo lll. As

imagens ilustrativas estdo apresentadas na Figura 24.
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Figura 24 - Aspectos das fibras de colageno tipo | e tipo Il dos grupos tratados com hidrogel de
alginato (controle) e hidrogel de alginato-caléndula (tratamento) nos dias 14, 21 e 28

Hidrogel alginato Hidrogel alginato-caléndula

Fonte: A autora.
Coloracao: Picrosirius red (aumento 100X). Colageno tipo Il (verde) e fibras tipo | (vermelhas)
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Durante a fase de maturacao da cicatrizacdo de feridas, as fibras colagenas
remodelam-se e mudam de orientagcdo com aumento das ligagbes cruzadas e
consequente aumento da resisténcia. As fibras finas tipo Ill, de natureza transitoria,
diminuem gradualmente enquanto as do tipo I, mais espessas, aumentam. As
metaloproteinases de colageno, liberadas pelos fibroblastos e macrofagos,
degradam o colageno tipo Il do tecido de granulacéo e o substituem por colageno
tipo I, que é posteriormente reorganizado em fibrilas paralelas, formando uma
cicatriz de baixa celularidade (EL SHERIF et al., 2006).

Os resultados da analise das fibras de colagenos estdo apresentados nas
Figuras 25 e 26.

Figura 25 - Fibras colagenas Tipo Il nas lesdes dos grupos tratados com hidrogel de alginato
(controle) e hidrogel de alginato-caléndula (tratamento) nos dias 14, 21 e 28.
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Fonte: A autora.
* P < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

Observa-se uma diminuicdo progressiva de fibras colagenas Tipo Il em
ambos os grupos. Comparado ao grupo controle, o grupo tratado com hidrogel de
alginato-caléndula apresentou um numero significativamente menor de fibras de
colageno do Tipo 11l no 14° (p= 0,03) e 21° dias (p= 0,01).

Na andlise quantitativa de fibras coldgenas Tipo |, observa-se um
progressivo aumento em ambos o0s grupos. Entretanto, o grupo tratado com
hidrogel de alginato-caléndula apresentou um numero significativamente maior de

fibras de colageno do Tipo | no 14° (p= 0,00) comparado ao grupo controle.
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Figura 26 - Fibras colagenas Tipo | nas les6es dos grupos tratados com hidrogel de alginato
(controle) e hidrogel de alginato-caléndula (tratamento) nos dias 14, 21 e 28.
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Fonte: A autora.
* P < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

Resultados semelhantes foram descritos em um estudo sobre o efeito de
diferentes concentracbes de gel de Calendula officinalis sobre a producéo de
colageno na cicatrizagdo. No experimento, 65 ratos foram divididos em trés
grupos: controle, placebo e grupo de tratamento. A producéo de colageno no grupo
tratado com gel a 7% foi significativamente maior do que nos grupos placebo e
controle. A aplicacéo topica do gel Calendula officinalis no 14° dia foi mais eficiente
do que nos demais dias, evidenciando significativa atividade sobre a sintese de
colageno (NAEINI; SHAFLEI, 2012).

O efeito do extrato da flor de Calendula officinalis foi investigado em
gueimaduras induzidas em ratos. As queimaduras na regido dorsal dos animais
foram tratadas com diferentes doses do extrato das flores. Os animais que
receberam a aplicacéo do extrato apresentaram melhora significativa na cicatrizacao
guando comparados com os do grupo controle (ndo tratados). Entre os indicadores
da cicatrizacdo, o conteudo de colageno aumentou significativamente no grupo
tratado, indicando a contribuicdo do extrato de caléndula no processo cicatricial
(CHANDRAN; RAMADASAN, 2008).

Portanto, ficou demonstrado que a adicdo de extrato de caléndula ao hidrogel
de alginato favoreceu a sintese de colageno Tipo | e, consequentemente, contribuiu

para a cicatrizacao.
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6. CONCLUSAO

Os ensaios de caracterizacao fisico-quimica e organoléptica e o teste de
estabilidade preliminar evidenciaram que o hidrogéis de alginato possuem
caracteristicas adequadas para a aplicacdo em feridas cutdneas e mantém-se
estaveis com a adigdo do extrato de caléndula, principalmente sob-refrigeracéo e
na temperatura ambiente. Os ensaios de estabilidade acelerada deverdo ser
realizados para determinar o prazo de validade do produto.

O ensaio in vivo mostrou que a adicdo do extrato de caléndula ao hidrogel
potencializa o efeito cicatrizante do alginato através da seguintes evidéncias:
menor tempo para o fechamento das lesdes, menor quantidade de infiltrado
inflamatério (neutrofilos e macrofagos) e estimulo da sintese de colageno.
Portanto, o hidrogel de alginato-caléndula apresenta potencial para o emprego no

tratamento de feridas cutaneas.
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