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RESUMO

A Quitosana e a Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis apresentam propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas com potencial terapéutico na reparacao de feridas cutdneas. Sendo assim,
o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de cicatrizagdo cutinea de membranas de
quitosana com ou sem incorporacdo de extrato vegetal, mediante aplicacdo em 60 ratos machos,
da linhagem Wistar, com pesos entre 250 e 300g, com aprovacdo no comité de ética em uso de
animais. Para tanto, foram divididos aleatoriamente em 4 grupos, sendo controle negativo, MQ
0%, MQ 5% e MQ 20% em tempos de 7, 15 e 30 dias. Uma vez implantados os biomateriais, e
cumpridos os tempos preestabelecidos, os tecidos foram removidos em bloco, processados,
corados com tricromico de masson e analisados em microscopia de luz, avaliando-se infiltrado
inflamatoério, vascularizacdo, cicatrizacdo, colagenizacdo, intensidade de coloracdo das fibras,
edema, necrose tecidual e células gigantes multinucleadas. Os resultados mostraram presenca
de infiltrado inflamatério intenso para os grupos MQ 0% e MQ 5% comparativamente ao
Controle em 7 dias e leve/ moderado para MQ 20%; vascularizacdo induzida até o 15° dia para
todos os grupos, com posterior declinio; cicatrizacdo completa para MQ 20% com
colagenizagdo expressiva no tempo de 7 dias; e edema, necrose tecidual e células gigantes
multinucleadas como eventos ndo significativos em todos os grupos e tempos avaliados.
Conclui-se que os biomateriais testados desempenharam papel significativo na inducio do
reparo tecidual, modulando a reacdo inflamatéria e atuando na reepitelizacdo de feridas
cutaneas.

Palavra-chave: Quitosana. Cicatrizacdo. Fitoterapia.



ABSTRACT

Chitosan and Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis have physico-chemical and
biological properties with therapeutic potential for repairing skin wounds. The objective of this
study is to evaluate the healing potential of chitosan membranes with or without incorporation
of plant extract, by applying it to 60 male Wistar rats, weighing between 250 and 300g, from
the Cuité campus of the Federal University of Campina Grande (UFCG), as approved by the
ethics committee the use of animals. To this end they were randomly divided into 4 groups,
Control, MQ 0%, MQ 5% and MQ 20% in times of 7, 15 and 30 days. Once the biomaterials
were implanted and the pre-established times were fulfilled, the tissues were removed en bloc,
processed, stained with masson's trichrome and analyzed under light microscopy, evaluating
inflammatory infiltrate, vascularization, healing, collagenization, fiber staining intensity,
edema, tissue necrosis and multinucleated giant cells. The results showed the presence of an
intense inflammatory infiltrate for the MQ 0% and MQ 5% groups compared to the Control in
7 days and mild / moderate for MQ 20%; vascularization induced until the 15th day for all
groups, with subsequent decline; complete healing for MQ 20% with expressive collagenization
in 7 days; and edema, tissue necrosis and multinucleated giant cells as non-significant events
in all groups and times evaluated. It is concluded that the tested biomaterials played a significant
role in inducing tissue repair, modulating the inflammatory reaction and acting in the
reepithelization of skin wounds.

Keyword: Chitosan. Healing. Phytotherapy.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Esquema da sintese de quitosana pelo método quimico..........ccccceeverrieennnenne 19
Figura 2. Estrutura quimica da qUItOSaNa............ceeuieeriiiiniiiieniieeniee e e ssieee e 20
Figura 3. Planta Cissus verticillata (L.) Nicolson e CE Jarvis: A - hastes floridas com
inflorescéncias jovens e uma haste jovem com gavinhas. B - vista dorsal do mesmo
caule florido. C - regido entre o caule e a raiz. D - um caule mais antigo. E - uma raiz
com casca parcialmente removida. F - sistema radicular inteiro. G - inflorescéncias.
H - botdes de flores e uma flor. J - frutas maduras. Barras de escala: A - 3 cm. B, E,
G H-2cm.C,D,J-1Cm. F-d CMucoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae 23
Figura 4. Membranas de quitosana sem/com extrato vegetal. Visdo Macroscpica das
membranas. Visdo Superior da MQ 0% (A). Visdo Superior da MQ 20% (B)
Membranas cortadas com drea de 1,00cm? para implantaciio nos animais, C1: MQ
0%, C2: MQ 5% € C3: MQ 209 (C)..cvvitieiieiiiiieiieieeteeitesie ettt 34
Figura 5. Anestesia por injecao intreperitoneal...........coceeveeriiiiieniiieniieeeeieeiee e 35
Figura 6. Incisdo de aproximadamente 15 mm de comprimento, realizada na pele e
fascia muscular do animal e introducao do biomaterial na loja cirtrgica........................ 36
Figura 7. Sintese da ferida dorsal com pontos simples mononylon 5-0...........c...c......... 36

Figura 8. Percentual e intensidade de fibroplasia das amostras por meio da técnica

histoquimica do Tricromico de Masson. 40X) ......cccceevverveerieirieneenieenee e 38
Figura 9: Intensidade do infiltrado inflamatério no periodo de tempo de 7 dias.......... 41
Figura 10: Presenca de vascularizac¢io no periodo de tempo de 7 dias..........cceeveeennennne 42
Figura 11: Processo de cicatrizagdo no periodo de tempo de 7 dias.........cccceeeceereennenne 42
Figura 12: Quantidade de fibras coldgenas no periodo de tempo de 7 dias.................... 43

Figura 13: Intensidade de coloracdo do coldgeno no periodo de tempo de 7 dias.......... 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Média dos escores atribuidos as membranas, apds os intervalos de tempo
de 7, 15 e 30 dias, para as oito condig¢des

AVALIAAS. .. ettt ettt e e e e e ettt e s e s e e et e saa e s esetetaa e sesetenrraaas



Cm
cm

pH

kDa

H+

Mg
Ml
%
Kg

LISTA DE SIMBOLOS

Beta

Centimetro
Centimetro quadrado
Escala numérica adimensional de acidez ou basicidade
de uma solucao aquosa
Grama

Kilodalton

Mais ou menos

Marca registrada
Miligrama

Mililitro

Porcentagem

Quilograma



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DNA Deoxyribonucleic acid

EGF Fator de crescimento epidérmico humano

FDA Food and Drug Administration

FGF Fator basico de crescimento de fibroblastos

GC Grupo Controle

MEC Matriz extracelular

MQ 0% Membranas de quitosana sem extrato vegetal

MQ 5% Membranas de quitosana com 5% do extrato vegetal
MQ 20% Membranas de quitosana com 20% do extrato vegetal
PMN Polimorfonucleares

SLCF Sistema de liberacao controlada de farmaco



SUMARIO

LINTRODUGAO. ... 16
2 FUNDAMENTACAO TEORICA ... 18
2.1 BIOMATERIALIS.........oooomieiieeeeeeeeeseeeeeeee s esesseee s eseseee s see s snnens 18
2.3 QUITOSANA . .....ooieeeeeeeeeeeeeee e nesnens 19
2.4 MEMBRANA DE QUITOSANA.........ooimieieeeeeeeeeseeseseeesesee s, 21
2.5 CISSUS VERTICILLATA (L.) NICOLSON & C.E. JARVIS.......coccvvoveieiiereernnnn, 22
2.6 CICATRIZACAO TECIDUAL..........ooovoveeeeeeeeeeeeseseeeeeeeee e, 23
2.7 ENSAIOS i1 vivo EM ANIMALIS.........o.ovoiieeieeseeseseeeeeeeeeee s, 25
REFERENCIAS.........oooomoeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
BARTIGO ..., 32
4 CONSIDERACOES FINAIS..........ooooioiiieeeeeeeeee e 52
ANEXOS.......ooooooeeoeeeeeeeeeee e 53
ANCXO Ao 53
ANCXO B —————————————————————— 57



16

1 INTRODUCAO

Historicamente, mesmo sem conhecimento cientifico, o homem fez uso da natureza
como fonte de materiais para resolver demandas e problemas associados ao seu estilo de vida.
Com o decorrer do tempo, a partir do desenvolvimento de processos e dos biomateriais, foi
entdo possivel estabelecer relagdes entre as propriedades dos materiais e a aplicacdo dos
mesmos em meio biologico (ROSENDO, 2016).

A definicdo mais difundida para biomaterial é a empregada pela American National
Institute of Health, descrevendo-o como qualquer substincia ou combinagdo de substancias,
que ndo drogas, sintéticas ou de origem natural, que podem ser usadas por qualquer periodo de
tempo, e que aumentam ou substituem parcialmente ou totalmente qualquer tecido, 6rgao ou
funcdo do corpo, a fim de manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo (BERGMANN;
STUMPF, 2013).

Dentre os biomateriais esta a quitosana que € um polissacarideo natural, linear, derivado
da quitina que pode ser total ou parcialmente desacetilado (WASUPALLI; VERMA, 2018).
Uma caracteristica deste polimero € a presenca de grupos amino ao longo da cadeia polimérica
que permite formar complexos com moléculas anidonicas, como lipidios, DNA, proteinas e
polimeros sintéticos carregados negativamente (GEORGOPOULOU et al., 2018).

Este polissacarideo apresenta vérias propriedades bioldgicas como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atividade antimicrobiana, ndo toxicidade, ndo imunogenicidade, analgesia
e hemostasia, atuando no reparo tecidual através do crescimento, fixagdo e proliferagdo celular
(DUTTA, 2016; ROSENDO, 2016). Além disso, apresenta grande versatilidade quanto a sua
aplicacdo e funcionalidade (ROSENDO, 2016).

A quitosana € um dos biomateriais mais usados em pele e sua aplicacdo € aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA). Ela promove a infiltracao de células polimorfonucleares
e estimula fortemente a proliferacdo de fibroblastos da pele humana, auxiliando o processo de
cicatrizacdo de feridas (GEORGOPOULOU et al., 2018). Devido a sua estrutura, € usada para
liberacdo de biofarmacos e também de moléculas bioativas, como Fator Basico de Crescimento
de Fibroblastos (FGF) e Fator de Crescimento Epidérmico Humano (EGF) (MOMENI et al.,
2018). Suas propriedades mucoadesivas naturais permitem, ainda, o desenvolvimento de
sistemas de transporte de farmacos bioadesivos que podem se ligar a mucosa intestinal,
melhorando o tempo de permanéncia de farmacos em seu limen e, consequentemente, sua
biodisponibilidade MUKHOPADHYAY et al., 2012; SANTOS et al., 2018).

Considerando a biodegradacdo lenta e continua da molécula de quitosana, drogas
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sintéticas e vegetais podem ser incorporadas a estes biomateriais para atuarem no reparo de
tecidos, hemostasia, analgesia, assim como outras propriedades referentes a droga (JENNINGS,
BUMGARDNER, 2016).

Ressalta-se assim, que as plantas s3o amplamente utilizadas como fontes
medicamentosas para o tratamento de diversas doencas e afec¢cdes em seres humanos, e até em
animais, desde os tempos primitivos (CAETANO et al., 2015).

Uma planta bastante utilizada na cura de abcessos, inflamagdo e hemorragia é a Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis, que pertence a familia Vitaceae, e € difundida
popularmente pelo nome de “Insulina” (DROBNICK, DE OLIVEIRA, 2015). O seu
desempenho como cicatrizante em ensaios pré-clinicos em coelhos mostrou-se como potencial
alternativa terapéutica no tratamento de reparacdo de feridas da pele (BRAGA, 2008;
MILLHER et al., 2015).

Virios estudos farmacoldgicos de acdo hipoglicemiante e antilip€mico tém sido
realizados com extratos fluidos, decocto, infuso e extrato aquoso de Cissus verticillata (L.)
Nicolson & C. E. Jarvis, em ratos normais e diabéticos agudos e cronicos, avaliando-se a sua
atuacdo na reducdo da glicemia e dos triglicerideos nos mesmos (BRAGANCA, 1996;
LIZAMA, MARTINEZ; PEREZ, 2000).

Dessa forma, e em virtude das evidéncias supracitadas, buscou-se realizar testes in vivo
das membranas de quitosana com e sem incorpora¢do de extrato de insulina, a fim de avaliar o
processo de cicatrizagdo tecidual com participagdo das mesmas, tendo em vista a possibilidade

de aplicacdo de um novo biomaterial com tecnologia e materiais nacionais.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 BIOMATERIAIS

Com o progresso da tecnologia os biomateriais passaram, cada vez mais, a ser
explorados na medicina e na industria para diversas aplicagdes, principalmente no
desenvolvimento de sistemas de transporte controlado de farmacos (JAYAKUMAR;
PRABAHARAN; MUZZARELLLI, 2011).

Os avancos das pesquisas em regeneracdo tecidual apresentam uma nova geracio de
biomateriais que se assemelham cada vez mais a Matriz Extracelular (MEC) natural fornecendo
um ambiente de suporte para manter a adesdo, migracdo, expansio e diferenciacdo celular
dentro do corpo. Essa geracdo de biomateriais pode ser categorizada de acordo com sua
natureza como: natural, sintético ou combinado (HIEW; SIMAT; TEOH, 2018).

Os materiais naturais podem atuar como materiais reparadores para a regeneracdo de
tecidos, como o coldgeno e elastina, pois contém constru¢des semelhantes aos tecidos de origem
(GARROS et al., 2006).

Os materiais a base de proteinas s@o conhecidos por serem apropriados para aplicacdes
de engenharia de tecidos uma vez que as proteinas sdo vitais e fornecem estrutura para os
mesmos. Os polissacarideos atuam como materiais de suporte, ja que sdo capazes de manter a
estrutura da MEC e suas aplicacdes incluem diferenciacdo de células-tronco, transplante e
reparo de feridas (RONG; CORRIE; CLARK, 2017; GHASSEMI et al., 2018).

Os materiais que funcionam imitando as caracteristicas reguladoras e a complexidade
dos biomateriais naturais sao definidos como sintéticos. Estes podem ser a base de polimeros,
metais, ceramicas e grafenos. As vantagens do uso dos sintéticos sobre os derivados de fontes
naturais incluem a alta reprodutibilidade, degradacao controldvel, propriedades mecanicas e
facilidade de composi¢do controlavel dos materiais (DAWSON et al., 2008; HERMAWAN;
DJUANSJAH; RAMDAN, 2011; DONG; QI, 2015).

No entanto, materiais sintéticos apresentam muitas vezes falta de adesao celular local,
auséncia de sinalizacdo de reconhecimento celular e hidrofobicidade intrinseca, portanto,
precisam ser reestruturados para gerar sinais quimicos que permitam a cultura e a adesao celular
(ASHAMMAKH]I, 2009; HIEW; SIMAT; TEOH, 2018).

Para contornar as deficiéncias dos biomateriais sintéticos foi realizado a combinagdo

com os naturais. A unido de materiais sintéticos e naturais superam a limita¢ao do uso exclusivo
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de polimeros sintéticos, promovendo o suporte da adesdo e proliferacao celular adequadas aos

arcaboucos tridimensionais (DONG:; QI, 2015).

2.2 QUITOSANA

A quitosana é um biopolimero hidrofilico, de baixo custo, renovavel e biodegradavel,
de grande importancia econdmica e ambiental. Trata-se de um polissacarideo semicristalino,
contendo residuos de N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina dispostos em dimensao linear
(SPIN-NETO et al., 2008).

Sua descoberta se deu primeira vez em 1811, em um cogumelo, por um pesquisador
francés chamado Henri Braconnot. Posteriormente, pesquisadores descobriram fontes
alternativas, a partir de fungos, espécies aqudticas e outros organismos Vivos terrestres
(HALIM; PERIAYAH; SAAD, 2016.). Dentre estes, crusticeos e micélios fingicos que foram
amplamente utilizados em escala industrial, especialmente pela disponibilidade natural e custos
de obten¢dao (DHILLON et al., 2013).

Dentre os métodos de extracdo de quitosana destacam-se os tratamentos quimico e
enzimatico. O método quimico (Figura 1) ¢ amplamente aplicado devido ao seu custo-beneficio
e de grande producdo em massa, através do processo de desacetilacdo quimica, principalmente,
de crusticeos (CHEUNG et al., 2015). Este método envolve etapas de desmineralizacdo,
desproteinizagdo, descoloragdo e desacetilacdo. Durante o processamento, as cascas dos
crusticeos sao desmineralizadas com o emprego de cloreto de hidrogénio e desproteinizadas
com hidréxido de sédio para remover residuos de minerais e proteinas, respectivamente. Em
seguida, os tratamentos com 6xido de potdssio e manganés removem as moléculas pigmentadas,
resultando em quitina transparente. Finalmente, a quitina € submetida a tratamento alcalino para

formar a quitosana (MADNI et al., 2021).

v \‘
( Chemical treatment \
Crustaccan . — — — L )
shell —+ Demincralization Deproteinization [—- Decolorization (- ) Chitin — Deacetylation
Hel ] KMnO, | i
\ Chitosan /

Figura 1 — Esquema da sintese de quitosana pelo método quimico. Adaptada (Madni,

2021).
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A molécula de quitosana possui natureza catidnica, devido a presenca do grupo amino
(NH2) em sua estrutura (Figura 2). Essa carga positiva auxilia na formacdo da matriz
extracelular ao atrair moléculas com carga negativa, como proteoglicanos (SIVASHANKARI;
PRABAHARAN, 2016); e a presenca do grupo hidroxila (OH) na estrutura que também atrai
moléculas carregadas positivamente para aumentar o potencial da ligacio (RAHMANI DEL

BAKHSHAYESH et al., 2018).

CH,
O

M

OH -
0~
0
NH,’ OH
L An

D-glucosamine N-acetyl-D-glucosamine

Figura 2 — Estrutura quimica da quitosana. (Madni, 2021).

Além das atracOes eletrostaticas, esses grupos funcionais auxiliam na modificagcdo da
quitosana, melhorando assim suas propriedades mecanicas e bioldgicas para trazer novas
propriedades funcionais e aplicagdes praticas promissoras (RUIZ; CORRALES, 2017).

A quitosana € insoluivel em dgua, em solventes orginicos e em bases, mas € solivel na
maioria das solugdes de 4cidos organicos com pH inferior a 6 (DAMIAN et al., 2005); seu peso
molecular pode variar de 30 a 1000 kDa e o grau de desacetilacdo de 50 a 95%, o qual depende
principalmente de sua fonte e método de preparacdio (WASUPALLI; VERMA, 2018).

Suas propriedades biologicas incluem biocompatibilidade, biodegradabilidade,
atividade antimicrobiana, ndo toxicidade, ndo imunogenicidade, analgesia e hemostasia
(ROSENDO, 2016). Além disso, a quitosana aliada a materiais naturais poliméricos e
bioceramicas pode ser aplicada para a regeneracao de tecidos (MEDEIROS et al., 2016). Sendo,
portanto, um material ideal para curativos de feridas, Sistema de Liberacdo Controlada de
Farmacos (SLCF), scaffolds e biomembranas, agindo no processo de regeneracdo tecidual

(CROISIER; JEROME, 2013; WASUPALLI; VERMA, 2018).
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E um dos biomateriais mais usados em pele e sua aplicagio é aprovada pelo Food and
Drug Administration. Esta promove a infiltracio de células polimorfonucleares e estimula
fortemente a proliferacdo de fibroblastos da pele humana, portanto, auxiliando o processo de
cicatrizagdo de feridas (GEORGOPOULOU et al., 2018). Devido a sua estrutura, € usada para
liberacdo de biofarmacos e também de moléculas bioativas, como por exemplo FGF e o EGF
(MOMENI et al., 2018). Outra acao da quitosana € sobre as plaquetas promovendo a liberacao
do fator de crescimento derivado de plaquetas AB e fator de transformagao do crescimento B1,
que desempenham papel importante na cicatrizacdo (DUTTA, 2016).

Essas caracteristicas quimicas e biol6gicas da quitosana estimulam pesquisas no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo para uma ampla gama de agentes biol6gicos (DEEPA
DEEPA; JAYAKUMAR; CHENNAZHI, 2018). Suas propriedades mucoadesivas naturais
permitem o desenvolvimento de sistemas de transporte de farmacos bioadesivos que podem se
ligar a mucosa intestinal melhorando o tempo de permanéncia de farmacos no limen intestinal
e, consequentemente, sua biodisponibilidade (MUKHOPADHYAY et al., 2012; SANTOS et

al., 2018). Dentre as formas de apresentacdo da quitosana, cabe destacar as membranas.

2.3 MEMBRANAS DE QUITOSANA

O potencial de constru¢cdes membranosas a base de quitosana € amplamente explorado
dentro da drea de engenharia de tecidos. As membranas de quitosana possuem uma adequada
resisténcia mecanica aliada a uma permeabilidade molecular seletiva. Por ser um material
seletivamente permedvel surgiu como bom candidato para emprego em liberacdo controlada de
medicamentos no meio gastrintestinal € na mucosa oral, tendo sido proposto utilizd-la como
material para a liberacdo de antibidticos para a reducdo bacteriana local em aplicacdes orais
(TAKEUCHI et al., 2003).

Virios estudos tém sido desenvolvidos associando-se a quitosana a farmacos, com
finalidades diversas. Holanda (2011) desenvolveu e avaliou membranas de quitosana
reticuladas com o tripolifosfato de sédio (TPP), concluindo que as mesmas apresentaram
viabilidade para serem utilizadas como biomaterial em sistema de liberacdo controlada de
insulina.

Liu e colaboradores (2019) avaliaram membranas de quitosana-aloevera-curcumina na
promocdo da regeneracdo do tecido cutaneo em feridas de espessura total. Os ensaios in vitro
mostraram caracteristicas fisico-quimicas adequadas e atividades antimicrobianas contra os

microrganismos testados. Além disso, células de fibroblastos de camundongo NIH-3T3
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cultivadas em membrana modularam de forma eficiente a proliferacdo de células. Assim, o
composto de membrana carregado com curcumina tem a capacidade de promover a cicatrizagao
eficaz de feridas, juntamente com o controle de patdgenos.

Rosendo (2016) avaliando membranas de quitosana observou que o processo utilizado
para a obtencdo das mesmas a partir de uma matriz polimérica de quitosana e de quitosana /
Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis mostrou-se eficaz, e que a superficie das
membranas se apresentou de maneira uniforme, lisa e plana.

As membranas de quitosana além de serem empregadas em sistemas de liberagdo de
farmacos, sdo amplamente utilizadas em outras aplicagdes, como: empacotamento de

alimentos, pele artificial e cicatriza¢do de ferimentos (CHEN et al., 2019).

2.4 CISSUS VERTICILLATA (L.) NICOLSON & C.E. JARVIS

Trata-se de uma planta origindria da Repuiblica Dominicana (CANO; VOLPATO,
2004). Seu género Cissus € o maior da familia Vitaceae, sendo constituido de cerca de 350 a
400 espécies de trepadeiras, com uma distribui¢io pantropical (BELTRAME et al., 2001).

Ao longo dos anos, ela recebeu varios nomes, incluindo: C. cordifolia L., Viscum
verticillatum L. e Vitis sicyoides (L.); e na literatura, a planta € conhecida também como Cissus
sicyoides e popularmente difundida pelo nome de “Insulina” (DROBNIK; DE OLIVEIRA,
2015).

Estudos etnofarmacolégicos envolvendo preparacdes de folhas constataram que o
extrato aquoso de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis apresentou efeito anti-
inflamatério (GARCIA et al., 2000), efeito citostatico (LIZAMA et al., 2000) e vasoconstritor
(GARCIA et al., 1997). Posteriormente, Barbosa et al. (2002), Pepato et al. (2003) e Viana et
al. (2004) comprovaram que extratos aquosos de folhas desta planta possuem agdo
hipoglicemiante e anti-lip€mica; além disso, o extrato metandlico possui uma agdo
gastroprotetora (FERREIRA et al., 2008).

Na medicina tradicional do Brasil, as partes aéreas da planta s@o utilizadas contra
reumatismo, epilepsia e acidente vascular cerebral, e também no tratamento de diabetes mellitus
tipo 2 (VIANA et al., 2004, OLIVEIRA, 2012).

Na medicina popular é administrado como um chd preparado a partir das partes
vegetativas (OLIVEIRA, 2012), ou por meio de uma decoccao foliar com fungdes amplamente

conhecidas, como reduzir a glicemia sanguinea (LINO et al., 2007). Outras acdes
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medicamentosas confirmadas até agora sdo: anti-inflamatéria (GARCIA et al., 2000) e
anticonvulsivante (MEDEIROS et al., 2002).

Em estudos anatdomicos e histoquimicos foram observados idioblastos em todo o corpo
vegetativo da planta (Figura 3), que se constituem como sitios de secrecdo de compostos
fendlicos, principalmente taninos, 6leos essenciais e polissacarideos, incluindo mucilagem.
Essas células sdo as principais responsdveis pelas atividades farmacoldgicas da planta
(OLIVEIRA, 2012). Os compostos fendlicos e os 6leos essenciais determinam a utiliza¢do na

medicina tradicional contra vérias doengas, por exemplo, inflamacdo geral e hemorragia

(SIMOES et al., 2004).

Figura 3 — Planta Cissus verticillata (L.) Nicolson e CE Jarvis: A - hastes floridas com
inflorescéncias jovens e uma haste jovem com gavinhas. B - vista dorsal do mesmo caule
florido. C - regido entre o caule e a raiz. D - um caule mais antigo. E - uma raiz com casca
parcialmente removida. F - sistema radicular inteiro. G - inflorescéncias. H - botdes de flores e
uma flor. J - frutas maduras. Barras de escala: A-3cm.B,E,G,H-2cm. C,D,J-1cm. F -
4 cm. (DROBNIK; DE OLIVEIRA, 2015).

2.5 CICATRIZACAO TECIDUAL

A cicatrizacao tecidual € um processo fisiolégico complexo e importante que representa

a vantagem evolutiva dos organismos e se da através de estdgios ordenados sobrepostos e que
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envolvem uma interacdo altamente complexa de vdérias células e moléculas reguladoras que
podem sempre desempenhar papéis adequados e vitais por meio de sinalizacdo precisa para
garantir a realizacdo completa do processo (ACHARYA et al.,, 2016; SORG et al., 2017).

Em condi¢des normais, as feridas cicatrizam de acordo com uma sequéncia especifica
que inclui: coagulacdo, inflamacdo, angiogénese, formacdo de fibroblastos e coldgeno,
reepitelizagcdo e remodelagem tecidual (CAETANO et al., 2015; MESCHER, 2016).

Em feridas de espessura superficial ou parcial, onde o dano € limitado a epiderme,
apenas a epiderme precisa ser regenerada, resultando em cicatrizagdo rdpida e minima formagao
de cicatriz (OJEH et al., 2015). Entretanto, em feridas graves que penetram mais profundamente
na camada dérmica média com avulsdo da pele ou exposicao da subcutanea, complicagdes como
a infeccdo podem se desenvolver e a cicatriza¢do pode se prolongar por mais tempo (OJEH et
al., 2015; MACHADO et al., 2018).

A duragido do reparo pode variar entre individuos, dependendo de fatores locais (hipéxia
tecidual, isquemia, corpos estranhos, maceracdo de tecidos e exsudatos), infec¢do, interrupcao
da regulacdo do processo inflamatério, fatores sistemicos (diabetes, obesidade e doencgas
vasculares), gravidade da ferida e comprometimento do estado nutricional ou imunoldgico do
individuo (YOU; HAN, 2014; OJEH et al., 2015; MACHADO et al., 2018).

Alternativas terapéuticas tém sido procuradas para o tratamento de vérias doencgas de
pele, especialmente para auxiliar no processo de cicatrizacao tecidual. A cicatrizagdo dessas
lesdes ocorre pela reconstrucio do sitio, a fim de restaurar sua integridade e funcdo
(MACHADO et al., 2018).

No entanto, recriar um ambiente que promova mecanismos homeostaticos fundamentais
que possibilitem otimizar a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e angiogénese
celular e fornecer suporte estromal adequado e pistas de sinalizacdo constitui um desafio
significativo e a chave para gerar com sucesso um processo de reparo util (TILKORN et al.,
2010).

Ressalta-se, entdo, que o campo de materiais de matriz e scaffalds para fornecer suporte
estrutural e promover a migracdo celular, tem se mostrado promissor e, para isso, uma
variedade de componentes diferentes para substitutos teciduais estdo sendo examinados, cada
um com suas caracteristicas fisicas (tamanho dos poros, elasticidade) e bioldgicas (adesdo
celular, migracao celular), como coldgenos, fibrina / fibronectina, elastina, gelatina,
glicosaminoglicanos e, especialmente, a quitosana (TILKORN et al., 2010; CORIN; GIBSON,
2010; OJEH et al., 2015; DICKINSON; GERECHT, 2016; SALAMONE et al., 2016).
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2.6 ENSAIOS in vivo EM ANIMAIS

A experimentagdo animal se reveste de uma importancia incalculdvel nas pesquisas
cientificas, contribuindo sobremaneira para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia. Sua
vasta contribuicdo em diferentes dreas vem promovendo ao longo dos anos, a descoberta de
medidas profildticas e tratamentos de inimeras enfermidades que acometem os seres vivos
(FAGUNDES; TAHA, 2004; ANDRADE, 2006).

Mesmo com o progresso de métodos alternativos nas dltimas décadas (estudos in vitro,
culturas de células e outros), os modelos animais ainda apresentam como principal vantagem,
o fornecimento de informacdes sobre o organismo como um todo, fato que ndo € alcangado
plenamente em outros métodos (HEYWOOD, 1987; RIBEIRO; CAMPOS; TIRAPEGUI,
1995; SALEN, 1995; SNITKOFF, 2004).

Para a utilizac@o de animais de laboratério, torna-se imprescindivel considerar a ética e
o regramento legal ao qual estes experimentos estdo submetidos. Os estudos in vivo sdo
importantes e oferecem uma ampla gama de possibilidades para examinar toxicidade de drogas,
biocompatibilidade de materiais, patologias teciduais e explorar os possiveis potenciais
terapéuticos de novos farmacos promovendo paralelos com resultados de ensaios em seres
humanos (HOOIJMANS et al., 2014; PARETSIS et al., 2017).

Para simular condi¢cdes aproximadas ao organismo humano, os animais de laboratério
devem ser criados e produzidos sob condi¢Oes ideais e mantidos em um ambiente controlado
com monitoracdo regular (ANDRADE; PINTO; DE OLIVEIRA, 2006). Os roedores sdo os
animais mais utilizados, pois atendem a caracteristicas como: facilidade de manuseio, fécil
domesticacao, adaptacdo a ambientes variados e sociabilidade (UNDERWOOD et al., 2013).

A linhagem de ratos Wistar € uma das mais utilizadas em pesquisas de laboratorio e seu
uso deve-se ao fato das inimeras pesquisas j4 realizadas o tornarem conhecido e consagrado

para as mesmas (ANDERSEN et al., 2004; HOOIJMANS et al., 2014; PARETSIS et al., 2017).
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RESUMO

A Quitosana e a Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis apresentam
propriedades fisico-quimicas e biolégicas com potencial terapéutico na reparacdo de feridas
cutaneas. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de cicatrizacdo de membranas de
quitosana com ou sem incorpora¢do de extrato vegetal, a partir da aplicacdo em ratos, conforme
aprovacao no comité de ética em uso de animais. Para tanto, foram divididos aleatoriamente
em 4 grupos, sendo controle negativo, MQ 0%, MQ 5% e MQ 20% e avaliados em 7, 15 e 30
dias. Uma vez implantados os biomateriais, € cumpridos os tempos preestabelecidos, os tecidos
foram removidos em bloco, processados, corados com tricromico de masson e analisados em
microscopia de luz, avaliando-se os eventos infiltrado inflamatério, vascularizagdo,
cicatrizagdo, colagenizacio e intensidade de colora¢do das fibras. Os resultados mostraram
presenca de infiltrado inflamatorio intenso para os grupos MQ 0% e MQ 5% comparativamente
ao Controle em 7 dias e leve/ moderado para MQ 20%; vascularizagcdo induzida até o 15° dia
para todos os grupos, com posterior declinio; cicatrizacdo completa para MQ 20% com
colagenizagdo expressiva no tempo de 7 dias. Conclui-se que, os biomateriais testados
desempenharam papel significativo na inducdo do reparo tecidual, modularam a reagdo
inflamatdria e atuaram na reepitelizacao de feridas cutineas.

Palavras-chave: Quitosana. Cicatrizacdo. Fitoterapia.
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1 INTRODUCAO

A American National Institute of Health conceitua biomaterial como qualquer
substincia ou combinacdo de substincias, que ndo drogas, sintéticas ou de origem natural, que
podem ser usadas por qualquer periodo de tempo, e que aumentam ou substituem parcialmente
ou totalmente qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo, a fim de manter ou melhorar a
qualidade de vida do individuo!.

Dentre os biomateriais estd a quitosana que € um polissacarideo natural, linear, derivado
da quitina que pode ser total ou parcialmente desacetilado®. Suas propriedades bioldgicas
incluem biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade antimicrobiana, nao toxicidade, nao
imunogenicidade, analgesia e atuando no reparo tecidual®.

A quitosana € um dos biomateriais mais usados em pele e sua aplicacdo € aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA). Ela promove a infiltracdo de células polimorfonucleares
e estimula fortemente a proliferacdo de fibroblastos, auxiliando o processo de cicatrizacio de
feridas*. Devido a sua estrutura, é usada para liberagdo de biofdrmacos e também de moléculas
bioativas, como Fator Basico de Crescimento de Fibroblastos (FGF) e Fator de Crescimento
Epidérmico Humano (EGF) 3; e devido 2 sua biodegradacio lenta e continua, drogas sintéticas
e vegetais sdo incorporadas para atuarem no reparo tecidual, hemostasia, analgesia e outras
propriedades inerentes s mesmas®.

Historicamente as plantas foram bastante utilizadas como fontes medicamentosas no
tratamento de diversas doencas e afeccdes em humanos e a animais’. Uma das plantas utilizadas
na cura de abcessos, inflamagdo e hemorragia é a Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E.
Jarvis, pertencente a familia Vitaceae e difundida popularmente pelo nome de “Insulina™®. O
seu desempenho como cicatrizante em ensaios pré-clinicos com coelhos mostrou-se uma
potencial alternativa terapéutica no tratamento de reparacio de feridas na pele®'°.

Concomitantemente, vérios estudos farmacolégicos de acdo hipoglicemiante e
antilip€mico tém sido realizados com extratos fluidos, decocto, infuso e extrato aquoso de
Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, em ratos normais e diabéticos, tanto de forma
aguda como cronica, verificando-se a diminui¢do da glicemia e dos triglicerideos nos
mesmos' "2,

Dessa forma, e em virtude das evidéncias supracitadas, buscou-se realizar testes in vivo

de membranas de quitosana com e sem incorporacdo de extrato de Cissus verticillata (L.)

Nicolson & C. E. Jarvis, a fim de avaliar o processo de cicatrizacdo tecidual mediado pelas
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mesmas, tendo em vista a possibilidade de uso de um novo biomaterial com tecnologia e

materiais nacionais.

2 MATERIAIS E METODOS

As membranas foram obtidas pela técnica de evaporacdo do solvente, e para o preparo
da solucdo foi empregada a quitosana de média massa molecular com grau de desacetilagdao
alcalina de 90%, produzida pelo Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais
do Nordeste (CERTBIO).

O extrato alcéolico bruto (EAB) de Cissus verticillata (L.), utilizado para a produgao
das membranas de quitosana foi cedido pela professora do curso de Odontologia da UFCG —
CSTR, Rosana Aradjo Rosendo, tendo sido as folhas obtidas no Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarmM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A fim de
identificar botanicamente a espécie vegetal utilizada no estudo, foram confeccionadas
exsicatas, as quais foram depositadas no Herbario CSTR, localizado no Centro de Sauide e
Tecnologia Rural (CSTR/UFCG), sob ndmero de tombo — CSTR 5170.

As concentracdes de 5% e 20% da droga vegetal foram selecionadas tomando como
base os estudos desenvolvidos por Rosendo (2009) que utilizou 1,0 grama de p6 das folhas de
Cissus verticillata (L.) em pacientes, sendo essa dosagem considerada ideal para ser empregada
pela populagdo como terapéutica. Assim sendo, dissolveu-se 5% e 20% da droga vegetal em
250 mL da solugdo de quitosana. O processo de neutralizacdo das membranas foi realizado
utilizando a solucdo de hidréxido de amoénio 28-30% P.A., massa molar 35,05 g/mol.
Formaram-se trés grupos de membranas: Quitosana (MQ 0%), Quitosana + 5% de EAB (MQ
5%) e Quitosana + 20% de EAB (MQ 20%) (Figura 4).

Figura 4: Membranas de quitosana sem/com extrato vegetal. Fonte: AUTOR/UFCG.
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Visdo MacroscOpica das membranas. Visao Superior da MQ 0% (A). Visdo Superior da MQ
20% (B). A medida que a droga vegetal foi incorporada em diferentes concentracdes, as
membranas tornaram-se esverdeadas, assumindo a coloracdo da droga vegetal. Adaptada

(Rosendo, 2016). Membranas cortadas com drea de 1,00cm? para implantag¢ao nos animais, C1:

MQ 0%, C2: MQ 5% e C3: MQ 20% (C).

Tendo sido realizados os experimentos de biocompatibilidade das membranas de
quitosana com e sem incorporacdo de extrato da planta Cissus verticillata (L.), em 60 ratos,
machos, da linhagem Wistar, pesando entre 250 e 300 g, divididos em quatro grupos, sendo
estes: controle; membrana de quitosana; membrana de quitosana com 5% e com 20% de extrato
vegetal, e sob aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais sob protocolo CEP/CEUA n°
068-2017; os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Laboratorio de Bioensaios (LB10),
Campus de Patos da UFCG.

O processo cirtirgico aconteceu inicialmente com anestesia por injecdo intraperitoneal
da mistura de cloridrato de cetamina (Ketamin®) (100mg / kg), cloridrato de xilazina

(Calmiun®) (10mg / kg) e cloreto de sodio a 0,9% (Figura 5).

Figura 5: Anestesia por injecdo intraperitoneal. Fonte: AUTOR/UFCG

Em seguida foi realizada a antissepsia com clorexidina 0,2% e tricotomia da regidao do
dorso direito do rato, sob o muisculo dorsal. Os animais receberam anestesia local por infiltracao
anestésica subcutanea com cloridrato de lidocaina a 2% e noradrenalina a 1: 50.000 (Lidostesim
2%, Probem®), para obter hemostasia e analgesia adicional durante a cirurgia, além de controle

da dor imediatamente no pds-operatério. Uma incisdo de aproximadamente 15 mm de
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comprimento foi realizada na pele e fascia muscular com lamina de bisturi nimero 15 com
posterior divulsdo dos tecidos. Cada loja cirdrgica foi preenchida com o biomaterial com area

de 1,00 cm? (Figura 6).

Figura 6: Incisdo de aproximadamente 15 mm de comprimento, realizada na pele e fédscia
muscular do animal e introducdo do biomaterial na loja cirirgica. Fonte: AUTOR/UFCG

Realizou-se a sintese da ferida dorsal com dois pontos simples mononylon 5-0 (Figura

7).

Figura 7: Sintese da ferida dorsal com pontos simples mononylon 5-0. Fonte: AUTOR/UFCG

Posteriormente, os ratos foram medicados com duas gotas do analgésico Dipirona
Sédica 500 mg/mL. Foram realizados os mesmos procedimentos para os grupos MQ 0%, MQ
5% e MQ 20% com exce¢do do Grupo Controle, no qual nao foi realizada a implantacao de
nenhuma membrana, apenas cria¢do da loja cirdrgica e sutura simples.

Ao final do 7°, 15° e 30° dia, os animais foram eutanasiados com solucdo de cloridrato
de cetamina (Ketamin®) (100mg / kg) e cloridrato de xilazina (Calmiun®) (10mg / kg), via

intraperitoneal, seguindo o protocolo de eutandsia da Universidade do Oeste de Santa Catarina.
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Depois foi realizada a técnica de deslocamento cervical de acordo com o AVMA Guidelines
for the Euthanasia of Animals 2013, Ed.16. A comprovacao da eutandsia ocorreu pela auséncia
de reflexos palpebrais, movimentos tordcicos e batimentos cardiacos durante trés minutos.
Posteriormente, foi realizada a remocao em bloco das amostras do tecido cicatricial com uma
margem de seguranca de 5 mm, a partir das bordas da darea de cicatrizacdo (4rea de
aproximadamente de 2 cm?).

As pecas biopsiadas permaneceram em formol a 10% por sete dias e, na sequéncia,
foram encaminhadas para clivagem e preparacdo das laminas histolégicas no laboratério de
Patologia do Hospital Universitario Veterinario Professor Ivon Macédo Tabosa - CSTR/UFCG,
empregando-se o corante Tricromico de Masson.

Foram avaliados os seguintes eventos, a partir dos escores estabelecidos: cicatrizacao (0
= deiscéncia; 1 = parcial; 2 = completa); vascularizacdo (0 = ausente; 1 = leve/moderada; 2 =
intensa); edema (0 = ausente; 1 = leve/moderado; 2 = intenso); necrose (0 = ausente; 1 =
presente); infiltrado inflamatério (0 = ausente; 1 = leve/moderado; 2 = intenso); células gigantes
tipo corpo estranho (0 = ausente; 1 = presente); percentual de colagenizacio ( 0 = ausente; 1 =
leve/moderado; 2 = intenso); intensidade de colorag¢do (0 = ausente; 1 = leve/moderado; 2 =
intenso).

A seguir os dados foram analisados no programa estatistico GraphPad Prism version 5.0
(San Diego, CA, USA). O método estatistico foi escolhido com base no modelo de distribui¢do
e variancia dos dados avaliados pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene,

respectivamente.

3 RESULTADOS

3.1 EXAME MACROSCOPICO:
Nos tempos preestabelecidos de 7, 15 e 30 dias, as feridas cirdrgicas se apresentaram,
clinicamente, com boa evolugdo, sem sinais de infeccdo, edema e/ou secre¢do purulenta em

todos os grupos.

3.2 EXAME MICROSCOPICO:
As andlises das laminas histolégicas coradas em Tricromico de Masson determinaram
presenca/auséncia dos eventos inerentes a cicatrizagao teciadual e a intensidade dos mesmos

(Figura 8).
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Control CM 20% CM 5% CM 0%

7 days

15 days
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Figura 8 — Percentual e intensidade de fibroplasia das amostras por meio da técnica
histoquimica do Tricrdmico de Masson. O nivel de producgao de fibras coldgenas (dreas coradas
em azul nas imagens) apresentou relacio direta com o nimero de dias do experimento e indireta
com a vascularizagdo e infiltrado inflamatério encontrados nos espécimes. Embora nao tenham
sido encontradas diferencas estatisticamente significativas, a membrana de quitosana associada
ao extrato de Cissus verticillata a 5% (C, G e K) parece ter demonstrado maior nivel de fibrose
com menores indices de inflamagdo e vascularizacdo quando comparado aos outros grupos.
(Tricromico de Masson, 40x).

3.2.1 Infiltrado Inflamatério

Em 7 dias, os grupos MQ 0% e MQ 5% apresentaram infiltrado inflamatério intenso
comparado ao controle, ja o grupo MQ 20% mostrou infiltrado inflamatério leve/moderado. No
tempo de 15 dias, apenas o grupo MQ 0% apresentou infiltrado inflamatdrio leve/moderado

quando comparado ao Controle. E em 30 dias esse evento foi ausente em todos os grupos.

3.2.2 Edema, Necrose Tecidual e Células do tipo Corpo Estranho

Com 7 dias, apenas o grupo MQ 5% apresentou edema leve/moderado em relacdo ao

Controle; nos demais grupos o evento foi ausente. Em 15 e 30 dias houve auséncia de edema
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em todos os grupos avaliados em relacdo ao grupo Controle. Em todos os tempos avaliados
nenhum grupo apresentou necrose de tecido. E houve auséncia de células gigantes em todos os

grupos avaliados nos tempos preestabelecidos.

3.2.3 Vascularizagao

Os grupos MQ 0% e MQ 5%, em 7 dias, mostraram vascularizacdo leve/moderada
comparativamente ao Controle e, o grupo MQ 20% apresentou auséncia de vascularizagdo. No
tempo de 15 dias, apenas o grupo MQ 5% exibiu evento vascular leve/moderado em relacao ao
grupo Controle e, nos demais grupos avaliados, este evento foi ausente. Ja no tempo de 30 dias,

nenhum grupo estudado apresentou eventos vasculares, quando comparados ao grupo Controle.

3.2.4 Cicatrizagao

No tempo de 7 dias, os grupos MQ 0% e MQ 20% apresentaram cicatrizagdo completa
comparativamente ao Controle; ja o grupo MQ 5% teve cicatrizacdo leve/moderada. E nos
tempos de 15 e 30 dias, todos os grupos estudados apresentaram processo cicatricial completo

em relacdo ao Controle.

3.2.5 Fibras Colagenas

Em 7 dias, o grupo MQ 0% apresentou leve/moderada fibroplasia e o grupo MQ 20%
mostrou grau intenso do mesmo evento em relagdo ao Controle. No tempo de 15 dias, os grupos
MQ 0% e MQ 20% apresentaram leve/moderada proliferacao fibroblastica e o grupo MQ 5%
intensidade deste evento. Ja4 em 30 dias, os grupos MQ 0% e MQ 5% apresentaram intensa
fibroplasia comparativamente ao Controle e o grupo MQ 20% apresentou intensidade

leve/moderado.

3.2.6 Intensidade de Coloragdo das Fibras

Com 7 dias, o grupo MQ 0% mostrou intensidade de coloracdo das fibras coldgenas

leve/moderada e o grupo MQ 20% intensa coloracdo em relagdo ao Controle. Ja em 15 dias,

todos os grupos apresentaram intensidade de coloracdo considerada leve/moderada. E em 30
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dias, MQ 0% e MQ 5% mostraram colorac¢do intensa das fibras, ao passo que, MQ 20% mostrou

leve/moderada intensidade de coloragdo.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos eventos celulares ndo apresentaram distribuicdo normal, portanto,
foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para

determinar as diferengas entre os grupos (P<0,05) (Tabela 1).

Condicao Grupos
Tempo/Dias MQO MQ5 MQ20 C pP*
Infiltrado Inflamatério
7 13.00AB 16.00% 5.008 14.00% 0.006
15 8.00 6.00 5.00 5.00 0.068
30 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
Edema
7 6.00 10.00 5.00 7.00 0.381
15 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
30 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
Necrose
7 5.00 6.00 5.00 5.00 0.391
15 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
30
Vascularizacio
7 8.00"8 10.0048 5.004 14.008 0.028
15 5.00 7.00 6.00 5.00 0.251
30 5.00 5.00 5.00 6.00 0.391
Células gigantes multinucleadas
7 7.00 6.00 5.00 5.00 0.251
15 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
30 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
Cicatrizacao
7 20.00* 11.008 20.00* 20.004 0.001
15 20.00 20.00 20.00 20.00 1.000
30 20.00 20.00 20.00 20.00 1.000
FibrasColdgenas
7 9.00"8 7.004 16.008 5.00% 0.003
15 15.00 16.00 18.00 18.00 0.130
30 18.00 18.00 20.00 18.00 0.437
Intensidade da Coloracio de Colageno
7 9.00"8 7.004 16.008 5.00% 0.003
15 15.00 16.00 18.00 18.00 0.130

30 18.00 18.00 20.00 18.00 0.437
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Tabela 1 — Média dos escores atribuidos as membranas, apds os intervalos de tempo de 7, 15 e
30 dias, para as oito condicoes avaliadas.

4 Para cada amostra do estudo, cinco cortes representativos da condi¢@o histolégica do tecido
foram analisados, quando todos os cinco cortes do tecido apresentavam a mesma condicao
histolégica, indicava as pontuagdes: 1, ausente (5,00); 2, escasso (10,00); 3, moderado (15,00);
e 4, intenso (20,00).

* P indica teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdes multiplas
de Dunn. # ° BMédias seguidas pela mesma letra ndo expressam diferenca estatisticamente
significativa (P>0,05). “BMédias seguidas por letras diferentes expressam diferenca
estatisticamente significativa (P<0,05).

A presenca do infiltrado inflamatdério demonstrou-se mais intenso nos grupos MQ 0%,
MQ 5% e Controle, sendo significativamente maiores quando comparado ao grupo MQ 20%
(P=0.006) no periodo de tempo de 7 dias (Figura 9). Nos periodos subsequentes de 15 e 30 dias
ocorreu uma diminui¢do da presenca de infiltrado inflamatério semelhante entre os grupos
(P>0.05).
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Figura 9 — Intensidade do infiltrado inflamatério no periodo de tempo de 7 dias.

A vascularizagdo tecidual demonstrou-se mais presente no grupo Controle que
apresentou diferenca significativa com o grupo MQ 20% no periodo de tempo de 7 dias
(P=0.028) (Figura 10). Nos periodos de tempo de 15 e 30 dias, ocorreu uma diminui¢ao

gradativa da vascularizagdo, sem diferenca significativa entre os grupos (P>0.05).
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Figura 10 — Presenca de vasculariza¢do no periodo de tempo de 7 dias.

O processo de cicatrizagdo foi observado considerando o fechamento da ferida em
ausente (deiscéncia), escasso (parcial), moderado (incompleto) e intenso (completo). A
cicatrizacdo foi significativamente menor apenas no grupo MQ 5% comparado aos outros

grupos no periodo de tempo de 7 dias (P=0.001) (Figura 11).
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Figura 11 — Processo de cicatriza¢cdo no periodo de tempo de 7 dias.

A presencga de fibras coldgenas e a intensidade da coloracdo do coldgeno demonstraram
ser tempo-dependente. O grupo MQ 20% apresentou uma quantidade maior de colagenizacao
e maturacdo das fibras coldgenas comparado aos outros grupos avaliados com diferenca
significante comparado aos grupos MQ 5% e Controle no periodo de tempo de 7 dias (P=0.003),

diferenga ndo observada nos periodos de tempo subsequentes (P>0.05) (Figuras 12 e 13).



43

207 B

154

AB

A
109 |

Fibras Colagenas

Grupos

Figura 12 — Quantidade de fibras coldgenas no periodo de tempo de 7 dias.
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Figura 13 — Intensidade da coloracdo do coldgeno no periodo de tempo de 7 dias.

Eventos celulares de edema, necrose e células gigantes multinucleadas foram
observados apenas no periodo de tempo de 7 dias, e foram pouco expressivos entre 0s grupos

sem demonstrar diferenca estatisticamente significante (P>0.05).

4 DISCUSSAO

A quitosana, a partir de suas propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas, assim como, a
espécie vegetal Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis com seu potencial terapéutico
sao amplamente abordadas na literatura, porém, separadamente. No entanto, ndo foram
encontrados estudos publicados na comunidade cientifica avaliando o emprego do complexo
polieletrolitico e seu potencial cicatricial in vivo.

A cicatrizagdo de feridas € um processo dindmico que consiste sinteticamente em cinco

fases, incluindo hemostasia, inflamacao, migracao, proliferacdo e maturacdo que sdo cascatas
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sequenciais e sobrepostas'>. A quitosana pode melhorar a reparacio de feridas, estimulando
neutréfilos, macréfagos, osteoblastos e fibroblastos em diferentes estagios'*. Seu uso pode
resultar em uma modulac¢ao inflamatoéria e maior fibroplasia, aumentando assim, a producgao de
fibras colégenas”’”’”. Portanto, tem sido bastante usada em combinag¢do com outros materiais
para acelerar a formacdo de tecido de granulacdo, especialmente, no reparo de feridas
cutineas ' 6:17:18:13,19.20

O recrutamento celular para o tecido lesado durante a fase de inflamacdo ¢é
extremamente importante para remover detritos, células mortas e tecido necrético resultante.
Os neutroéfilos sdo atraidos para a ferida por gradientes quimiotaticos, que liberam enzimas,
como mieloperoxidases que digerem os residuos celulares e contribuem para a morte de
bactérias por fagocitose, formando um infiltrado inflamatério’.

Os resultados encontrados indicaram que em 7 dias os grupos MQ 0% e MQ 5%
apresentaram reacdo inflamatdria intensa, quando comparados ao Controle, corroborando com

1.2! e Caetano et al.” que avaliaram membranas de quitosana/alginato in

os estudos de Wang et a
vivo com a finalidade de analisar cicatrizagdo, obtendo resultados semelhantes no mesmo
periodo de tempo estabelecido. Entretanto, confrontando os grupos entre si, MQ 5% apresentou
maior indugdo de infiltrado inflamatério em relacdo ao Controle, e o grupo MQ 20% exibiu
menor intensidade deste evento, em comparagdo tanto ao Controle quanto aos demais grupos.

Jaem 15 e 30 dias, houve diminui¢do na intensidade da inflamacao, coadunando-se com
os estudos de Xu et al.??, que empregando membranas de carboximetilquitosana em coelhos
observaram um significativo declinio, apés o 15° dia da acdo inflamatéria na 4rea de
implantacdo do biomaterial.

Ojeh et al.” indicaram que neutréfilos sdo células responsdveis por iniciar e modificar
o processo inflamatdrio agudo, por fagocitar e eliminar os microrganismos, € que com 0O
decorrer do tempo, sucessdes celulares e tissulares sdo capazes de alterar o estdgio de
agudizacdo com aumento de macréfagos e, consequente, diminui¢do neutrofilica e de infiltrado.
Respostas inflamatérias graves podem adiar o processo de cicatrizagdo de feridas, atrasar
reepitelizacdo, reduzir formacdo de coldgeno e bloquear a formagdo de novos vasos
sanguineos?*>.

Ressalta-se que Braga’ verificou que a espécie vegetal Cissus verticillata (L.) Nicolson
& C. E. Jarvis apresenta grandes concentracdes de compostos fendlicos, flavondides e rutina,
sendo responsdveis por uma maior atividade antioxidante e anti-inflamatéria em acdo local.

Assim, tanto a quitosana quanto os metabdlitos secundérios do vegetal sdo capazes de atuar na

inflamacdo e eventos sucessivos da cascata de reparacao tecidual.
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Outro evento significativo para o processo de cicatrizacdo € a formagdo de vasos
sanguineos que garante a entrega de oxigénio e de nutrientes para apoiar a atividade celular e
regular o microambiente do tecido danificado®®?*’. O niimero de novos vasos representa um
indicador vital para avaliar o efeito de reparo do tecido?®.

Os resultados obtidos apontaram para uma diferenca significativa entre o Controle e o
grupo MQ 20% no periodo de tempo de 7 dias (P=0.028), cujos eventos angiogénicos foram
pouco expressivos na membrana de quitosana com maior concentragdo de extrato vegetal,
porém em MQ 0% e MQ 5% a vascularizacao foi leve/moderado; e em 15 e 30 dias ocorreram
diminui¢cdes gradativas dos eventos vasculares, sem diferenca significativa entre os grupos
(P>0.05).

A reducdo da vascularizacio foi observada em estudos in vitro por Kim et al.”’ que
constataram a presenca de compostos flavonoides, conhecidos como inibidores de angiogénese,
sendo estes derivados de fontes naturais, e presentes na planta Cissus verticillata (L.), como
fator desencadeador do processo de inibicio de novos vasos, com consequente retardo a
formacdo do tecido de granulacdo, dificultando o reparo mais acelerado; além de que outros
compostos quimicos, com ag¢do inibitdria dos efeitos vasculares, também foram descritos em

seu estudo, como por exemplo, o B-sitosterol, o resveratrol e a quercetina’®3!,

Também, Yao et al.>?

avaliando scaffolds de quitosana/genipina/SDF-1 na cicatrizacao
de feridas in vivo, constataram que apds o 4° dia de experimento, a vascularizacdo foi
diminuindo significativamente nos grupos avaliados em relagao ao Controle, corroborando com
os resultados encontrados neste estudo. J4 Caetano et al.” avaliando membranas de
quitosana/alginato para fins de reparo, constataram que vascularizacdo até o 7° dia foi
significativa, sendo caracterizada por expressivo tecido de granulacao, bem como, foi mantida
e com alta densidade entre 14 e 21 dias, divergindo dos resultados encontrados neste estudo.

A migracao de fibroblastos para a ferida € um fend6meno vital no reparo do tecido lesado,
devido ao fato de que, sdo os principais responsaveis pela producio de coldgeno”. A
participacdo da quitosana permite a catalisacdo do processo de ativagdo plaquetdria na fase
inflamatdéria, o que gera aumento na formacdo de tecido granular, incluindo inducao
fibroblastica e formagdo vascular pela proliferacdo de células mesenquimais e endoteliais,
agindo na modulagio da cascata de reparo do tecido*?3+33-36,

Os resultados encontrados indicaram que a porcentagem de fibras coldgenas e a
intensidade da colora¢do das fibras sdo tempo-dependentes. O grupo MQ 20% apresentou uma

quantidade maior de colagenizagdo e maturagdo de fibras comparativamente aos demais grupos

avaliados, com diferenca significante em relacdo a MQ 5% e ao grupo Controle no periodo de
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tempo de 7 dias (P=0.003), sendo que essa diferenca ndo pode ser observada nos demais
periodos de tempo avaliados (P>0.05).

Em 15 dias, os grupos Controle e MQ 20% indicaram comportamentos estatisticos
semelhantes, com fibroplasia e coloracio intensas; e em 30 dias os grupos MQ 0% e MQ 5%
apresentaram resultados semelhantes ao Controle, com MQ 20% indicando, estatisticamente,
maior porcentagem de colagenizacdo e intensidade de coloracdo das fibras. Denotando-se,
portanto, a existéncia de uma relagdo entre a concentragdo de droga vegetal e a deposicao
colagenosa, porém sem ser possivel estabelecer os limites de atuacio, isolada e/ou em conjunto,
da quitosana e do extrato de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis.

Quanto a érea cicatricial, foi considerado como critério de avaliacdo o fechamento da
ferida, podendo ser: ausente (deiscéncia), escasso (parcial), moderado (incompleto) e intenso
(completo). Assim, observou-se que foi significativamente menor para o grupo MQ 5%
comparativamente aos demais grupos de 7 dias (P=0.001). J4 nos tempos de 15 e 30 dias, todos
0s grupos mostraram, estatisticamente, comportamento semelhante ao controle, com
fechamento completo da ferida.

Os resultados obtidos corroboram com os achados de Hao et al.®

que avaliaram o
potencial cicatricial de filmes de quitosana/alginato/fucoidan em animais roedores e,
detectaram que até o 9° dia de reparo, a a¢do cicatricial dos filmes foi leve/moderada, e que o
processo foi bem sucedido nos tempos subsequentes até o 21° dia, com as bordas da ferida
totalmente fechadas, sem nenhum edema e infec¢do secundéria.

Outro estudo avaliando membrana de quitosana, no qual se analisou sua eficidcia como
biomaterial para cobertura de ferida cutanea in vivo, os resultados apresentaram uma rapida
hemostasia e cicatrizacdo, revelando altas taxas de reepitelizacio e deposicao de colageno na
derme em tempos mais avangados do reparo’’. Por conseguinte, infere-se que o extrato vegetal,
especialmente na concentracdo 20%, associada a quitosana, pode ter atuado, a partir de suas
propriedades bioldgicas, na formacgao de tecido crostoso e, consequente, reepitelizacao.

Quanto aos eventos de edema, necrose e células gigantes multinucleadas foram

constatados, apenas, no periodo de tempo de 7 dias, sendo pouco expressivos entre 0s grupos

sem demonstrar diferenca estatisticamente significante (P>0.05).

5 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados neste estudo, denota-se que as membranas de

quitosana e o extrato vegetal de Cissus verticillata (L.) desempenharam significativa
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participacdo no processo de reparacdo tecidual, seja estimulando ou inibindo eventos
bioldgicos.

Destaca-se, por conseguinte, a MQ 20% que apresentou cicatrizagdo completa no tempo
de 7 dias, infiltrado inflamatério leve/moderado, no mesmo periodo, com fibroblastos
estimulados prematuramente e de forma continua, colaborando para uma formagao expressiva
de coldgeno, assim como, maturacao das fibras colagenosas.

Desse modo, conclui-se que as membranas de Quitosana/ C. verticillata (L.) Nicolson
& C. E. Jarvis atuaram na modulagdo da fase inflamatoria, estimulando a proliferacao de
fibroblastos, reepitelizacao e deposicdo colagenosa, sendo consideradas promissoras para o uso

em feridas cutaneas, pelo seu potencial cicatricial.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os biomateriais sdo importantes alternativas terap€uticas disponiveis para uso
biomédico no reparo ou substitui¢do de tecidos lesados. A quitosana é estudada h4 décadas e
possui propriedades quimicas e biolégicas comprovadas na mediacdo da resposta inflamatoria,
reconstru¢do e remodelagao tecidual; assim como, a Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E
Jarvis possui fungdes sist€émicas importantes e ja estudadas como redugdo da glicemia, controle
de lipideos e agdo cicatrizante. Por conseguinte, as pesquisas com animais de laboratério
tornam-se fundamentais para definir a viabilidade de um novo material e sua funcionalidade
organica.

As membranas de Quitosana/ se apresentaram promissoras, especialmente como
composto polieletrolitico, no processo de cicatrizacdo tecidual. Porém, outros estudos que
permitam analisar mais detalhadamente suas degradacdes, interagdes farmacoldgicas e
celulares sdo imprescindiveis para garantir melhor aperfeicoamento e aplicabilidade das

mesmas.
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ANEXOS

POLYMER

Anexo A — Normas para publicacdo

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single
PDF file, which is used in the peer-review process. As part of the Your Paper Your Way
service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the refereeing
process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-out that can be used
by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures for
refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the
initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

Please note that the instructions related to Units still apply to all new submissions.
Nomenclature

Nomenclature should conform to current scientific usage. Author(s) should use systematic
names similar to those used by Chemical Abstracts Service and the International Union of
Pure and Applied Chemistry. Chemical Abstracts (CA) nomenclature rules can be found in
Appendix IV of the Chemical Abstracts Index Guide.

IUPAC Guidelines for Polymer Nomenclature

Authors are invited to follow IUPAC recommendations for naming and drawing polymers. A

two-page guide is available here: http://www.iupac.org/nc/home/projects/project-db/project-
details.html?tx wfgbe pil%SBproject nr%5D=2008-032-1-400

Introduction

For full-length manuscripts, a proper introduction is required. The purpose of the introduction
is to briefly summarise previous work and recent progress in the field and not to repeat
information found in previous publications. The introduction must be kept to a minimum
length and only references that pertain to the information in the manuscript should be used.
For shorter articles, introductions should be correspondingly brief.

The title should be concise, informative and representative of the contents of the manuscript.
Abstract
An abstract of approximately 100 to 150 words identifying the new and significant results of

the study must be provided for all manuscripts, including articles, reviews, and
communications. The abstract should comprise a brief and factual account of the contents and


http://www.iupac.org/nc/home/projects/project-db/project-details.html?tx_wfqbe_pi1%5Bproject_nr%5D=2008-032-1-400
http://www.iupac.org/nc/home/projects/project-db/project-details.html?tx_wfqbe_pi1%5Bproject_nr%5D=2008-032-1-400
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conclusions of the paper as well as an indication of any new information presented and its
relevance. Abstracts should be self-contained. References to formulae, equations or references
that appear in the main text are not permissible.

Graphical Abstract

In addition to the Abstract, which will appear at the beginning of the text, the author
should provide a graphical abstract (TOC). The TOC graphic should capture the
reader's attention and, in conjunction with the manuscript title, should give the reader a
quick visual impression of the essence of the paper. It should be in the form of a
structure, graph, drawing, TEM/SEM/AFM micrograph, or reaction scheme without
any added text. Tables or spectra are not acceptable. Color is encouraged. Type size of
labels, formulas, or numbers within the graphic must be legible. The graphic should be
submitted as a separate file in either TIFF, JPG, Word, or Powerpoint format.

Experimental

The experimental section should provide sufficient detail of the materials, methods and
equipment to allow repetition of the work elsewhere, but should not contain excessive detail
of commonly used procedures. Precautions for handling dangerous material or for performing
hazardous procedures should be explicitly stated.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by
Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the
author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential
elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction,
Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be
included in your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the
relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The
corresponding caption should be placed directly below the figure or table.

Peer review

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically
sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the
paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of
articles. The Editor's decision is final. Editors are not involved in decisions about papers
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which they have written themselves or have been written by family members or colleagues or
which relate to products or services in which the editor has an interest. Any such submission
is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review handled independently of
the relevant editor and their research groups. More information on types of peer review.

EVISED SUBMISSIONS
Formatting of Revised Manuscripts

In order to support the assessment of your revised manuscript in addition to providing a
response to the referee comments, it is compulsory to highlight which parts of the manuscript
have been amended as part of the revision. You can choose to do this by using red or a
different colour of font for additional text, highlighting additional text in yellow or by listing
the specific sections/pages of where the changes are made in your response to the referee
comments.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In
order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one
of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
detailed instructions please visit our artwork instruction pages

at https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Authors should be encouraged to submit their supplementary data in PDF format and include
a note at the end of the manuscript with a link to the materials free of charge.

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading.
Each heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as
possible when cross-referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to simply
"the text".

The main text should include introduction, experimental section, results, discussion and
conclusion. All footnotes (except for table footnotes) should be identified with superscript
Arabic numbers. Headings and subheadings for different sections of the papers should be used
and clearly identified. If each section needs to be numbered, a sequence such as 2., 2.1.,
2.1.1., etc should be used. All tables and figures must be mentioned in the text. Trade names
should have an initial capital letter.

Math formulae

Detailed mathematical discussion should be placed in an appendix. Equations and formulae
should be typewritten.


http://www.sciencedirect.com/
https://www.elsevier.com/artworkinstructions
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Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
Please note that the conclusions should not repeat the summary.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office
files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will
appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in
print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of
your accepted article. Please indicate your preference for color in print or on the Web only.
For further information on the preparation of electronic artwork, please

see https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures
to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in
addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with
an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also

the Guide to Publishing with Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-
check' functions of your word processor.

LaTeX

You are recommended to use the latest Elsevier article class to prepare your manuscript
and BibTeX to generate your bibliography.

Our Guidelines has full details.
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Anexo B - Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA do Centro de Satde e Tecnologia Rural
- CSTR/UFCG, da Universidade Federal de Campina Grande, Patos — Paraiba.

A: Prof. Dra. Luanna Abilio Diniz Melquiades de Medeiros

Protocolo CEP/CEUA n°068-2017

CERTIDAO

Certificamos a V.Sa. que seu projeto intitulado “AVALIACAO DA
BIOCOMPATIBILIDADE DE BIOMATERIAIS” teve parecer consubstanciado
orientado pelo regulamento interno deste comité e foi Aprovado, em cariter de Ad
referendum, estando a luz das normas e regulamentos vigentes no pais atendidas as
especificagcdes para a pesquisa cientifica.

Patos, 21 de novembro de 2017.

}ﬂm me%z

Maria de Fatima de Araujo Lucena
Coordenadora do CEP/CEUA/UFCG/Patos
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UNIVERSIDADE DO OESTE DE SANTA CATARINA | POP n° 013

Procedimento Operacional Padrao (POP) Versdo n° 01

Data de emissao Data de Vigéncia | Préxima Revisdo | Revisdo n°- 0

UN OES Data//

Etapa: Protocolo para eutandsia de ratos e camundongos.

Responsaveis: funciondrios, técnicos e pesquisadores envolvidos em atividades com animais.

Elaboracao:

Aprovado por: Data:

® O O =

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPI):
Oculos de prote¢io;
Mascara cirdrgica cobrindo a boca e nariz;

Luva de latex;

® Jaleco de manga longa;

® Touca, que deve cobrir todos os cabelos.

2. CONDICOES PARA REALIZACAO EUTANASIA NOS ANIMAIS

a) Os procedimentos devem ser realizados por pessoal treinado e capacitado;

b) A eutandsia deve ser realizada em ambiente silencioso e longe de outros animais. A morte
deve ser confirmada antes que o cadaver seja descartado;

C) Sempre que possivel, tecidos e estruturas do caddver devem ser compartilhadas entre
pesquisadores e professores, alinhando-se, dessa forma, ao principio de Redugdo do uso de
animais.

3. PROTOCOLOS SUGERIDOS PARA EUTANASIA DE RATOS E
CAMUNDONGOS:

e Protocolo 1 - Administragao, por via intravenosa, de tiopental sobredosagem de 100mg/kg,
confirmagdo da perda de consciéncia e morte.

® Protocolo 2 - Administracdo, por via intraperitoneal de tiopental sobredosagem de
100mg/kg + lidocaina 10mg/ml, confirmagfo da perda de consciéncia e morte. Protocolo
3 - Administragdo, por via intravenosa de, propomos sobredosagem de 60mg/kg,
confirmagdo da perda de consciéncia e morte.

e Protocolo 4 - Administracdo, por via intraperitoneal de sobredosagem de cetamina 300mg
/kg + xilazina 30mg/kg, apds confirmacdo da perda de consciéncia e morte.

® Protocolo 6 — Método de eutandsia utilizando CO2, é aceito com restri¢cdes, e s6 poderd
ser utilizado desde que sejam seguidas as recomendagdes das Diretrizes da Pratica de
Eutanasia do Concea.

® Protocolo 7 — Anestesiar os animais com: tiopental ou quetamina + xilazina ou propofol,
apos a anestesia geral (confirmacgdo da perda de consciéncia) administracdo de cloreto de
potassio ou exsanguinacdo por puncdo cardiaca.

OBSERVACAO:
» Acondicionar a carcaga em saco branco de residuo biolégico, seguindo o pop niimero 014

de descarte de residuos.




