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RESUMO

PRADO, ELISABETH MARIA LOPEZ. Potencial cicatrizante de Colocasia
esculenta (L.) Schott: caracterizagdo quimica, avaliagdo biolégica e
desenvolvimento de filmes para uso como coberturas. 2020. 111p. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias -
CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2020.

Colocasia esculenta é uma planta reconhecida popularmente pelo valor alimenticio e
como cicatrizante. Objetivou-se avaliar a atividade cicatrizante dos extratos das suas
partes aéreas (EPA) e rizomas (ER) e desenvolver filmes para uso em coberturas,
usando blendas de poli(alcool vinilico) (PVA) e ER. Os extratos foram caracterizados
quimicamente, verificando-se compostos fenodlicos (1,04% EPA; 0,71% ER),
flavonoides (0,24%, EPA) e polissacarideos (ER). Avaliou-se a atividade cicatrizante
em ratos nos grupos controle: negativo (C-), veiculo (CV), positivo (C+); bem como
em ER e EPA. Registrou-se as areas das lesées em 0, 7, 14 e 21 dias, calculando-se
o indice de Cicatrizacdo da Ulcera (ICU). Nao se evidenciou efeito significativo dos
extratos no ICU, porém observou-se tendéncia de maior ICU em C+, ER e EPA, em
14 dias. A analise histolégica qualitativa e quantitativa evidenciou maior regeneracéo,
qualidade dos tecidos e proliferacao fibroblastica em C+ (12 £ 0), ER (12 £ 0) e EPA
(12 £ 0) aos 21 dias; modulagdo da inflamacéo aos 14 dias em EPA, com infiltrado
polimorfonuclear menor em C+ (3,5 £ 1) e EPA (3,2 £ 1,79); reepitelizagdo maior em
CV (1,8 +0,45) e ER (1,75 £ 0,5) aos 7 dias. Portanto, os extratos produziram ag¢des
benéficas a cicatrizagdo. Foram preparados filmes por casting-solving, utilizando
blendas de PVA 8% com ER a 10%, 20%, 30%, 40%. Obtiveram-se filmes incolores,
transparentes, flexiveis, resistentes ao manuseio, com boa interagdo entre os
polimeros, sem separagdo de fases. A adicdo do ER originou filmes com menor
espessura, maior capacidade de inchamento e parcialmente molhaveis pela agua. O
aumento do teor de ER nas blendas interferiu na solubilidade e permeabilidade ao
vapor d’agua. A analise conjunta dos parametros sugere que o filme de PVA contendo
maior porcentagem de polimero natural (40% de ER) é potencialmente util para o

preparo de coberturas bioativas.

Palavras-chave: Cicatrizagdo. Cobertura. Formagéo de Filme.



ABSTRACT

PRADO, ELISABETH MARIA LOPEZ. Healing potential of Colocasia esculenta (L.)
Schott: chemical characterization, biological evaluation and development of
films for use as wound dressings. 2020. 111p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2020.

Colocasia esculenta is a plant popularly recognized for its nutritional value and healing
effect. Its purpose was to evaluate the healing activity of its aerial parts extracts (EPA)
and rhizomes extracts (ER) and to develop films for use in wound dressings, using
poly(vinyl alcohol) (PVA) and ER blends. The extracts were chemically characterized,
checking phenolic compounds (1.04% EPA; 0.71% ER), flavonoids (0.24%, EPA) and
polysaccharides (ER). The healing activity in rats was evaluated in the control groups:
negative (C-), vehicle (VC), positive (C+); as well as in ER and EPA. The areas of
lesions were registered at 0, 7, 14 and 21 days, and the Ulcer Healing Index (UCI) was
calculated. There was no significant effect of the extracts on ICU, but it was observed
a tendency of higher ICU in C+, ER and EPA, in 14 days. The qualitative and
quantitative histological analysis showed greater regeneration, tissue quality and
fibroblastic proliferation in C+ (12 + 0), ER (12 + 0) and EPA (12 + 0) at 21 days;
modulation of inflammation at 14 days in EPA, with lower polymorphonuclear infiltrate
in C+ (3.5 £ 1) and EPA (3.2 + 1.79); greater reepithelialization in CV (1.8 £ 0.45) and
ER (1.75 + 0.5) at 7 days. Therefore, the extracts produced beneficial effects to
healing. Films were prepared by casting-solving using blends of PVA 8% with ER at
10%, 20%, 30%, 40%. Colourless, transparent, flexible, resistant to handling films were
obtained, with good interaction between the polymers, without phase separation. The
addition of ER resulted in films with lower thickness, higher swelling capacity and
partially wettable by water. The increase of the ER content in the blends interfered with
the solubility and permeability to water vapor. Joint analysis of the parameters
suggests that PVA film containing a higher percentage of natural polymer (40% ER) is

potentially useful for the preparation of bioactive wound dressings.

Key words: Healing. Wound dressing. Film formation
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INTRODUCAO

Grande atencao tem sido dada atualmente para o uso de plantas medicinais
em substituicdo aos farmacos sintéticos. Desde o final da década de 1970, a
Organizacdo Mundial de Saude vem reforcando a importancia da utilizagdo das
plantas medicinais como um recurso economicamente viavel para aumentar a
cobertura de atengao primaria a saude. Ha mais de 20 anos o governo brasileiro vem
implementando politicas de incentivo a utilizagdo racional de plantas medicinais e as
pesquisas relacionadas aos fitoterapicos. O Brasil € o pais que abriga a maior parcela
da biodiversidade, em torno de 15 a 20% do total mundial, com enorme potencialidade
para a utilizacdo e pesquisa das plantas medicinais (BRASIL, 2006). Os produtos
naturais apresentam as vantagens de serem recursos renovaveis, acessiveis, de
baixo custo, ndo causam impactos ambientais, e, em geral, apresentam menor
potencial de toxicidade e ocorréncia de efeitos colaterais, em relacdo aos produtos
sintéticos (CALIXTO et al., 2001).

A cicatrizacdo é um processo que esta presente na rotina clinica dos
profissionais de saude, dentre eles os médicos veterinarios. Lesdes que néao
cicatrizam estdo associadas a uma alta morbidade e podem afetar o bem-estar e a
saude, além de implicar em perda econdmica. O manejo correto das feridas melhora
a taxa de cura, o tempo para retornar a funcdo normal, a aparéncia estética final e,
portanto, a satisfacao de clientes (LIPTAK, 1997; OLIVEIRA; DIAS, 2012). Pesquisas
recentes tém priorizado o desenvolvimento e testes de varios materiais naturais e
sintéticos que aumentem a taxa de cicatrizacdo de feridas ou eliminem as possiveis
complicagdes do processo de cicatrizagdo (HANANEH; ISMAIL; ALSHEHABAT,
2015).

As coberturas para feridas (“wound dressings”) podem ser definidas como todo
material aplicado diretamente sobre a ferida. Auxiliam na reconstrucido da funcéo de
barreira da pele, na aceleracao da cicatrizacio e na redugao do risco de infecgao local
(SAMPAIO; DE CARVALHO; BRETTAS, 2018). Dentre as diversas formas disponiveis
de curativos, os filmes apresentam vantagens como transparéncia, facilidade de
aplicagao e remocgao, maior tempo de permanéncia sobre o local e potencial de

funcionar como matrizes para liberagdo controlada ou prolongada de farmacos.
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Possibilitam menor numero de trocas do curativo, aumentando o conforto e a adeséo
do paciente ao tratamento (JUNIOR; SHIOTA; CHIAVACCI, 2014).

A utilizacdo de polimeros naturais, especialmente os polissacarideos, como
insumos para a producao de filmes e coberturas para curativos tem se mostrado
bastante vantajosa. Sao recursos renovaveis e apresentam caracteristicas unicas
como atoxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e facil disponibilidade. Suas
caracteristicas hidrofilicas sdo vantajosas por proporcionarem a absorg¢ao do excesso
de exsudato. Porém, a solubilidade em agua torna-se um problema ao diminuir a
estabilidade das coberturas. Além disso, nem sempre fornecem propriedades
mecanicas elevadas (ESKANDARINIA et al., 2019). Uma forma efetiva de solucionar
essas limitacbes € a combinacdao com polimeros sintéticos, que apresentam maior
resisténcia mecanica, estabilidade e durabilidade em comparagao aos polimeros
naturais (TABATA, 2009). Diversos autores estudaram filmes de blendas de poli(alcool
vinilico) (PVA) com amido, obtendo melhorias nas propriedades mecanicas dos filmes
e demonstrando uma boa compatibilidade entre esses dois polimeros (ISMAIL e
ZAABA, 2011; TRINATH et al., 2018).

Os rizomas do taro, Colocasia esculenta (L.) Schott, constituem um alimento
de baixo custo e frequente na dieta de milhdes de pessoas, sendo cultivado nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, ocorre tanto como uma cultura
de subsisténcia, como em cultivo comercial, sobretudo nos estados de Espirito Santo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro (ANDRADE; NUNES; PEREIRA, 2015a). Os rizomas e
partes aéreas dessa espécie tém sido tradicionalmente usados para diversos fins
curativos, entre eles a cicatrizagao de feridas, na forma de emplastos ou compressas
(SHARMA e MISHRA, 2009). Na medicina tradicional chinesa é empregado para
tratamento de disturbios gastrointestinais (YU et al., 2015). Na medicina Ayurvédica o
extrato das folhas € usado para o tratamento de varias doengas, como presséo alta,
disturbios hepaticos, dores reumaticas, congestao pulmonar e ulceras (VASANT et al.,
2012). No Brasil foi realizado levantamento etnofarmacolégico no Parana, relatando
seu uso como adstringente, antidiabético e antirreumatico (SILVA; QUADROS; NETO,
2015).

O taro se apresenta como uma fonte promissora para a produgao de filmes para
curativos. Os rizomas possuem alto teor de polissacarideos: 70% de amido, com
propriedades filmégenas, e até 25% de mucilagens, com alta capacidade de retengao
de liquidos, acdo emoliente e protetora para feridas (MIJINYAWA; DURGA; MISHRA,
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2018). Ainda nos rizomas, foram isolados polissacarideos ndo amilaceos com agéo
imunoestimulante, além de proteinas de defesa (LI et al., 2018; PEREIRA et al.,
2015b). Estudos demonstraram a presenca de polifendis, sobretudo flavonoides, tanto
nas folhas quanto nos rizomas, com marcante agao antioxidante (LEONG et al., 2010;
SIMSEK e EL, 2015). Com relagdo aos estudos in vitro e em modelos animais, ja
foram evidenciadas propriedades antioxidantes, cicatrizantes e imunomoduladoras,
dentre outras (GONCALVES et al.,, 2013; LI et al., 2018; SIMSEK e EL, 2015).
Portanto, o taro constitui-se fonte tanto de biopolimeros com propriedades filmégenas,
como de compostos bioativos com agdes potencialmente benéficas a cicatrizagao de
feridas.

Neste contexto, o presente trabalho foi proposto com os objetivos de preparar,
caracterizar e avaliar a atividade cicatrizante de extratos dos rizomas e das partes
aéreas de C. esculenta; bem como de desenvolver filmes a partir de blendas do extrato
dos rizomas de C. esculenta com PVA, com potencial de utilizacdo em coberturas para

feridas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Colocasia esculenta (L.) Schott

2.1.1 Origem, nomenclatura e descrigao botanica

A espécie Colocasia esculenta (L.) Schott € uma planta originaria de regides
tropicais Umidas da Asia (india, Indonésia) e pertence a familia Araceae. E um
importante alimento para milhdes de pessoas, sendo cultivado exclusivamente nas
regides tropicais e subtropicais em todo o mundo, como a Africa, a Asia, a india
Ocidental e a América do Sul. No Brasil, é cultivado tanto como uma cultura de
subsisténcia, como comercialmente, sobretudo nos estados do Espirito Santo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro (ANDRADE; NUNES; PEREIRA, 2015; ANDRADE, 2016;
SAENPHOOM et al., 2016).

Segundo Silva (2011), possui os seguintes nomes populares em inglés: taro,
dasheene, eddoe, cocoyam e elephant ear. Em francés é conhecida como taro, songe,
madere, chou-chine e dachine. Em espanhol é denominada como taro, kal, cara e
malanga. Na Africa é chamada de colcas e alcolcas, enquanto no Egito é dito inhame.
No Brasil, denomina-se comumente como taro. Entretanto, no sudeste, centro e sul
do pais € conhecido como inhame, possivelmente em razao de sua semelhanga com
0s rizomas de Dioscorea spp., que por sua vez, sao conhecidos nas regides norte e

nordeste como cara (Figura 1).

Figura 1 — Plantas e rizomas de Dioscorea spp. € Colocasia esculenta

A- Dioscorea spp. B-Colocasia esculenta
FONTE: Andrade (2016)
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Em raz&o da confusdo quanto a nomenclatura desses vegetais, foi estabelecida
uma padronizagéo durante o 1° Simpdsio Nacional sobre as Culturas do Inhame e do
Cara, realizado em Venda Nova do Imigrante, ES, em 2001. Assim, Dioscorea spp.,
conhecida como cara, cujo tubérculo € muito cultivado nas regides norte e nordeste
do Brasil, passou a ter denominacado definitiva de inhame e C. esculenta, rizoma
popularmente conhecido no sul, sudeste e centro-oeste brasileiro como inhame,
passou a ter a denominacao taro, como é conhecido mundialmente no mercado
econdmico (ANDRADE, 2016; REIS, 2011).

O taro (C. esculenta) € uma planta herbacea vivaz, cuja altura pode variar entre
30 cm a 180 cm, de acordo com a cultivar. Seu caule € modificado em rizoma
amilaceo, constituindo a parte comestivel da planta. Suas raizes sdo abundantes e
fasciculadas. O rizoma é tuberoso, formando um cormo de aspecto escamoso e de
grossura variavel, de onde nascem em roseta, na extremidade de longos peciolos,
grandes folhas peltadas que podem atingir 70 cm de comprimento por 60 cm de
largura. O limbo é cordiforme ou ligeiramente sagitado, de cor verde escura. Os
peciolos podem ser verdes ou violaceos, terminando numa bainha curta e imbricada
na base. A inflorescéncia € uma espadice cilindrica, envolvida por uma longa espata.
Os frutos sdo pequenas bagas uniloculares (ANDRADE, 2016; SILVA, 2011). A Figura

2 ilustra as estruturas botanicas de C. esculenta.

Figura 2 — Estruturas botanicas de Colocasia esculenta (L.) Schott

1 - peciolos, 2 - espadice, 3 - espadice sem espata, 4 - estames, 5 - pistilo,
6 - secao vertical do pistilo, 7 - rizomas (caules modificados)
FONTE: http://www.herbarium.gov.hk/Subpagesimage.aspx?id=4113&type=illustration
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Trata-se de uma espécie polimérfica com diversas variedades. As mais
conhecidas sao C. esculenta var. esculenta, caracterizada por um grande rizoma
principal ou central e varios pequenos rizomas laterais, e C. esculenta var. antiquorum,
caracterizada por um rizoma central relativamente pequeno e rizomas laterais bem

desenvolvidos (MERGEDUS et al.,, 2015; SILVA, 2011). A Figura 3 demonstra
exemplares da variedade conhecida como taro chinés.

Figura 3 — Exemplares de Colocasia esculenta, da variedade “chinés”
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2.1.2 Composic¢ao quimica

Componentes nutricionais

A composicido nutricional do taro pode variar amplamente, dependendo do
genotipo, das condi¢gdes ambientais, de fatores agrondmicos durante o cultivo, idade

da planta, métodos de processamento e armazenagem (LEWU; ADEBOLA;

AFOLAYAN, 2009; MERGEDUS et al., 2015; REIS, 2001). Os rizomas s&o mais
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comumente utilizados na alimentagdo, mas em paises da Asia e Africa as folhas do
taro também s&o consumidas como alimentos (FERRERES et al., 2012).

Os rizomas de taro podem ser considerados um dos alimentos mais ricos
dentre os tubérculos. S0 uma importante fonte de carboidratos de boa qualidade,
com amido facilmente digerivel, minerais, vitaminas e aminoacidos essenciais. O
amido € o componente mais abundante, com teor entre 70% a 80%, apresentando
granulos relativamente pequenos quando comparado a outras amilaceas. A
digestibilidade é da ordem de 97%, proporcionando eficiente liberagdo dos
componentes durante a digestdo. Em contrapartida, contém quantidades reduzidas
de proteinas e lipidios (ANDRADE, 2016; LEWU; ADEBOLA; AFOLAYAN, 2009;
SILVA, 2011). As composigdes nutricionais das folhas e dos rizomas foram

determinadas por diferentes autores e encontram-se discriminadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores da composi¢ao nutricional dos rizomas e das folhas de C.
esculenta, relatados em diferentes estudos

Rizomas Folhas
Autores SEFA-DEDEH LEWU REIS, KUMOROA SAENPHOOM
et al., 2004 et al., 2009 2011 etal., 2014 etal., 2016

Umidade (%) 59a72 69,7 a 76,7 59,3a72,1 61,3 80,0
Proteinas (%) 2,98 a 4,69 6,4 a17,0* 3,0a4,7* 2,6 29,7*
Lipideos (%) 0,64 a 0,95 0,8a24* 0,64 a0, 97" 0,37 -
Extrato etéreo (%) - - - - 43"
Carboidratos (%) 17,8 a 32,5 67,8 a 82,6* 17,8 a 32,5* 31,5 -
Cinzas (%) 1,56 a 1,88 - 1,56 a 1,88* 1,23 9,2*
Fibras (%) - 2,7a5,2 1,7 3,0 48,1*
Energia (Kcal/100g) - 89a 95 97 145 -

* Valores determinados nas amostras dessecadas

Estudo anterior realizado por este grupo de pesquisa, avaliou a composigao
nutricional do mesmo material vegetal de C. esculenta utilizado no presente estudo.

Os resultados estao expressos na Tabela 2 (VIEIRA, 2018).

Tabela 2 — Composicao nutricional do rizoma e das partes aéreas de C. esculenta

Amostra Umidade Cinzas Lipideos Fibras Proteinas Carboidratos
Rizoma 7,40% 6,43% 0,25% 3,71% 6,93% 75,28%
Partes aéreas 8,93% 15,73% 1,79% 15,72% 20,11% 37,70%
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Além dos altos niveis de proteina, as folhas sdo excelentes fontes de
betacaroteno, potassio, calcio, fosforo, ferro, riboflavina, tiamina, niacina, vitamina A,
vitamina C e fibras (FERRERES et al., 2012). A presenca de vitaminas (acido
ascorbico, carotenos e tiamina) e aminoacidos (arginina, cistina, fenilalanina, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, serina, tirosina, treonina, triptofano e valina)
tambeém foi relatada por Silva (2011).

As farinhas obtidas a partir dos rizomas também sao bastante utilizadas na
industria alimenticia. Um estudo com farinhas produzidas a partir de seis variedades
de C. esculenta foi realizado por Aboubakar e cols. (2008), apresentando os seguintes
teores: 2,0 a 9,6% de umidade, 2,9 a 4,9% de proteinas, 90,5 a 95,5% de carboidratos,
68,8 a 86,6% de amido, 0,30 a 1,17% de gordura, 13,5 a 26,7% de agucares redutores
e 1,3 a 5,5% de cinzas. Njintang e cols. (2014) obtiveram resultados semelhantes.

Com relagdo a composi¢cao mineral, Mergedus e cols. (2015) encontraram os
seguintes valores nos rizomas: 0,24% de potassio, 0,14% de fésforo, 0,1% de
magnésio, 0,0067% de calcio, 0,0051% de zinco, 0,0012% de ferro, 0,0011% de
manganés, 0,00067% de cobre e 0,00084% de cadmio.

Oxalatos

Os oxalatos sao amplamente distribuidos nas plantas em formas soluveis em
agua, tais como oxalatos de potassio, sédio e aménio e também como cristais
insoluveis de oxalato de calcio. Autores relatam que os oxalatos podem alterar o gosto
dos alimentos, além de diminuir a biodisponibilidade do calcio (SEFA-DEDEH e
AGYIR-SACKEY, 2004).

Oscarsson e Savage (2007) encontraram teores de 589 + 35,8 mg de oxalatos
totais/100 g de peso fresco em folhas jovens de taro e 443 + 15,0 mg de oxalatos
totais/100 g de peso fresco em folhas mais velhas. Os oxalatos soluveis
corresponderam a 74% do teor total de oxalato das folhas jovens e velhas. Sefa-
Dedeh e Agyir-Sackey (2004) determinaram o teor de oxalato nos rizomas,
encontrando valores de 328 a 488 mg de oxalato/100 g de rizoma.

Os oxalatos insoluveis, especialmente cristais em agulha como o oxalato de
calcio, podem causar irritagdo e inchago da boca, garganta e trato intestinal, quando
o taro é consumido cru. Esse fator causa alguma limitagdo na sua utilizagdo como
alimento (KUMOROA et al.,, 2014). Porém os métodos usuais de preparo, como

cozimento em agua ou em calor seco, reduzem os teores de oxalato em até 50%
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(SEFA-DEDEH e AGYIR-SACKEY, 2004). Alguns métodos vém sendo testados com
objetivo de reduzir os teores de oxalato de calcio. Os cristais estdo mais concentrados
nas camadas externas dos rizomas e podem ser removidos em grande parte por
descascamento de uma camada espessa do rizoma seguido de cocg¢ao. Outro método
descrito foi a imersao em solugédo de bicarbonato de sédio 10% (p/p) por 2 horas,
seguido de fervura a 90 °C por 60 minutos (KUMOROA et al., 2014; OSCARSSON e
SAVAGE, 2007).

Mucilagens

Em todo o mundo, especialmente nas zonas tropicais e subtropicais, existem
plantas contendo mucilagem em seus tecidos (MORTON, 1990; WADHWA, NAIR,
KUMRIA, 2013). Quimicamente, as mucilagens enquadram-se no grupo dos
polissacarideos, que s&do polimeros de alta massa molar, resultantes da condensagao
de unidades glicidicas entre si. O grau de polimerizagao € bastante variavel, podendo
chegar até 3.000 unidades. Podem estar associadas a uma variedade de outros
componentes organicos e inorganicos, como proteinas, minerais e outros. As
caracteristicas fisico-quimicas sao influenciadas pela estrutura primaria, natureza e
sequéncia dos monossacarideos presentes; pelo grau de polimerizacdo e pela
conformacgéao espacial de suas cadeias (JANI et al., 2009).

Possuem a propriedade de formar solugdes viscosas ou géis ao entrarem em
contato com a agua, formando uma matriz hidrofilica e atuando como um reservatorio
de agua in vivo. Essa propriedade se deve aos grupos hidrofilicos, que interagem com
a agua para formar géis ou solugdes viscosas. Os géis resultantes de polimeros
diferentes irdo apresentar formas estruturais e texturas também diferentes (TONELI;
MURR; PARK, 2005).

Devido as suas propriedades de retengao de agua e gelificagdo, as mucilagens
tém ampla aplicagdo nas areas médica, farmacéutica e alimenticia. Sdo utilizadas
como estabilizantes, gelificantes e espessantes de alimentos. Na fabricagcdo de
medicamentos podem ser usadas com as fung¢des de espessantes, aglutinantes e
desagregantes das formulagdes. Os usos terapéuticos incluem propriedades laxantes
e também protetoras das mucosas, sendo utilizadas para tratar inflamacdes e
irritacdes locais, tosse, ulceras, queimaduras, feridas, diarréia e desinteria. Varias

publicacdes fizeram contribuicdes apreciaveis para a descoberta das propriedades
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bioativas de tais produtos que ocorrem naturalmente nas plantas (MORTON, 1990;
WADHWA; NAIR; KUMRIA, 2013).

Os rizomas de C. esculenta contém mucilagem, atuando provavelmente como
polissacarideo de armazenamento para o vegetal. Esta mucilagem tem carater neutro
e propriedades reoldgicas unicas, que possibilitam seu uso como espessante,
emulsionante e estabilizante na industria alimenticia e também como aglutinante,
viscosante e formador de matriz na industria farmacéutica (ANDRADE; NUNES;
PEREIRA, 2015; ANDRADE, 2016; MIJINYAWA; DURGA; MISHRA, 2018).

Os teores relatados na literatura variam bastante, em funcdo de fatores
ambientais, genéticos e dos métodos de extracdo. Andrade (2016) realizou um
levantamento dos valores encontrados em diversos estudos, observando relatos de
teores de mucilagem desde 2,5% até 25,0%. O comportamento da viscosidade indica
que a mucilagem tem carater neutro e provavelmente é altamente ramificada, uma
vez que a viscosidade aumenta em fungdo da concentragdo. Lin e Huang (1993)
verificaram que a viscosidade da mucilagem de C. esculenta foi comparavel a goma
arabica a 2% de concentragdo, mas aumentou drasticamente na concentragao de 4%.
Variagbes de pH e de forga ibnica na solugdo ndo exerceram efeito significativo na
viscosidade.

Estudos mostraram duas fragdes distintas na mucilagem: uma fragdo mais
abundante, com componentes com massa molar superior a um milhdo de Daltons,
além de componentes com aproximadamente 850000 Daltons e 100000 Daltons,
respectivamente. A segunda fragdo, menos abundante, apresentou componentes com
massa de 5000 Daltons (LIN e HUANG, 1993). Analises posteriores mostraram que a
mucilagem possui alto conteudo de glicideos (91,94%) e pequena fragdo protéica
(3,18%), além de minerais. Andrade; Nunes e Pereira (2015) determinaram os teores
de umidade (12,7%), cinzas (4,05%), extrato etéreo (0,29%) e fibras (0,35%). Andrade
(2016) comparou diversos métodos de extracdo, obtendo mucilagens brutas com
8,5% de proteinas e 84,6% de glicideos e mucilagens purificadas contendo 47,8% de
proteinas e 39,0% de glicideos. Segundo o autor, a mucilagem do taro é formada
principalmente, por arabinogalactanas, que podem estar ligadas a proteinas,
formando a glicoproteina AGP (proteina arabinogalactana).

Alguns autores determinaram o perfil de monossacarideos resultante da
hidrolise da mucilagem. Ha variagbes entre os resultados relatados por diferentes

trabalhos, principalmente devido a diferencas nos processos de obtencao utilizados.
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A proporgao e a presencga de alguns monossacarideos podem ser alteradas devido a
diferentes formas de extragdo, condigdes de cultivo e fisiologia do rizoma utilizado.
Estudos feitos com mucilagens extraidas sob aquecimento produzem a glicose como
o principal componente (ANDRADE; NUNES; PEREIRA, 2015). Entretanto, quando a
extragao é realizada em baixas temperaturas obtém-se a galactose como substancia
majoritaria (ANDRADE, 2016). A diferenga nas composi¢des de glicideos pode ser
atribuida principalmente a presenga de amido como uma impureza na mucilagem.
Pelo processo de extragdo a quente o amido € extraido junto com a mucilagem,
gerando alto teor de glicose apdés a hidrélise; ja pelo processo a frio extrai-se
preferencialmente mucilagem isenta de amido (LIN e HUANG, 1993; ANDRADE,
2016).

Mijinyawa; Durga e Mishra (2018) relataram como principais monossacarideos
a glicose, a galactose, a manose e a arabinose. Lin e Huang (1993) encontraram
19,7% de dglicose, 16,2% de arabinose, 61,6 % de galactose, 0,5% de acido
galacturénico, 2,1% de proteinas. Andrade; Nunes e Pereira (2015) encontraram
1,63% de frutose, 0,26% de fucose, 0,18% de arabinose, 0,90% de galactose, 76,46%
de glicose, 0,02% de xilose, 0,04% de ramnose e 0,31% de manose. Em estudo
posterior, realizado com mucilagem obtida por extra¢ao a frio e submetida a processo
de purificagdo, Andrade (2016) encontrou 16,7% de arabinose, 72,4% de galactose e
10,9% de glicose.

Quanto ao perfil de aminoacidos, foram encontrados: 23,27% de lisina, 20,93%
de triptofano, 6,72% de treonina, 5,85% de serina, 2,75% de glicina, 4,91% de alanina,
9,50% de cisteina, 8,20% de isoleucina, 6,16% de fenilalanina e 3,14% de histidina
(ANDRADE; NUNES; PEREIRA, 2015). Segundo Andrade (2016), a presencga de
aminoacidos mostra que pelo menos parte da fragao proteica existente no rizoma de
taro vai para a mucilagem, podendo se ligar as arabinogalactanas e formando a

glicoproteina AGP (proteina arabinogalactana), com propriedades emulsionantes.

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe com grande diversidade de
estruturas quimicas, desde simples até complexas, mas que compartilham a
caracteristica basica de possuir pelo menos um anel aromatico benzénico no qual esta
ligado pelo menos um grupamento hidroxila, caracterizando a presenca do grupo

fendlico (Figura 4). Quando ocorre mais de um grupo fenolico na molécula, ela pode
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ser denominada como um polifenol. Estes compostos séo classificados segundo a sua
estrutura quimica, abrangendo grupos com diversas complexidades estruturais, desde
fendis simples e acidos fendlicos até antraquinonas, cumarinas, flavonoides e taninos
(SIMOES et al., 2010).

Figura 4 — Estrutura molecular do fenol
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FONTE: CUNHA (2005)

Numerosas pesquisas relatam que a ingestao de polifendis como parte de uma
dieta regular reduz o risco de doencgas cardiovasculares e de desenvolvimento de
canceres. Além disso, eles tém sido reconhecidos por possuirem ag¢des antioxidante,
anti-inflamatéria, antialérgica, venotonica, cardioprotetora, hepatoprotetora e antiviral
(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; CHAMPAGNE et al, 2011;
FERRERES et al., 2012).

Varios estudos detectaram compostos polifendlicos, sobretudo pertencentes ao
grupo dos flavonoides, tanto nas folhas quanto nos rizomas de C. esculenta
(CHAMPAGNE et al., 2011; FERRERES et al., 2012; LI et al., 2014; MUNOZ-
CUERVOA et al. 2016; SIMSEK e EL, 2015). Quimicamente, os flavonoides podem
ser definidos como compostos fendlicos com esqueleto basico C6-C3-C6, constituido
por duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas, conforme

mostrado na Figura 5.

Figura 5 — Esqueleto basico dos flavonoides
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FONTE: SIMOES et al. (2010)
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Segundo os tipos de substituintes presentes, os flavonoides s&o divididos em
diversas classes, como flavonas, flavonois, flavanonas, antocianidinas, isoflavonas,
dentre outras (Figura 6). Além disso, podem formar heterosideos, através da ligagao
de uma ou mais moléculas de glicideos ao flavonoide. Conforme o sitio de ligagao do
glicideo, essas ligagbes podem ser do tipo C-heterosidicas (glicideo ligado a um
carbono do esqueleto basico) ou O-heterosidicas (glicideo ligado a um oxigénio),
gerando C-heterosideos ou O-heterosideos, respectivamente (CUNHA, 2005;
SIMOES et al., 2010).

Figura 6 — Exemplos de subclasses dos flavonoides
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Champagne e cols. (2011) estudaram a composi¢gdo e as quantidades de
compostos fenodlicos em dez espécies de raizes tropicais consumidas como alimentos,
dentre elas o taro, o inhame, a batata doce e a mandioca. Os teores mais altos (326,7
mg/100 g), bem como a maior variedade de compostos flavonicos, foi encontrada para
o rizoma de taro, indicando que o mesmo é uma fonte interessante desses
componentes. Simsek e El (2015) encontraram teores de fendlicos totais (205 + 53
mg/100 g) e flavondides totais (61 + 9 mg/100 g) em extrato hidrometandlico dos
rizomas do taro.

Munoz-Cuervoa e cols. (2016) analisaram os rizomas de 167 cultivares de taro,
encontrando 35 flavonas e flavondis, seis flavanonas, e dois flavanois. Dentre as

flavonas, 20 eram heterosideos de apigenina, luteolina e o crisoeriol, com ligagdes C-
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heterosidicas e O-heterosidicas. Heterosideos de crisoeriol ndo sdo encontrados
frequentemente, merecendo uma pesquisa mais detalhada. Nas flavanonas foram
encontrados heterosideos com ligagbes O-ramnosidicas.

Quarenta e um metabdlitos fendlicos (11 derivados do acido hidroxicinamico e
30 heterosideos de flavonoides) foram identificados por meio de cromatografia liquida
de alto desempenho nas folhas de duas variedades de C. esculenta coletadas na ilha
de Acores, Portugal. As variedades gigante branca e vermelha (denominagdes locais)
continham, respectivamente, 14 e 21% de acidos fendlicos (acido caféico, acido 5-O-
cafeoilquinico e acido p-cumarinico), 37 e 28% de flavonas mono-C-heterosideos, 42
e 43% de flavonas di-C-heterosideos, 3 e 4% de flavonas mono-C-(O-heterosideo)
heterosideos, e ambas variedades 2% de flavonas di-C-(O-glicosil) heterosideos e 2%
de flavonas-O-heterosideos. Luteolina-6-C-heterosideo foi o composto presente em
maiores quantidades em ambas as variedades. Também foram encontrados:
apigenina-8-C-heterosideo, apigenina-6-O-heterosideo, luteolina-8-C-heterosideo,
luteolina-6-C-heterosideo, apigenina-6-C-heterosideo-7-O-heterosideo, luteolina-3,7-
di-O-heterosideo e crisoeriol (FERRERES et al., 2012).

Li e cols. (2014) relataram a presenga de pelargonidina-3-heterosideo,
cianindina-3-ramnosideo, cianidina-3-heterosideo, orientina, isorientina, vitexina,
isovitexina, luteolina-7-O-heterosideo, luteolina-7-O-rutinosideo, acido rosmarinico,
1-O-feruloil-D-heterosideo e 1-O-cafeoil-D-heterosideo nas folhas de C. esculenta. A
Figura 7 traz as estruturas quimicas de alguns desses compostos.

Gongalves e cols. (2013) pesquisaram os compostos fendlicos presentes em
extratos aquosos das folhas de C. esculenta submetidas a diferentes processos de
cultivo. Os teores de fendlicos totais encontrados variaram entre 2,93 e 6,68 mg/g,
sendo os valores superiores obtidos para as plantas cultivadas com pouca irrigagao.
A distribuicdo percentual dos compostos fendlicos foi de 84,1 a 96,7% de di-C-
heterosideos de flavonas; 2,24 a 14,6% de mono-C-heterosideos de flavonas e 0,44
a 1,3% de mono-C-(O-glicosil) heterosideos de flavonas. Derivados da luteolina
constituiram 44,5 a 52,3% dos compostos fendlicos; derivados da apigenina 44,8 a
52,71% e derivados do crisoeriol 0,0 a 2,9%.

Seis C-heterosideos e um O-heterosideo de flavonoides foram isolados por
Leong e cols. (2010) a partir das folhas e peciolos. Eles foram identificados como
escaftosideo, isoescaftosideo, orientina, isovitexina, isoorientina, vitexina e luteolina

7-O-soforosideo (Figura 8). A isovitexina foi o principal composto nos extratos aquosos
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(0,28 mg/g) e metandlicos (0,51 mg/g) das folhas enquanto escaftosideo foi o principal

composto do extrato aquoso (0,06 mg/g) dos peciolos.

Figura 7 — Estruturas moleculares de compostos isolados a partir de C. esculenta

=il

R1= OH: Luteolina-7-O-heterosideo
R2=ramnose: Luteolina-7-O-rutinosideo

Acido rosmarinico

R1= glicose; R2=H: Orientina
R1=H; R2= glicose: Isoorientina

ki Lt

R1= glicose; R2=H: Vitexina

R1=H; R2= glicose: Isovitexina

A

R1= OCHs; R2= glicose: 1-O-feruloil-D-heterosideo ]

R1= OH; R2=glicose: 1-O-cafeoil-D-heterosideo

FONTE: LI et al. (2014)

Figura 8 — Estrutura molecular de heterosideos flavonicos isolados a partir de

R2

Rt

HO

C. esculenta

Composto R1 R2 R3 R4
Escaftosideo C-B-D-glucopiranosil OH C-a-L-arabinopiranosil H
Isoescaftosideo C-a-L-arabinopiranosil OH C-B-D-glucopiranosil H
Orientina H OH C-B-D-glucopiranosil  OH
Isovitexina C-B-D-glucopiranosil OH H H
Isoorientina C-B-D-glucopiranosil OH H OH
Luteolina-7-O-soforosideo H O-B-D-glucopiranosil H OH
Vitexina H OH C-B-D-glucopiranosil H

FONTE: LEONG et al. (2010)
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Outros compostos

Li e cols. (2018) purificaram e caracterizaram dois polissacarideos nao
amilaceos a partir dos rizomas de C. esculenta, denominados TPS-1 e TPS2 (Taro
Polissacarideos 1 e 2), com massas moleculares de 10.502 e 10.191 kDa,
respectivamente. TPS-1 é constituido de 8,5% de ramnose, 0,73% de xilose, 88,57%
de glicose e 2,56% de galactose, com a maioria das ligagbes do tipo a-(1,6)-D-
glicidica. TPS-2 é constituido de 3,4% de ramnose, 1,6% de arabinofuranosideo,
0,73% de xilose, 87,92% de glicose e 26,94% de galactose, com a maioria das
ligagdes do tipo B-(1,4)-D-glicidica.

Sancho e cols. (2017) avaliaram o teor de oligossacarideos ap6s cozimento,
presentes nos rizomas do taro, comparando-os com os niveis de outros alimentos
como a batata doce e a mandioquinha. Os rizomas apresentaram niveis baixos de
frutooligossacarideo (0,21 + 0,03 mg/100 g) e maltooligosacarideo (0,78 + 0,03
mg/100 g), caracterizando o taro como uma fonte pobre destas substancias.

O taro contém varios tipos de proteinas de defesa contra pragas, patégenos ou
estresses abidticos, como lectinas e metalotioneinas. Dois compostos, uracil e glicol-
proteina taro lectina foram purificados e identificados por Yu e cols. (2015) a partir dos
rizomas frescos. Outra lectina obtida a partir do extrato bruto dos rizomas foi a tarina,
que demonstrou uma especificidade por glicideos complexos, ligando-se com alta
afinidade a N-glicanas complexas e manose. Muitos desses ligantes podem ser
encontrados em virus, células tumorais e insetos, assim como em células
hematopoiéticas (PEREIRA et al., 2015b)

Carneiro e cols. (1990) isolaram uma albumina, correspondendo a 11% das
proteinas soluveis presentes no rizoma de taro. A proteina isolada tem relativamente
alto teor de aminoacidos essenciais, como fenilalanina e leucina, mas & pobre em
aminoacidos contendo enxofre, ao contrario das proteinas encontradas em geral nos
tecidos de reserva.

Foi verificada a presenca de polifenoloxidases no taro. Essas enzimas
catalisam a oxidagdo de compostos fendlicos a quinonas, que se polimerizam
resultando em pigmentos marrons (melaninas) levando ao escurecimento do rizoma.
As polifenoloxidases tem importancia no setor alimenticio, pois o escurecimento
enzimatico causa grandes perdas em alimentos como batatas, alface, magas,
bananas, péssegos, dentre outros (DUANGMAL e APENTEN, 1999).
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Prospeccao fitoquimica

Em trabalho anterior realizado por este grupo de pesquisa, foi realizada a
prospeccgao fitoquimica qualitativa do mesmo material vegetal de C. esculenta
utilizado no presente estudo. Os resultados estdo expressos na Tabela 3. Observou-
se caracterizagao positiva para compostos fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas
e terpenoides tanto nos rizomas como nas partes aéreas. Os rizomas apresentaram
ainda reacao positiva para fenois simples. Embora tenha sido obtido resultado positivo
nas reacdes de caracterizacido de alcaloides, considerou-se a possibilidade de um
resultado falso-positivo, uma vez que polifendis, proteinas e mucilagens presentes na
droga vegetal também podem produzir precipitados com os regentes utilizados
(VIEIRA, 2018).

Tabela 3 — Prospeccéo fitoquimica qualitativa da espécie C. esculenta

Classe investigada Ensaio realizado Resultado observado
Rizomas Partes aéreas
Compostos fendlicos Adicéo de FeCls 5% + +
Fendis simples Micro sublimagéao + -
Flavonoides Adigao de AIClz 5% - +
Reacgéo de Shinoda + +
Reacéao de Pew + +
Reacao de Taubouk + +
Cumarinas Adicédo de KOH 10% - -
Quinonas Reacé&o de Borntrager - -
Taninos Reacéo de gelatina 2% - -
Adicéo de Pb(CH3COO)2 10% + +
Adicéo de Cu(CHsCOO)2 3% + +
Adicao de FeCls 2% TC* TC*
Terpenoides e Reacgéo de Liebermann NE* NE*
?aert;giﬁig: Reagao de Keller-Kiliani + +
Reacao de Pesez + +
Saponinas Formagao de espuma + +
indice afrosimétrico 28 50

Atividade hemolitica - -

Alcaloides Reagente de Bertrand i i
Reagente de Wagner - +
Reagente de Dragendorff - +
Reagente de Hager i i
Reagente de Mayer + +

*TC: taninos condensados; *NE: nucleo esteroidal.
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2.1.3 Agoes farmacologicas

Acao cicatrizante

O processo de cura de lesdes teciduais se da por regeneragdo ou por
cicatrizagdo. Na regeneragao, o tecido morto € substituido por outro com morfologia
e funcionalidade idénticas ao tecido original. Na cicatrizagcdo, o tecido lesado é
substituido por tecido conjuntivo vascularizado (BRASILEIRO FILHO, 2009).

A cicatrizagdo € um processo bioldgico complexo e pode ser dividido em fases,
embora essas possam se sobrepor e ocorrer simultaneamente (CAMPQOS, 2007).
Segundo Kumar (2010), a primeira fase é inflamatdria, na qual ocorre inicialmente a
formagcdo do coagulo de fibrina e liberacdo de mediadores, desencadeando uma
reacao inflamatdria no local. O exsudato de células fagocitarias reabsorve os produtos
de destruicao tecidual. Na fase proliferativa, caracterizada pela formacgao do tecido de
granulagdo, ocorre proliferacdo de células endoteliais e fibroblasticas, com
neovascularizagao, deposicdo de colageno do tipo Ill e componentes da matriz. A
ultima fase, chamada de remodelacéo, envolve a contragdo da ferida pela agao dos
miofibroblastos e o remodelamento do tecido. Em todas as fases, o processo é
mediado por varios fatores de crescimento e citocinas. O tempo de duracao de cada
fase pode variar de acordo com o tipo e extensao da ferida, presenca de infeccéo,
bem como com as condi¢des do organismo (BRASILEIRO FILHO, 2009).

A fase inflamatdria tem inicio imediatamente apdés a ocorréncia da leséo,
quando as vias de coagulagdo s&o ativadas, resultando na formag&o de um coagulo
na superficie da ferida, composto por hemacias, fibrina, fibronectina, componentes do
complemento e macréfagos. O coagulo funciona como um tampao, evitando a perda
de sangue e fluidos, protege contra a entrada de agentes externos e serve de
arcaboucgo para as células que sao atraidas por fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas liberadas no local. As citocinas ativam as células endoteliais, que expde
moléculas de adesao (ICAM, VCAM, selectinas), favorecendo a adesao de leucécitos.
As primeiras células a chegarem a ferida s&o os neutrdéfilos, que produzem radicais
livres auxiliando na destruicdo bacteriana e na fagocitose de restos celulares, sendo
gradativamente substituidos por macroéfagos. Estes migram para a ferida apos 48 - 96
horas da lesdao, desempenhando papel fundamental no término do desbridamento

iniciado pelos neutroéfilos, além de secretarem citocinas e fatores de crescimento,
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necessarios para a continuidade do processo de cicatrizacdo. Usualmente essa fase
dura cerca de quatro a seis dias (BRASILEIRO FILHO, 2009; HOSGOOD, 2006;
KUMAR et al., 2010).

A fase seguinte é a proliferativa, na qual os fibroblastos migram para o local
através de quimiotaxia, proliferam e depositam componentes da matriz extracelular,
principalmente fibras colagenas finas (tipo Ill), acido hialurdénico e proteoglicanos.
Simultaneamente, ocorre a formagao de novos capilares. A proliferacdo das células
endoteliais é induzida por fatores de crescimento (VEGF, EGF e PDGF) e citocina
TNF-a. O tecido conjuntivo neoformado recebe o nome de tecido de granulacgéo.
Também ocorre proliferacdo de queratindcitos a partir das bordas da ferida, iniciando
a reepitelizacdo. Essa fase caracteriza-se pela reconstituicdo dos tecidos e
fechamento da ferida. Tem inicio ao redor do 4° dia apds a lesdo e se estende
aproximadamente até o término da segunda semana (BRASILEIRO FILHO, 2009;
CAMPOS et al., 2007; KUMAR et al., 2010).

Na fase final, chamada de remodelagdo ou maturagéo, ocorre gradualmente a
substituicdo do tecido de granulacéo por tecido conjuntivo denso. Os fibroblastos e
leucdcitos secretam colagenases, que digerem as fibras de colageno tipo Il (mais
finas), bem como as fibras dispostas de forma aleatodria. Ocorre a deposi¢ao de fibras
de colageno tipo | (mais resistentes) e a reorganizagao das fibras de forma paralela
as linhas de tensdo, com aumento das ligagdes transversais, conferindo ao tecido
maior resisténcia e forga ténsil. O remodelamento do tecido conjuntivo que ocorre
nessa fase resulta do equilibrio entre a sintese e a degradagdo de componentes da
matriz extracelular e proporciona o aumento da resisténcia do tecido. As fibras
colagenas tornam-se mais grossas e compactas, comprimindo os capilares e
reduzindo seu numero. As células fagocitarias vao desaparecendo, por apoptose.
Citocinas, quimiocinas e produtos de degradagao da matriz extracelular atuam nos
receptores dos fibroblastos induzindo a expressao de genes que estimulam a sintese
de proteinas contrateis. Com isso, essas células adquirem o fendtipo de
miofibroblastos, com fungao contratil, de fundamental importancia para a contracao
das margens da lesdo, promovendo a retragao da cicatriz. A fase de remodelamento
tem inicio ap0s cerca de duas a quatro semanas da ocorréncia da lesdo, estendendo-
se por até trés meses e, em alguns casos, até por anos. Na segunda semana, a

resisténcia da cicatriz corresponde a cerca de 10 a 20% da resisténcia da pele nao
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lesada, aumentando progressivamente até atingir cerca de 80% da resisténcia original
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; BRASILEIRO FILHO, 2009; KUMAR et al., 2010).

Alguns fatores locais que podem influenciar negativamente a cicatrizagdo sao
hipéxia tecidual, infeccdo, técnica cirurgica inadequada, presenca de corpos
estranhos e tecido necrosado, edema e pressao tecidual elevada. Estes fatores
podem atuar como barreira fisica para o desenvolvimento ordenado do tecido de
granulacao e deposic¢ao de colageno, ou podem aumentar excessivamente a resposta
inflamatdria. Além disso, feridas em areas com mobilidade alta sdo propensas a
inflamacéao crénica, devido a perturbacao repetitiva do tecido neoformado. Dentre os
fatores locais, a infecgdo é a causa mais importante do retardo da cicatrizacao. O fluxo
de sangue é outro fator relevante, pois quando é insuficiente aumenta o risco de
infecgao, retardando a taxa de cura. Além disso, a baixa perfusao tecidual aumenta a
hipoxia, interferindo no metabolismo e no crescimento celular e prejudicando a
cicatrizagdo (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Dentre os fatores sistémicos que dificultam a cicatrizacdo, pode-se citar
diabetes, hipotensdo, hipotermia, altera¢cdes da coagulagado, idade, insuficiéncia
hepatica, renal e respiratoria, deficiéncias nutricionais e o uso de alguns farmacos
(HAN; CEILLEY, 2017). Alguns medicamentos podem interferir negativamente na
cicatrizacdo de feridas, como os corticosterdides, penicilamina, ciclosporina e
colchicina. Os anti-inflamatérios esteroidais (corticosterdides) restringem a fase
inflamatdéria da cicatrizacdo causando efeito inibitério na taxa e qualidade da
cicatrizagdo. Entretanto, uma unica dose de esterdides ndo é suficiente para causar
esse efeito. O uso de antioxidantes (vitamina C, vitamina E e gingko biloba) tem sido
relacionado a menor formacéao de radicais livres € menor dano tecidual em situagdes
de hipoxia (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Pesquisas realizadas por Gongalves e cols. (2013) apontam para uma potencial
utilizacao das folhas de C. esculenta como cicatrizantes de feridas. Extratos aquosos
foram capazes de eliminar varias espécies oxidantes (radicais superdxido, oxido
nitrico e DPPH), além de inibir a hialuronidase. Essas ag¢des seriam benéficas ao
processo de cicatrizagdo, pois protegeriam as células da pele contra danos oxidativos
e preveniriam a degradagédo do acido hialurénico, acelerarando a recuperagéo de
feridas. A alta atividade antioxidante foi relacionada ao conteudo de compostos
fendlicos, principalmente as flavonas do tipo mono-C-heterosideos de luteolina. Em

outro trabalho, Takahashi e cols. (2012) verificaram que o extrato das folhas de C.
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esculenta apresentou atividade proliferativa celular em modelo de cultura de
fibroblastos humanos. Essas células desempenham papel fundamental no processo
de cicatrizagao, por meio da sintese de colageno e da remodelagdo dos tecidos. A
taxa de proliferagcao celular foi de 112,5% em relagao ao controle, porém nao induziu

aumento significativo na sintese de colageno.

Acao antioxidante

Leong e cols. (2010) obtiveram compostos flavénicos a partir de extratos
aquosos e metandlicos da folhas e peciolos de C. esculenta. Os flavonoides
isoorientina, orientina e luteolina 7-O-soforosideo mostraram forte atividade
antioxidante observada em ensaios de eliminagao de radicais DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil), de branqueamento de betacaroteno e de inibigao de radical superdxido.
O extrato metandlico da folha mostrou maior atividade sequestradora de radicais
DPPH (83,9% de atividade) do que o extrato aquoso (65% de atividade), enquanto o
oposto foi observado para os peciolos (17,8% de atividade no extrato aquoso).

Simsek e El (2015) testaram a agéo antioxidante do extrato hidrometandlico
dos rizomas do taro contendo 205 mg/100 g de fendlicos totais e 61 mg/100 g de
flavonodides. A atividade antioxidante foi expressa em funcdo da capacidade
antioxidante equivalente ao trolox (TEAC), sendo realizados os ensaios in vitro pelos
métodos de captura de radicais livres ABST (2,2’azinobis- 3-etil-benztiazolina-6-acido
sulfénico) e DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Foram obtidos valores de 452 + 72 mM
TEAC/100 g e 244 £+ 73 mM TEAC/100 g, pelos ensaios de ABTS e DPPH,
respectivamente.

Atualmente diversos processos inflamatérios, doencas crbénicas e
degenerativas tém sido associadas ao estresse oxidativo. Varios estudos relacionados
as acbes antidiabéticas, hipolipemiantes, antihipertensivas e cicatrizantes de C.
esculenta atribuem os efeitos benéficos obtidos a presenca de substancias
antioxidantes nos extratos de suas folhas e rizomas, sobretudo aos flavonoides
presentes nos mesmos (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; CHAMPAGNE
et al., 2011; ELEAZU; ELEAZU; IROAGANACHI, 2016; VASANT et al., 2012).

Ac¢oes imunomoduladora e proliferativa
Como dito anterioremente, Li e cols. (2018) purificaram e caracterizaram dois

novos polissacarideos nado amilaceos a partir dos rizomas de C. esculenta,
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denominados TPS-1 e TPS2 (Taro Polissacarideos 1 e 2). Ambos apresentaram agéo
imunoestimulante em modelo de linhagem celular de macréfagos, sendo que TPS-2
exibiu uma atividade de imunomodulacéo efetiva maior do que o TPS-1, em relagao
aos niveis de o6xido nitrico, fator de necrose tumoral-a e interleucina-6 liberados pelos
macrofagos e a estimulagao significativa da fagocitose realizada por essa células. Os
autores concluiram que TPS-1 e TPS-2 podem ser considerados como novos
imunoestimulantes potenciais.

Estudos demonstraram a acao proliferativa do extrato proteico dos rizomas do
taro tanto in vitro como in vivo. O extrato estimulou de maneira dose-dependente a
proliferacao in vitro de esplendcitos C57BL/6 e BALB/c, em modelo de cultura celular
de camundongos. Foi isolada, a partir do extrato, uma proteina com massa molar de
50 KDa, biologicamente ativa (PEREIRA et al., 2015b; TULIN e ECLEO, 2007). A
inoculagao do extrato em camundongos estimulou proliferagao de linfocitos B220+ na
medula 0ssea e de células do bago. Os autores atribuiram a agdo imunoestimulante
as proteinas presentes no extrato (PEREIRA et al., 2015a).

Lectinas sao proteinas encontradas em uma ampla gama de organismos, com
a capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos especificos. Eles podem
exercer importantes atividades biologicas, como a ativagdo do ciclo celular em
linfécitos. Pereira e cols. (2014) testaram, em modelo experimental murino, o extrato
proteico bruto de rizomas de C. esculenta, e também a tarina na forma isolada, uma
vez que essa lectina representou 40% das proteinas presentes no extrato. Ambos
apresentaram atividades aglutinantes contra eritrécitos e mitogénicas in vitro e in vivo
para esplenocitos de camundongos. Metade das células em proliferacdo foi
identificada como linfécitos B. O extrato bruto foi mais efetivo no desencadeamento

da proliferacdo do que a tarina na forma purificada.

Acao anticancer

Extratos das partes comestiveis de C. esculenta apresentaram efeitos
inibitorios de proliferagcao em sete linhagens celulares de linfocitos T, constituidas por
linhagens de células T de leucemia do adulto, de leucemia linfoblastica aguda e de
células T transformadas pela infecgdo pelo HTLV-l. Estes achados sugerem uma
bioatividade preventiva de leucemia no extrato (KAl et al., 2011).
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Acao antimicrobiana

A atividade antibacteriana de extratos aquosos e etandlicos de C. esculenta foi
avaliada contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo,
considerando a concentragdo inibitéria minima (MIC) de no maximo de 200 pg/mL. O
extrato etandlico dos peciolos apresentou atividade contra P. aeruginosa, com MIC =
100 pg/mL. Nao houve atividade frente aos outros micro-organismos testados (LIU et
al., 2014).

Em outro estudo, realizado por meio de método de difusdo em agar, C.
esculenta nao apresentou atividade frente a 25 micro-organismos testados (gram
positivos, gram negativos e leveduras), dos géneros: Staphylococcus, Bacillus,
Corynebacterium, Listeria, Micrococcus, Proteus, Enterobacter, Klebsiella,
Pseudomonas, Salmonella, Citrobacter, Escherichia, Candida e Trichosporon. Foram
utilizados extratos das folhas, preparados com solventes orgénicos polares e apolares
(CHANDA et al., 2013). Resultados diferentes foram obtidos por Reis (2011), que
observou atividade antifungica do extrato contra quatro espécies de Candida: C.

albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei.

Acao antidiabética

A farinha dos rizomas de C. esculenta demonstrou potencial benéfico para o
tratamento da diabetes. A adicao de farinha de taro por 21 dias na dieta de ratos
induzidos a diabetes, resultou em diminui¢ao da hiperglicemia em 58,75%, dos niveis
de proteina e glicose na urina e do peso relativo dos rins dos animais. (ELEAZU;
IROAGANACHI; ELEAZU, 2013).

Em estudo semelhante dos mesmos autores, foram demonstradas acgdes
antidiabéticas de C. esculenta. Ratos induzidos ao diabetes foram alimentados com
810 g/kg de farinha dos rizomas de taro durante 28 dias. Os animais tiveram melhora
no peso corporal (18,89% de decréscimo), diminuicdo nos niveis séricos de glicose e
da porcentagem de hemoglobina glicada (ELEAZU; ELEAZU; IROAGANACHI, 2016).

As fragdes soluveis em acetato de etila e em butanol, obtidas a partir de extrato
etandlico a 95% das folhas de C. esculenta apresentaram atividade inibitéria sobre a
aldose redutase. Foram obtidos valores de ICso de 2,07 ug/mL (fracdo em acetato de
etila) e 5,05 pg/mL (fragdo butandlica), em comparagdo com o controle positivo

quercetina, com ICs0 de 1,09 pg/mL. A aldose redutase € uma oxidorredutase, sendo
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uma enzima chave na via do poliol, que catalisa a redugdo da glicose ao sorbitol,
sendo este posteriormente metabolizado em frutose pela sorbitol desidrogenase. Essa
via desempenha papéis importantes na formacgao da catarata e na patogénese de
complicagdes diabéticas, como neuropatia, nefropatia, e retinopatia. Assim, a inibigcao
da aldose redutase representa um ponto chave para a prevengao de complicacoes
diabéticas a longo prazo (LI et al., 2014).

Acodes hipolipemiantes e antihipertensivas

A mucilagem dos rizomas de C. esculenta apresentou efeito hipolipemiante em
modelo animal murino. A mucilagem, rica em arabinogalactano, foi administrada aos
animais em dose de 4 mg/100 g de peso corporal durante oito semanas. Os niveis
lipidicos diminuiram no soro e nos tecidos, sendo esse efeito atribuido a uma
diminuicdo na producédo hepatica de VLDL - lipoproteinas de densidade muito baixas
(BOBAN; NAMBISAN; SUDHAKARAN, 2006). A adicao de 810 g/kg de farinha dos
rizomas de taro na dieta de ratos, induzidos ao diabetes, proporcionou redugao
significativa nos niveis séricos de triacilglicerdis, colesterol total, colesterol VLDL,
colesterol LDL; nos indices de riscos aterogénicos e coronarios; além do aumento dos
niveis de colesterol HDL (ELEAZU; ELEAZU; IROAGANACHI, 2016). O extrato
etandlico dos rizomas de taro a 20% mostrou-se eficaz na reducao do perfil lipidico
sérico de coelhos induzidos a hipercolesterolemia (REIS, 2011).

Vasant e cols. (2012) demonstraram as atividades anti-hipertensiva e diurética
leve do extrato aquoso de folhas de C. esculenta em modelo animal de ratos induzidos
a hipertensdo. Os autores atribuiram esses efeitos as atividades inibitérias da ECA
(enzima conversora de angiotensina), vasodilatadoras, p-bloqueadoras e/ou
bloqueadoras dos canais de calcio, que foram relatadas para os flavonoides presentes

no extrato, como vitexina, isovitexina e orientina.

Acao sobre sistema nervoso central

A atividade neurofarmacolégica de C. esculenta foi demonstrada em alguns
estudos. Kalariya e cols. (2015) observaram propriedades anticompulsivas para o
extrato hidroalcodlico das folhas, em modelo animal, com doses de 25 e 50 mg/kg,
por via intra-peritoneal. O efeito do extrato foi comparavel ao da fluoxetina, um
farmaco padrao de referéncia utilizado no tratamento do transtorno obsessivo-

compulsivo. Os estudos de toxicidade aguda mostraram que o valor de LDso do extrato
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em camundongos foi de 1000 mg/kg, por via intra-peritoneal. O extrato hidroalcoolico
das folhas exerceu atividade ansiolitica em modelo animal, em doses de 100 a 400
mg/kg, por via oral, com efeitos dose dependentes. Os camundongos apresentaram
diminuicao da ansiedade e da depressao e aumento do tempo de sono induzido por
tiopental (KALARIYA; PARMAR; SHETH, 2010).

Acao sobre sistema nervoso periférico

A lectina glicol-proteina do taro foi obtida a partir dos rizomas frescos,
demostrando atividade de estimulagdo nervosa em neurdnios do génglio da raiz dorsal
(DRG) de camundongos transgénicos GcaMP, em concentragcdo de 1 mg/mL. A
proteina ligou-se aos receptores de células DRG e alterou o calcio livre intracelular,
sendo capaz de induzir estimulos de coceira ou dor. Segundo os autores, essa
substancia poderia ser utilizada como droga modelo em pesquisas relacionadas a
esses estimulos. Além disso, sua presencga poderia explicar a irritagdo cuténea e
coceira causada pela mucilagem do taro (YU et al., 2015). Muitos autores atribuem os
efeitos irritantes do taro a presencga de cristais de oxalato de calcio (KUMOROA et al.,
2014; OSCARSSON e SAVAGE, 2007; SEFA-DEDEH e AGYIR-SACKEY, 2004).

Resumo das principais agoes relatadas
As principais a¢des farmacoldgicas descritas nesta revisdo para os rizomas e
folhas de C. esculenta estado apresentadas na Tabela 4. As acdes foram relacionadas

aos tipos de extratos e compostos quimicos testados nos experimentos.

Tabela 4 — Principais agbes farmacoldgicas de C. esculenta, segundo seus
diferentes extratos e constituintes quimicos

Acodes Rizomas Folhas
EXT MUC DRV EXP POL FLV EXT FLV
Antioxidante X X
Cicatrizante X
Imunomoduladora X X
Antidiabética X X
Hipolipemiante X X X X X
Ansiolitica X
Anticancer X

EXT - Extrato total; MUC - Mucilagem; DRV - Droga vegetal; EXP - Extrato proteico;
POL - Polissacarideos; FLV - Flavonoides
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2.2. Extrato de Colocasia esculenta como material para preparo de filmes

poliméricos utilizados como coberturas

2.2.1 Coberturas para feridas

Os curativos, coberturas para feridas (“wound dressings”), ou simplesmente
coberturas, podem ser definidos como todo material aplicado diretamente sobre a
ferida. Sdo utilizados com objetivo de favorecer a reparagédo dos tecidos dérmicos e
epidérmicos. Sua funcado primaria € formar uma barreira de protecéo fisica contra
agentes infecciosos, sujidades e traumas mecanicos. Também podem promover a
manutencdo de um ambiente umido, absorver o excesso de secrecdes e reduzir a dor
e o odor. Assim, auxiliam na reconstrucdo da funcdo de barreira da pele, na
aceleracgao da cicatrizagao e na reducao do risco de infecgéo local (DAUNTON et al.,
2012; FONSECA e SAVASSI-ROCHA, 1999; SAMPAIO; DE CARVALHO; BRETTAS,
2018).

Ha uma grande variedade de curativos, desde coberturas puramente fisicas,
como as gazes; até formas farmacéuticas convencionais (pomadas, cremes, géis,
solugdes, suspensdes) e também as formas de hidrogéis, hidrocoldides, espumas e
filmes; sendo cada uma delas empregada em situagdes especificas. Além disso, as
coberturas podem veicular diversos tipos de substancias ativas, como antibidticos,
enzimas, cicatrizantes, fatores de crescimento, dentre outros (BOATENG;
CATANZANO, 2015; KAMOUN et al., 2015).

Entre os diferentes tipos de coberturas disponiveis, sdo denominadas
coberturas passivas, quando sua fungao € limitada a cobertura e protecdo do local,;
interativas, quando s&o capazes de modificar a fisiologia no micro-ambiente das
feridas, mantendo-as umidas e otimizando a cicatrizagao; e finalmente, coberturas
bioativas sdo aquelas que agregam as anteriores, a fungdo de reservatério de
farmacos, com o objetivo de tratar as feridas e promover a regeneragao tecidual
(BOATENG e CATANZANO, 2015; MOGOSANU e GRUMEZESCU, 2014; SHAW e
MARTIN, 2009).

As coberturas conhecidas como "gaze” sao utilizadas desde o século 5 a.C. até
os dias de hoje. Podem ser constituidas por dois tipos de material: tecido de algodao
100% natural, mais amplamente utilizado, ou gaze feita de materiais artificiais e
sintéticos, como misturas de rayon ou de fibras sintéticas. Sua principal fungéo seria
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manter a ferida seca, permitindo a absor¢ao de exsudatos e impedindo a entrada de
bactérias. Porém, ja foi demonstrado que manter o local da ferida umido promove uma
cicatrizagdo mais rapida e eficiente. Além disso, a gaze de tecido é problematica pois
pode soltar fibras ao ser cortada, deixando detritos no leito da ferida. Também tende
a grudar na ferida, resultando em dor e trauma durante a remogéo (BOATENG, 2008;
DAUNTON et al., 2012).

As pomadas, cremes, géis, solugbes e suspensdes sao utilizadas como
veiculos para a incorporacdo de substancias ativas, como antibidticos, enzimas,
cicatrizantes, analgésicos, anti-inflamatorios e fatores de crescimento. Conferem
algum grau de protecédo e manutenc&o da umidade no ambiente da ferida. Porém, de
forma geral, ndo sao eficazes em permanecer sobre a ferida, pois absorvem os fluidos
locais e sdo lavadas. Assim, sdo necessarias reaplicagdes constantes. O tempo de
permanéncia sobre a ferida varia de acordo com a hidrofilicidade e viscosidade da
forma farmacéutica utilizada, dentre outras caracteristicas (BOATENG, 2008;
BOATENG e CATANZANO, 2015).

Os hidrogéis sdo formados por polimeros hidrofilicos reticulados. O processo
de reticulagao origina ligagdes covalentes intercruzadas entre as cadeias poliméricas,
formando uma rede tridimensional que mantém a estrutura do hidrogel e confere ao
material uma capacidade elastica. Assim, os hidrogéis possuem a capacidade de
absorver grandes quantidades de agua, com intumescimento de até 300 vezes o seu
volume original, sem que ocorra sua dissolugao e desintegracdo (AHMED, 2015).

Os mesmos estao disponiveis nas formas de géis (secos ou pré-misturados),
impregnados em gaze e na forma de filmes. S&o adequados para todos os estagios
de cicatrizacao de feridas, ndo sao irritantes e sdo permeaveis aos metabdlitos. Suas
principais agoes sao: hidratagao de feridas secas; promogao de debridagao, absorgao
do exsudato; alivio da dor através da hidratacdo das terminagdes nervosas. As
desvantagens dos curativos de hidrogel sdo o acumulo de exsudato, que pode
provocar a degradacédo do tecido e proliferacdo bacteriana, e a baixa resisténcia
mecanica. Portanto, ndo sao indicados para feridas infectadas ou com excesso de
exsudatos (BROUSSARD e POWERS, 2013; SAMPAIO; DE CARVALHO; BRETTAS,
2018).

Hidrocoldides sdo compostos por polimeros capazes de formar géis, como
carboximetilcelulose, gelatina, pectina e guar. Eles estdo disponiveis nas formas de

pos e de filmes. Nesse ultimo caso sdo geralmente associados a um polimero sintético
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como o poliuretano, para agregar propriedades adesivas e de resisténcia a agua. Em
contato com o exsudato da ferida, absorverm a agua e formam géis, que evitam a
aderéncia a ferida e proporcionam alivio da dor, por manter as terminag¢des nervosas
umidas. Sao interessantes para ulceras e para ferimentos sobre as articulagoes, pois
o gel formado proporciona um amortecimento leve. Eles também estimulam o
desbridamento autolitico. Uma desvantagem €& a natureza opaca do curativo, o que
limita a visualizagéo da ferida (BOATENG, 2008; BROUSSARD e POWERS, 2013).

Os curativos de espuma sao constituidos por espumas poliméricas porosas e
absorventes. Muitas vezes sdo associadas a camadas poliméricas oclusivas de apoio,
como polimeros de poliuretano, para evitar o contato direto com a ferida, perda
excessiva de liquidos e contaminacao bacteriana. Frequentemente esses curativos
possuem bordas de silicone. Os pensos de espuma mantém um ambiente umido ao
redor da ferida, fornecem isolamento térmico, sdo altamente absorventes e
permeaveis aos gases, melhoram a toleréncia dos tecidos a pressao e reduzem as
forcas de cisalhamento. Sdo recomendados para prevencao de ulceras por pressao
(BOATENG, 2008; INOUE e MATSUDA, 2015).

2.2.2 Filmes em coberturas para feridas

Os filmes sao materiais que apresentam espessura fina e sao utilizados como
barreira a agentes externos. Podem ser oclusivos ou permeaveis, dependendo do tipo
de polimeros constituintes. Assim como os hidrogéis, os hidrocolbides e as espumas,
os filmes podem ser um dos constituintes de um curativo ou a prépria cobertura
curativa em si (BOATENG e CATANZANO, 2015; MOGOSANU e GRUMEZESCU,
2014). Podem ser obtidos por diferentes processos, dentre eles a técnica de casting-
solving, que consiste na preparagao de uma solugcédo do(s) polimero(s) seguida de
evaporagao do solvente. A transformacédo da solugdo filmogénica em filme é
consequéncia das interagdes inter e intramoleculares que ocorrem. As caracteristicas
finais dos filmes dependem do tipo e da concentragcdo dos polimeros utilizados e
também da técnica de preparagao (DUTRA et al., 2017).

Os filmes apresentam a vantagem de tornar o tratamento mais confortavel e
funcional em relacdo a outras formas farmacéuticas convencionais, pois sao

transparentes, permitindo a visualizagao da ferida, podem ser aplicados em feridas de
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maior extensao, podem ser removidos facilmente, evitando a dor e o trauma durante
a sua remocgao. Além disso, os filmes sao capazes de funcionar como matrizes para
liberagdo controlada ou prolongada de farmaco, diminuindo o numero de trocas do
curativo e aumentando a adesdo do paciente ao tratamento (JUNIOR; SHIOTA;
CHIAVACCI, 2014).

Os filmes utilizados como coberturas devem apresentar caracteristicas de
biocompatibilidade, capacidade de absorver liquidos (intumescer), permeabilidade a
gases e propriedades mecanicas satisfatérias. O poder de intumescimento do material
garante que os exsudados produzidos pelos ferimentos sejam absorvidos. A
permeabilidade aos gases é essencial para permitir trocas gasosas e promover aporte
de oxigénio as células. Propriedades de forga tensil e flexibilidade proporcionam
resisténcia adequada ao curativo e facilidade de manuseio (LIVSHITS, 1988;
MOGOSANU e GRUMEZESCU, 2014).

2.2.3 Requisitos para as coberturas para feridas

Curativos modernos baseiam-se no conceito de criagcdo de um ambiente ideal
para permitir a migragao das células de defesa e epiteliais, promover a angiogénese
e sintese do tecido conjuntivo. Tais condi¢des incluem a manutengéo de um ambiente
umido ao redor da ferida, temperatura adequada do tecido para melhorar o fluxo
sanguineo, permeabilidade aos gases, permitindo trocas gasosas com o ambiente e
aporte adequado de oxigénio para ajudar na regeneragao de células e tecidos, além
de uma baixa carga bacteriana (BOATENG, 2008; SAMPAIO; DE CARVALHO;
BRETTAS, 2018).

Coberturas consideradas ideais devem contribuir tanto para a cicatrizacao da
ferida, como para o conforto do paciente. Devem fornecer protecdo mecanica e atuar
como barreira fisica contra a entrada de microrganismos na lesdo. Uma caracteristica
importantissima é a capacidade de absorver o excesso de exsudatos, evitando a
degradacao do tecido circundante e o crescimento de microrganismos (BOATENG,
2008; JAYAKUMAR et al., 2011). Os materiais utilizados devem ser biocompativeis,
atoxicos, nao alergénicos e nao aderentes. Do ponto de vista mecanico, devem

apresentar boa resisténcia e flexibilidade, permitindo facil aplicacdo e remocao.
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Também sdo desejaveis um aspecto esteticamente agradavel, custo permissivo e
facilidade de esterilizagcdo (BROUSSARD e POWERS, 2013; KAMOUN et al., 2015).

O avanco no desenvolvimento de materiais poliméricos e a utilizacdo destes no
preparo de coberturas, trouxe inumeros beneficios, uma vez que permite o preparo de
uma variedade de tipos de coberturas, inclusive daquelas que atuam como sistema
de liberagao de farmacos (DUTRA et al., 2017).

2.2.4 Polimeros obtidos a partir de fontes naturais usados no preparo de filmes
e coberturas para feridas

Os polimeros naturais apresentam maior compatibilidade biolégica e menor
toxicidade em relagdo aos polimeros sintéticos. S&o renovaveis, biodegradaveis e
apresentam semelhangcas com a matriz extracelular, estimulando o processo de
cicatrizagéo de feridas. Muitos ainda possuem atividades biolégicas, o que torna o seu
uso extremamente vantajoso. Diferentes polimeros naturais vém sendo utilizados
como materiais para preparar curativos de feridas, tais como colageno, alginato,
quitosana, amido, celulose e derivados (KAMOUN et al., 2015; MOGOSANU e
GRUMEZESCU, 2014; PELLA et al., 2018; STRACCIA et al., 2015).

O colageno € um dos tipos de cobertura mais utilizados. Trata-se de um
polimero proteico de origem animal, extraido de pele, ossos e tenddes. Além do
emprego em coberturas curativas, o colageno é utilizado também na constituicao de
arcaboucos para proliferagao de tecidos e em enxertos de pele artificiais. Sua fungao
no processo de cicatrizacdo € bem esclarecida, funcionando como um substrato
natural para as células, oferecendo uma estrutura de suporte que guia e estimula a
formacao tecidual, além de melhorar a ligagéo, diferenciagéo, proliferagdo e migragéao
celulares (LEE; SINGLA; LEE, 2001; MOUSAVI et al., 2019; PARENTEAU-BAREIL;
GAUVIN; BERTHOD, 2010).

O alginato é um polissacarideo natural linear constituido por (1,4)-a-L-
guluronato e (1,4)-B-D-manuronato em variadas propor¢des e arranjos sequenciais,
que tem a capacidade de formar um gel na presenca de cations multivalentes. A
proporgao entre esses dois componentes e o tipo de ligagdes entre eles resulta em
géis com diferentes graus de elasticidade. E obtido a partir de algas marinhas marrons

principalmente de trés espécies: Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e
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Macrocystis pyrifera. Foi patenteado em 1880, sendo utilizado em coberturas para
feridas nas formas de acido alginico e de seus sais (alginatos). Auxilia na manutengao
de um microambiente Umido nas lesdes, diminuindo a dor; propicia um nivel ideal de
temperatura e dificulta o crescimento bacteriano. Foram relatadas acodes
hemostaticas, além de incremento na migragao, proliferagdo e adesao celular nas
feridas, aumentando a taxa de cicatrizacdo (KAMOUN et al., 2015; LEE e MOONEY,
2012; STRACCIA et al., 2015).

A quitosana é o principal derivado da quitina, que € um polimero encontrado na
natureza, obtido a partir das carapacas de crustaceos, do exoesqueleto de insetos e
da parede celular de alguns fungos. Quitosana e quitina sdo copolimeros constituidos
de unidades de N-acetil-glicosamina e N-glicosamina distribuidas aleatoriamente ao
longo da cadeia. Quando a proporgao de N-acetil-glicosamina é maior do que 50%, o
polimero € denominado quitina. Inversamente, quando o numero de unidades de N-
glicosamina é mais elevado, entdo o polimero é denominado quitosana (AVILA et al.,
2012; MOGOSANU e GRUMEZESCU, 2014). Ambos sdo empregados em filmes para
coberturas de feridas e queimaduras, sendo um dos biopolimeros mais utilizados em
curativos. Possuem atividade antimicrobiana, antifungica e antiviral, bioadesividade,
resisténcia a condicdes ambientais e excelente permeabilidade ao oxigénio.
Observou-se que a quitosana melhora o tecido de granulagdo da ferida e acelera a
sintese de colageno pelos fibroblastos, 0 que aumenta a taxa de cicatrizagao (CHEN;
KUO; LEE, 2012). Além dessas propriedades bioativas, € um dos poucos polimeros
de origem natural com caracteristicas catiénicas (CHEN; KUO; LEE, 2012; KAMOUN
et al., 2015).

A celulose é um polissacarideo linear, presente nas paredes celulares vegetais
e extremamente abundante na natureza. Nas coberturas curativas € comum o
emprego da celulose sintetizada por bactérias, devido ao seu alto grau de pureza. Um
exemplo é a celulose obtida por sintese bacteriana a partir do melago de cana de
acucar (DE LUCENA et al.,, 2015). As moléculas de celulose formam ligagdes de
hidrogénio intramoleculares e intermoleculares, sendo que o primeiro tipo de interagao
€ responsavel pela rigidez da cadeia e o segundo pela formagéao da fibra vegetal. Esse
biopolimero possui propriedades atraentes como alta pureza, estrutura de rede, boa
resisténcia a tracao, alta capacidade de absorcdo de exsudato, biocompatibilidade e

biodegradabilidade. Tem sido usado como excelente cobertura para feridas e
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queimaduras. Porém, apresenta baixa capacidade de inibir o crescimento microbiano
(BOATENG, 2008; KAMOUN et al., 2015).

O amido é um polissacarideo de reserva, encontrado em muitos vegetais
superiores, geralmente nas sementes, tubérculos e rizomas. Apresenta as vantagens
de ser um produto amplamente disponivel, renovavel, de facil obtencéo e baixo custo
(HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008). Caracteriza-se como um

homopolissacarideo, composto por cadeias de amilose e amilopectina (Figura 9).

Figura 9 — Estruturas da amilose e amilopectina
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A amilose é formada por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas
a-1,4, originando uma cadeia linear. A amilopectina € formada por unidades de glicose
unidas em a-1,4, com ramificagdes em a-1,6, formando uma estrutura altamente
ramificada. A proporcdo das cadeias de amilose e amilopectina sao diferentes em
cada tipo de amido, variando em fungéo da espécie vegetal e do estado fisioldgico da
planta. Essa variagdo influencia diretamente as propriedades fisico-quimicas e
funcionais do amido, como cristalinidade, viscosidade e temperatura de gelatinizagéo
(TESTER; KARKALAS; Ql, 2004).

De especial importancia para a obtencdo dos filmes é a capacidade de
gelatinizagdo, que confere propriedades termoplasticas ao amido. Esse processo

consiste em aquecé-lo em presenga de grande quantidade de agua. A mesma é
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absorvida pelo polimero, provocando intumescimento e ruptura das estruturas
cristalinas. A amilose encontrada no interior dos gréanulos é liberada, formando uma
fase continua de gel ao redor destes granulos, resultando em um aumento da
viscosidade. Apds a gelatinizagdo, as moléculas lineares de amilose tendem a se
orientar paralelamente, formando ligagbes de hidrogénio entre as hidroxilas de
polimeros adjacentes. Ocorre diminuigdo de volume e a afinidade do polimero pela
agua é reduzida, o que permite ao amido gelatinizado formar filmes estaveis e flexiveis
(CAMPAGNER et al., 2015; DIAS, 2008).

Os filmes de amido proporcionam um ambiente umido no local, boa absor¢ao
de exsudatos e diminuigdo da necrose da superficie da ferida (ESKANDARINIA et al.,
2019). Por outro lado, podem apresentar baixa resisténcia mecanica e a solubilidade
em agua facilita sua desintegragdo. Isso pode ser solucionado pela adigdo de
substancias com agéao plastificante, como a glicerina, e pela associagdo com outros
polimeros. Também s&o bastante utilizados os amidos modificados quimicamente, a
fim de melhorar suas propriedades fisico-quimicas (PAL; BANTHIA; MAJUMDAR,
2006).

Na atualidade, tem sido dada grande atencdo para o uso de plantas
medicinais na farmacoterapia em substituicdo aos farmacos sintéticos (GUNES e
TIHMINLIOGLU, 2017; LIAKOS et al., 2014). Como exemplificado acima, a utilizagéo
de polimeros naturais como insumos para a producao de filmes e coberturas para
curativos tem se mostrado bastante vantajosa.

Nesse sentido, o taro se apresenta como uma fonte promissora, pois seus
rizomas possuem alto teor de amido (70%), um polissacarideo com propriedades
filmogenas, e também de mucilagens (até 25%), polissacarideos com alta capacidade
de retencédo de liquidos e capacidade de formagédo de gel com agédo emoliente e
protetora para feridas (MIJINYAWA; DURGA; MISHRA, 2018). Ainda nos rizomas,
foram isolados polissacarideos ndo amilaceos com acédo imunoestimulante, além de
proteinas de defesa, como lectinas, dentre elas a tarina (LI et al., 2018; PEREIRA et
al., 2015b). Estudos demonstraram também a presenca de polifendis, sobretudo
flavonoides, tanto nas folhas quanto nos rizomas, com marcante agdo antioxidante
(LEONG et al., 2010; SIMSEK e EL, 2015). Com relagao aos estudos in vitro e em
modelos animais, ja foram evidenciadas propriedades antioxidantes, cicatrizantes e
imunomoduladoras, dentre outras. (GONCALVES et al., 2013; Ll et al., 2018; SIMSEK

e EL, 2015). Portanto, o taro constitui-se fonte tanto de polimeros que podem ser
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utilizados como insumos na preparagcao de filmes para coberturas, como de

compostos bioativos com potenciais agdes para auxiliar a cicatrizagao de feridas.

2.2.5 Blendas de polimeros

Mistura polimérica, blenda polimérica, ou simplesmente blenda, sdo os nomes
dados a mistura fisica entre dois ou mais polimeros. Um dos métodos de obtencéo é
a mistura por solugao, que consiste em misturar solu¢des dos polimeros constituintes
em um solvente comum (SILVA et. al., 2016). Em geral as propriedades resultantes
das misturas sao associagoes entre as propriedades dos polimeros puros. Portanto,
combinando as propriedades de interesse dos polimeros utilizados obtém-se novos
materiais, com melhores caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas. Trata-se de
uma alternativa tecnoldgica para se obter materiais poliméricos com as mais diversas
especificagbes a um custo relativamente baixo (PELISSARI et al., 2009; VIEGAS,
2016; YU e LI, 2006). As blendas podem ser misciveis, imisciveis ou parcialmente
misciveis. A miscibilidade entre as misturas é importante no desenvolvimento de um
novo material polimérico, pois as outras propriedades do sistema dependem do
numero de fases; de sua morfologia e da adesao entre elas. Nas blendas misciveis e
também nas parcialmente misciveis existem interacbes especificas entre os
segmentos dos polimeros, impedindo a separagao de fases (CASARIN, 2004).

E crescente a associagdo de polimeros naturais e sintéticos em blendas
empregadas na preparagdo de coberturas bioativas uma vez que agregam o maior
numero possivel de requisitos que as tornam ideais ao uso (BOATENG et al., 2008;
SHARMA; DUA; MALIK, 2014). Os polimeros naturais, especialmente os
polissacarideos, sdo recursos renovaveis e apresentam caracteristicas unicas como
atoxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e facil disponibilidade. Suas
caracteristicas hidrofilicas sao interessantes por proporcionar a absorgcdo do excesso
de exsudato, mas a solubilidade em agua torna-se um problema ao diminuir a
estabilidade das coberturas. Além disso, nem sempre fornecem propriedades
mecanicas elevadas. Uma forma efetiva de solucionar essas limitacbes é a
combinagao com polimeros sintéticos (PAL; BANTHIA; MAJUMDAR, 2006). Esses
polimeros apresentam maior resisténcia mecanica, estabilidade e durabilidade em

comparagao aos polimeros naturais (TABATA, 2009).



49

Um exemplo a ser citado sao os poliuretanos, que tém sido utilizados de modo
crescente na fabricacao de filmes para cobertura de areas doadoras de enxertos e
feridas (JUNIOR et al., 2001). Sdo sintetizados a partir da reagédo de poliadicdo em
etapas entre um isocianato (-N=C=0) com um poliol (OH), ambos com dois ou mais
grupos funcionais. Os isocianatos empregados na reacgao de sintese de poliuretanos
podem ser aromaticos ou alifaticos e os polidis sdo poliéteres, poliésteres,
polibutadienos e produtos naturais (como o 6leo da mamona). Dentre as
caracteristicas que favorecem a utilizagao desse material como curativo, estdo a
flexibilidade (favorecida pela utilizagao de isocianatos alifaticos), a biocompatibilidade,
resisténcia a degradagéo enzimatica e hidrolitica (controlada pelo aumento da cadeia
carbbnica hidrofébica e favorecida pela utilizagcdo de poliéteres), a transparéncia
(favorecida pela utilizagao de isocianatos ndao aromaticos), a resisténcia ao rasgo e ao
cisalhamento (DA SILVA SOUZA, 2013). Entretanto, os poliuretanos possuem
capacidade limitada de absor¢ao de agua e inibi¢ao de crescimento microbiano, o que
limita o seu uso na forma isolada para curativos de feridas. Frequentemente sao
associados a polimeros naturais afim de suprir essas deficiéncias (BANKOTI et al.,
2017).

O poli(alcool vinilico) (PVA) é outro polimero sintético muito utilizado. Possui
como caracteristicas ser semicristalino e apresentar carater hidrofilico. E constituido
pela repeticdo do mero [CH2CH(OH)] (Figura 10), sendo produzido a partir de
modificacdes quimicas do acetato de vinila, num processo de varias etapas. No inicio,
o mondmero é polimerizado em poli(acetato de vinila) para logo ser convertido em

poli(alcool vinilico) ao ser hidrolisado com hidroxido de sodio.

Figura 10 — Estrutura molecular do mero do poli(alcool vinilico)
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FONTE: SALMAN; BAKR; HUMAD (2018)
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A solubilidade e a cristalinidade do PVA em agua estao relacionadas com o seu
grau de hidrolise e massa molar. O grau de hidrélise € expresso em porcentagem de
moles hidrolisados e esta propriedade afeta a sensibilidade a agua dos filmes,
aumentando a resisténcia a 4gua com o aumento do grau de hidrélise, devido ao
aumento nas ligagdes de hidrogénio entre grupos hidroxilas intra e intermoleculares.
Estas hidroxilas podem também formar ligagdes de hidrogénio com outras moléculas
disponiveis no meio em que o polimero esta disperso (SREEDHAR et al., 2006). A
massa molar € expressa geralmente em termos da viscosidade da solugéo. De acordo
com os fabricantes, ao aumentar a viscosidade, aumenta-se a resisténcia do filme
(SEKISUI, 2019). O PVA apresenta otimas propriedades filmégenas, com alta
resisténcia mecanica e quimica, boa capacidade de absorcdo de agua,
permeabilidade a gases, flexibilidade, adesividade e biocompatibilidade. E
biodegradavel e nao tdxico (LIU et al., 2013). Entretanto, filmes de PVA puros podem
ser pouco elasticos e apresentar baixa capacidade de intumescimento (DUTRA et al.,
2017).

A mistura de amido com polimeros sintéticos polares, como o PVA, melhora as
propriedades fisico-mecénicas dos produtos. A formagéo de ligagbes de hidrogénio
entre os grupos hidroxila do amido e do PVA (Figura 11) melhora a miscibilidade entre
os dois componentes e aumenta a estabilidade (DEAN et al., 2008). Diversos autores
estudaram filmes de blendas de PVA com amido, obtendo melhorias nas propriedades
mecanicas dos filmes e demonstrando uma boa compatibilidade entre esses dois
polimeros (FOLLAIN et al., 2005; ISMAIL e ZAABA, 2011; TRINATH et al., 2018).

Figura 11 — Representagao simplificada de interagdes entre o amido e o PVA
por meio de ligagdes de hidrogénio.

FONTE: DEAN et al. (2008)



51

2.2.6 Estado da arte

Estudos recentes avaliaram filmes de amido e PVA, obtidos por diferentes
processos, investigando o efeito da proporgéo desses polimeros nas blendas, bem
como de diferentes tipos de aditivos. Tian e cols. (2017) investigaram o efeito da
proporcao entre amido e PVA na estrutura e propriedades de filmes obtidos pelo
processo de fusdo. Os autores observaram que as ligagcdes de hidrogénio formadas
entre os grupos hidroxila do amido e do PVA favorecem a interagao e compatibilidade
desses polimeros. Essas ligagdes podem ser fortes a ponto de reduzir a cristalinidade
do PVA. Com o aumento da propor¢ao de amido, houve diminuicdo da resisténcia
mecanica, porém aumento da elasticidade dos filmes.

Ismail e Zaaba (2011) associaram amido de tapioca ao PVA, a fim de obter
filmes biodegradaveis e com boas propriedades mecanicas, utilizando o processo de
fusdo. Os autores estudaram o efeito de aditivos nas propriedades de filmes,
verificando que a glicerina e o polietilenoglicol aumentaram a biodegradabilidade, a
absorcao de agua e a taxa de transmissao de vapor de agua, enquanto o glutaraldeido
teve um efeito oposto. Quanto as propriedades mecéanicas, o aumento da
concentragao de glicerina e de polietilenoglicol aumentou o alongamento por ruptura,
mas diminuiu a resisténcia a tragédo. Jiang et cols. (2016) estudaram os efeitos de
quatro sais inorganicos (LiCl, MgCl2.6H20, CaClz e AlICI3.6H20) nas propriedades de
cristalinidade, de barreira a agua e mecanicas de filmes de amido e PVA. O estudo
confirmou o efeito plastificante dos sais sobre os filmes, uma vez que seus ions
positivos e negativos podem interagir com os grupos hidroxila das cadeias de amido
e PVA, diminuindo sua cristalinidade. Além disso, a incorporagao de sais inorganicos
hidrofilicos aumentou a taxa de absorcao de agua. O LiCl provocou o maior aumento
na absor¢ao da agua pelos filmes. De forma geral, o MgCl2.6H20 e o CaCl2 foram os
plastificantes mais adequados e adicdo em 15% (p/p) proporcionou aumentos de
418,83% e 434,80%, respectivamente, no alongamento por ruptura dos filmes.

Das; Uppaluri e Das (2019) estudaram o efeito da concentragao de acido citrico
e de variaveis do processo de fabricagcdo em filmes de PVA, amido e glicerol,
reticulados com acido citrico, obtidos por casting-solving. A melhor combinagéao foi
obtida utilizando 3 g de acido citrico em 30 mL da blenda, com secagem a 50 °C,
durante 12 horas. Os filmes produzidos nessas condi¢gdes apresentaram 6timo indice
de intumescimento (260.5 * 2.9%) e taxa de permeabilidade ao vapor d’agua

compativeis com o desejavel para coberturas para feridas. Exibiram ainda atividade
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antibacteriana frente Escherichia coli e Listeria monocytogenes, atribuida a ligagao do
acido citrico com a membrana celular, inibindo o mecanismo de sintese de proteinas
e da membrana celular. Junlapong e cols. (2019) preparam filmes biodegradaveis a
base de amido de mandioca e PVA em diferentes proporcdes, com e sem adicado de
trietanolamina. Os melhores resultados de resisténcia a agua, a tragao e flexibilidade,
foram obtidos com a proporc¢ao de 20% de amido e adicdo de trietanolamina.

Priya e cols. (2014) avaliaram filmes de PVA e amido reforgados com fibras
celuldsicas, preparados por casting-solving, usando acido citrico como plastificante e
glutaraldeido como agente reticulante. As blendas obtidas apresentaram boa
compatibilidade e os filmes apresentaram boa acao antibacteriana para E. coli e S.
aureus. Os autores verificaram que a adigao de glutaraldeido aumentou a tenséo na
ruptura, mas diminuiu o indice de intumescimento. A adi¢cao das fibras de celulose
aumentou a resisténcia mecanica. Domene-Lopez e cols. (2018) desenvolveram
filmes com amido de batata, PVA e colofbnia, uma resina extraida de pinheiros e
coniferas. A adigdo de 8% de colofbnia resultou em filmes com valores de resisténcia
a tracéo superiores a 10 MPa e de alongamentos de ruptura proximos a 2000%,
comparaveis aos de polimeros convencionais usados em embalagens de alimentos,
como o o polietileno de baixa densidade.

Cano e cols. (2016) desenvolveram filmes de amido e PVA, na proporgéo de
2:1, adicionados dos 6leos essenciais de neem (NO) e de orégano (OEQ), visando a
utilizagdo em embalagens para alimentos. Os filmes contendo OEO exibiram atividade
antibacteriana em concentragdes de 6,7% e antifungica em concentragdes maiores. A
incorporagao dos oleos n&o afetou notavelmente propriedades de barreira dos filmes,
como o indice de intumescimento e a permeabilidade ao vapor de agua, mas reduziu
a transparéncia e a resisténcia mecanica, especialmente em concentracdes mais altas
(22%).

Eskandarinia e cols. (2019) utilizaram a técnica de casting-solving para elaborar
filmes a partir de amido de milho, acido hialurénico e extrato etandlico de propdélis, em
diferentes proporgdes, com objetivo de obter coberturas bioativas, com efeito
antimicrobiano e cicatrizante. Os filmes foram avaliados por ensaios fisico-quimicos,
e biolégicos in vitro e in vivo. Os curativos contendo extrato de propdlis apresentaram
atividade antibacteriana contra S. aureus, E. coli e S. epidermidis e aceleragao na
cicatrizacado de excisées de pele em ratos Wistar. A presenca do extrato diminuiu o

indice de intumescimento dos filmes e também sua velocidade de degradag&o em
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agua. Amal e cols. (2015) desenvolveram membranas para suporte de tecidos, a partir
da mistura de colageno, amido e quitosana, acrescida de extrato aquoso de Punica
granatum. A atividade regeneradora dos filmes foi avaliada em feridas induzidas em
porquinhos da india, observando-se que a porcentagem de reepitelizacdo do grupo
tratado com os filmes contendo o extrato de P. granatum (84,6 + 1,1%) foi superior a
dos animais tratados com filmes sem o extrato (50,0 + 1,1%) e também a do grupo
controle (19,66 £ 0,8%). As membranas contendo o extrato apresentaram ac¢ao contra
Pseudomonas aeruginosa.

E comum a associacdo de nanoparticulas de metais a filmes compostos por
polimeros naturais, afim de melhorar as propiedades antibacterianas. Arockianathan
e cols. (2012) produziram filmes compostos por quitosana e amido de sagu,
impregnados com nanoparticulas de prata, com e sem gentamicina. O aumento do
teor de quitosana diminuiu o indice de intumescimento. A agao cicatrizante dos filmes
foi avaliada em modelo de feridas induzidas em ratos. Os filmes contendo
nanoparticulas de prata com ou sem gentamicina produziram cicatrizagdo e
reepitelizagcdo mais rapidas, comparadas a dos animais nao tratados. Baghaie e cols.
(2017) desenvolveram membranas de hidrogel a base de PVA, amido e quitosana
associadas a nanoparticulas de 6xido de zinco (nZnO) em diferentes concentragdes.
As membranas contendo 10% de nZnO apresentaram a agédo antibacterina mais
efetiva. Na avaliagcdo da cicatrizagéo in vivo, ao 14° dia, a diminuigdo da area das
feridas tratadas com hidrogel sem nZnO foi de 95% e a das feridas tratadas com
hidrogel com nZnO foi de 96%, enquanto a porcentagem de diminuigdo da area das
feridas do grupo controle foi de 79%.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e caracterizagao dos extratos vegetais

Coleta e preparacao dos extratos

Os rizomas, talos e folhas de C. esculenta (L.) Schott, variedade chinés, foram
coletados no Instituto Federal do Espirito Santo (IFES), localizado no distrito de Rive,
pertencente ao municipio de Alegre, no Espirito Santo (latitude 20,755841, longitude
41,453386). As coletas foram realizadas no periodo da manh&, nos dias 18 de junho
e 02 de julho de 2018. Foi preparada exsicata com as partes aéreas do material
vegetal, sendo a mesma depositada no Herbario VIES - Subcuradoria
Alegre/Jerénimo Monteiro para documentagéo, sob o numero de tombo 1088.

O restante do material foi levado ao Laboratério de Produgédo Farmacéutica do
CCENS-UFES, Alegre-ES, onde foi processado. Os rizomas foram separados das
partes aéreas (talos e folhas). Em seguida realizou-se a retirada manual de
interferentes e a lavagem do material em agua corrente, para remogao de sujidades.
Os rizomas foram descascados, cortados em cubos com 2 a 3 cm de altura e utilizados
a fresco na preparacdo do extrato aquoso. Os talos foram picados em pedacos
menores e as folhas deixadas inteiras. Todo o material foi pesado. As partes aéreas
foram transferidas para estufa com circulagao forgada de ar (Novus, N1040), onde
permaneceram a 40 °C durante 7 dias. Apds a secagem, o material foi pesado e moido
em moinho de facas (Marconi, MA340), equipado com peneira de malha 0,5 — 1 mm,
para obtencdo de um pé fino. O po6 obtido foi guardado em recipiente hermético, ao
abrigo da luz, armazenado em temperatura ambiente.

Em seguida, o extrato das partes aéreas (folhas e talos) foi preparado por
percolacdo de 475 g de droga vegetal, utilizando etanol absoluto como liquido extrator.
O material vegetal foi previamente intumescido com etanol absoluto durante 24 horas
e depois transferido para o percolador. A percolagao foi realizada até o esgotamento.
A solucéao extrativa obtida foi filtrada em papel filtro e submetida a rotaevaporacéo a
vacuo (Heidolph, Laborota, 4000) para eliminagdo do etanol e concentragdo do
extrato. Em seguida, foi congelada e liofilizada (Liobras, L101) para obtengdo do

extrato seco, que foi denominado EPA (extrato das partes aéreas).
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O extrato dos rizomas foi preparado por turbdlise em liquidificador doméstico,
utilizando agua deionizada como liquido extrator. Foram pesados 300 g de rizomas
frescos e descascados, adicionou-se 300 mL de agua deionizada, deixou-se em
repouso durante 10 minutos. Em seguida o material foi submetido a turbdlise durante
5 minutos. A mistura foi filtrada em organza e a solugao extrativa obtida foi congelada
em freezer a —20 °C e em seguida liofilizada para eliminagdo da agua e obtengao do
extrato seco, que foi denominado ER (extrato dos rizomas).

Os extratos obtidos foram pesados e armazenados em recipientes herméticos,

sob refrigeragéo. A Figura 12 apresenta as etapas para obtengéo dos extratos.

Figura 12 — Fluxogramas da obtengao dos extratos dos rizomas e das partes aéreas
de C. esculenta
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Perfil cromatografico dos extratos

Os extratos foram convenientemente solubilizados a 50 mg/mL em uma
solucdo hidroalcéolica 50% (v)v) em banho ultrassénico (Sanders, Soniclean-6) por
trés minutos. Em seguida, foram aplicados sobre cromatoplacas de silica gel 60G
(0,22 pm, F254, Macherey-Nagel), com auxilio de capilares de vidro. Apds a
preparagao das cromatoplacas, realizou-se a otimizacao da fase mével com diferentes
combinacgdes de solventes organicos e agua, a fim de evidenciar as principais bandas
presentes. O sistema otimizado foi mantido em camara de saturacdo com os solventes
acetato de etila, metanol e agua (100:13,5:10, v/v/v) e a eluigado foi feita no modo
ascendente, unidirecional. Apds eluicdo, as placas foram secas em capela de
exaustao e nebulizadas inicialmente com reagente geral (anisaldeido sulfurico) e, em
seguida, com reveladores especificos para compostos fendlicos, flavonoides,
cumarinas e alcaloides (cloreto férrico a 5%, cloreto de aluminio a 5%, hidréxido de
sédio a 10% e Dragendorff, respectivamente) visando a revelagdo das bandas. Apos
nebulizacado, as placas foram secas em capela de exaustdo e analisadas sobre luz
visivel e luz ultravioleta de 254 e 360 nm (Boitton, BOIT-LUBO1).

Determinacgao do teor de fendis totais

O doseamento de fendis totais foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Singleton e Lamuela-Raventos (1999), adaptado para microplaca de 96
pocos. Como substancia de referéncia para construcdo da curva de calibragao foi
utilizado acido galico (Vetec). Para isso, preparou-se solugbes do padrdo nas
concentragdes de 15,62 a 500,0 ug/mL e dos extratos dos rizomas e das partes aéreas
a 100 pg/mL. Em cada pogo adicionou-se 50 yL de agua purificada, 12,5 yL da
amostra, 12,5 yL do reagente de Folin 2N (Dinamica), seguido da incubacgao por 5
minutos ao abrigo da luz. Em seguida, adicionou-se 125 pyL de Na2COs 7% (p/v) e
incubou-se por 90 minutos ao abrigo da luz. Ao final, realizou-se a leitura
espectrofotométrica a 750 nm (Thermo Fisher Scientific, Multiskan). O teor percentual

de fendis (%) foi expresso em relagcao aos extratos secos das amostras.

Determinacgao do teor de flavonoides totais
O doseamento de flavonoides totais foi realizado pelo método colorimétrico com
cloreto de aluminio (HARBORNE et al., 1975), adaptado para microplaca de 96 pogos

a partir de Herald e cols. (2012). Para isso, preparou-se uma curva de calibragdo com
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padrdao de quercetina nas concentragdes de 220 a 6,87 yg/mL e do extrato a 125
pMg/mL. Em seguida, adicionou-se a cada pogo 100 uL de amostra teste (padrao de
quercetina ou extrato), 20 pL de cloreto de aluminio a 5%, 20 uL de acetato e sdédio 1
M e 100 uL de metanol 50%. Incubou-se por 30 minutos ao abrigo da luz e realizou-
se a leitura espectrofotométrica a 415 nm (Thermo Fisher Scientific, Multiskan). O teor
de flavonoides foi determinado a partir da curva de calibragdo, como percentual em

relacdo ao extrato seco.

3.2 Avaliagao da atividade cicatrizante dos extratos

O ensaio biolégico foi realizado apds aprovagdo da Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA-UFES), sob numero 006/2019 (certificado de aprovagdo em
anexo). A metodologia empregada neste estudo foi adaptada a partir dos trabalhos
descritos por Caetano e cols. (2009), Garros e cols. (2006), Koga e cols. (2018) e
Zonari e cols. (2015).

Animais

Os animais (n=75) foram fornecidos pelo biotério do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram utilizados Rattus norvegicus
albinus, linhagem Wistar, machos, adultos, apresentando peso corporeo entre 120 e
270 g no inicio do experimento. Respeitou-se um periodo de sete dias antes do
comego do ensaio para a aclimatacdo dos animais no Laboratério de Fisiologia
Experimental do CCENS/UFES. Durante todo o experimento os mesmos foram
alojados em gaiolas individuais de metal, com limpeza diaria e mantidos em condi¢des
controladas e estaveis, temperatura de 24 °C, umidade entre 50 a 70% e ciclo claro-
escuro de 12/12horas, com livre acesso a agua potavel e ragéo (Socil).

Indugao das lesoes excisionais

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cetamina (91 mg/kg)
e xilazina (9,1 mg/kg). Apos a aplicagéo anestésica, cada animal foi posicionado em
decubito ventral sobre uma prancha de acrilico, submetido a tricotomia na regiao
dorsal do térax e a indugao das lesdes. Utilizou-se molde do tamanho retangular de

1,5 x 2 cm para delimitar a area da incisédo, que foi feita utilizando tesoura cirurgica.
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Foi retirado fragmento na regi&o craniocaudal, expondo a fascia muscular dorsal,
constituido de pele e tecido subcutaneo (Garros et al., 2006). Todo o procedimento

cirargico foi realizado utilizando técnica séptica.

Grupos experimentais
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=15), como
descrito a seguir:

e Grupo 1: controle negativo (C-), solugéo salina 0,9 % (p/v).

e Grupo 2: controle do efeito do veiculo (CV), solucao de carboximetilcelulose a 0,5%
(p/v) em agua deionizada.

e Grupo 3: controle positivo (C+): pomada de caléndula Concreta® (laboratoério
Simdes, registro no MS N°1.0576.0004.001-5), contendo como substancias ativas,
em cada 1 g de produto: 0,133 g de oxido de zinco e 0,133 g de tintura de caléndula
padronizada em 1,6 a 5 mg de flavonoides totais por 100 mL de tintura).

e Grupo 4: extrato dos rizomas (ER), suspensao do extrato aquoso liofilizado dos
rizomas de C. esculenta a 400 mg/mL em veiculo de carboximetilcelulose a 0,5%
(p/v) em agua deionizada.

e Grupo 5: extrato das partes aéreas (EPA): suspensdo do extrato etandlico
liofiizado das partes aéreas de C. esculenta a 400 mg/mL em veiculo de
carboximetilcelulose a 0,5% (p/v) em agua deionizada.

Posteriormente, cada grupo foi aleatoriamente dividido em trés subgrupos

(n=5), de acordo com cada periodo de observagdo (7, 14 e 21 dias), como

representado na Figura 13. A cada sete dias, cinco animais de cada grupo foram

Figura 13 — Numero amostral em cada grupo e subgrupo, de acordo com os tempos
de observagéao (0, 7, 14 e 21 dias)
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eutanasiados para coleta de material para analise histologica (Zonari et al., 2015). A
Figura 14 ilustra a dindamica do experimento. O ensaio com o subgrupo referente ao
tempo de observacado de 21 dias nao foi realizado simultaneamente aos demais,
devido a limitacao de infraestrutura fisica. Porém, as demais condicdes experimentais

foram mantidas exatamente iguais.

Figura 14 — Fluxograma do experimento animal
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As solugdes de salina 0,9% (p/v) e de carboximetilcelulose (CMC) a 0,5% (p/v)
foram esterilizadas ap6s o preparo, por autoclavagem a 120 °C durante 20 minutos;
bem como os frascos utilizados para acondicionar os produtos aplicados e as
ponteiras das pipetas utilizadas. As suspensdes contendo os extratos das partes
aéreas e dos rizomas foram submetidas a sonicacdo durante 10 minutos em banho
ultrassénico (Sanders-Medical, Soniclean), afim de otimizar a dispersao do extrato no
veiculo.

A aplicagao de todos os tratamentos foi iniciada no dia da indug¢ao das lesdes,
denominado dia zero, logo apos o0 ao ato cirurgico, sendo repetida a cada 24 horas
(GARROS et al., 2006). As quantidades de produto aplicadas em cada animal foram:
500 mg de pomada para o grupo C+ e 250 pL de salina, de CMC e das suspensdes

dos extratos para os grupos C-, CV, ER e EPA, respectivamente.
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Avaliagao dos animais
Os pesos dos animais foram determinados nos tempos de 0, 7, 14 e 21 dias. O

aspecto geral e mobilidade dos mesmos foram observados diariamente.

Analise macroscopica das lesdes

Foi feita avaliagdo macroscopica das lesbes diariamente. Observou-se a
presenca ou nio de secrecao e necrose.

O tamanho das feridas foi avaliado nos tempos de 0, 7, 14 e 21 dias, em todos
0s animais, por meio de registro fotografico. Os ratos foram sedados com xilazina via
intraperitoneal (10 mg/kg), a fim de garantir o relaxamento da musculatura e a
padronizagado da posicao dos animais nos registros. As lesdes foram fotografadas
utilizando caémara digital (Sony, Cyber-shot 8.1 megapixels), mantida em tripé a
distancia fixa de 38,5 cm. Foram obtidas imagens com tamanho de 3264 x 2448 pixels,
no formato de arquivo JPG com 2,5 MB. Os valores da area de cada lesao foram
mensurados por planimetria digital, importando-se a fotografia digital da lesdo para o
software de andlise de imagem (Imaged). Cada lesédo foi medida trés vezes e foi
considerado o valor médio obtido (Koga et al., 2018).

A avaliagdo da diminuicdo da area da ferida de cada animal foi realizada
mediante o calculo do indice de cicatrizagdo da ulcera (ICU), conforme descrito por
Caetano e cols. (2009). Valores de ICU menores que zero representam aumento da
area da lesao, valores maiores que zero representam diminuicdo da area e valores
iguais a um representam o fechamento total da lesdo. Também foi calculada a
porcentagem da area da lesdo em relagao a area inicial (%AL), conforme descrito por
Zonari e cols. (2015). Quanto maior a diminuicdo da area da lesdo, menor sera o valor
de %AL. Assim, o valor de %AL igual a 0% representa o fechamento total da leséo.
As Equacdes 1 e 2 foram utilizadas para os calculos de ICU e da porcentagem da
area, respectivamente, nas quais ICU ¢é o indice de cicatrizagao da ulcera, %AL é a
porcentagem area da lesdo em relag&o a area inicial, ALT é a area da lesdao no tempo
avaliado e AL/ é a area inicial da lesdao no tempo zero.

oy = ALL— ALT " o L — ALTx100
T AL OO T AL @)
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Analise histolégica das lesées

Nos 7°, 14° e 21° dias, cinco animais de cada grupo foram eutanasiados
por meio de administracao intraperitoneal de tiopental (160 mg/kg), sendo coletado
material biolégico para analise histolégica. As feridas foram excisadas com margem
de cerca de 0,5 cm de pele integra ao redor das lesbes, sendo retirados um fragmento
do tecido epitelial e subcutédneo e um fragmento do tecido muscular localizado logo
abaixo da les&o (Zonari et al., 2015).

Cada fragmento foi colocado em isopor com auxilio de alfinetes e fixados em
formalina 10% (p/v) tamponada com pH 7,0. A analise dos tecidos foi realizada no
Laboratorio de Patologia Animal do Hospital Veterinario da UFES. Os fragmentos
foram processados pela técnica de inclusdo em parafina e as secgdes histolégicas de
4um foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) para avaliagéo
morfologica e pelo Tricrdmico de Masson (TM), para evidenciag&o do tecido conjuntivo
(Zonari et al., 2015).

A andlise morfoldgica foi feita sem conhecimento prévio da identificagao do
material (as cegas), por um observador. Foram avaliados os seguintes parametros:
crosta, reepitelizacdo, proliferagdo vascular, infiltrado inflamatério (células
mononucleares, polimorfonucleares e gigantes), proliferacdo fibroblastica e
colagenizagao (Garros et al., 2006). Os dados obtidos foram classificados segundo
metodologia adaptada de Trivilin e cols. (2017), observando sua distribuicdo e
intensidade e atribuindo indices para os achados histoldgicos. Foram utilizados os
seguintes indices: distribuicdo [ausente=0, focal=1, multifocal=2, difusa=3] e
intensidade [ausente=0, discreta=1, moderada=2, intensa=3]. Para o parametro de
proliferacdo fibroblastica, os indices de intensidade foram: [ausente=0, discreta=1,
moderada=2, intensa com tecido conjuntivo frouxo=3, intensa com tecido conjuntivo
denso=4]. Para obtencdo dos escores das amostras, os valores de distribuicdo e

intensidade foram multiplicados.

Anidlise estatistica

Os dados experimentais referentes as areas das lesdes foram submetidos a
Analise de Variancia de uma via e teste de médias de Bonferroni (p<0,05). Para as
analises da morfologia dos tecidos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis acompanhado
do teste post hoc de Dunn (p<0,05). A analise estatistica dos dados foi realizada por

meio do software estatistico GraphPad Prism, versao 6.1.
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3.3 Obtencao dos filmes

A Figura 15 apresenta as etapas realizadas para a obtencao dos filmes.

Figura 15 — Fluxograma da obtencg&o dos filmes

Obtengao dos filmes (casting-solving)

Dispe’rsées Blendas
poliméricas
Agitacdo
60 minutos
PVA 8% (p/v) +
glicerina 1 % (v/v) Banho de
(90- 100 °C até ultrassom
solubilizag&o) 5 minutos

ER 2,5 e 3% (p/v) +
glicerina 1 % (v/v)
(85 °C até
gelatinizagd&o)

Quantidade % (v/v)
PVAER 9:1 90 10

PVA:ER 8:2 80 20
PVAER 7:3 70 30
PVAER 6:4 60 40
PVA:ER 5:5 50 50
PVA puro 100 =

ER puro - 100

FONTE: o autor

Dispersoes poliméricas

Foram preparadas solugdes de poli(alcool vinilico) (massa molar de 85.000 -
124.000 g/mol e grau de hidrolise maior que 99%, Sigma-Aldrich - USA) nas
concentragbes de 8% e 10% (p/v) em agua deionizada. Foi realizada agitagcéo
mecanica constante a 350 rpm (Fisatom, modelo 713D) e aquecimento entre 90 e
100 °C, utilizando manta térmica (Casalabor, modelo MA-1500), durante 90 minutos,
até completa solubilizagdo do polimero. Em seguida, foi adicionada, com funcéo de
plastificante, glicerina (Synth, Brasil) a 1% (v/v), mantendo a agitagdo durante um
minuto. Devido a alta viscosidade obtida para a solugdo de PVA a 10% (p/v), optou-
se por utilizar somente a solugdo de PVA a 8% (p/v) para o preparo das blendas.

Foram preparadas dispersdes do extrato liofilizado dos rizomas de C. esculenta
(ER) nas concentracbes de 2,5%, 3%, 4% e 10% (p/v) em agua deionizada, sob
agitacdo mecanica constante a 350 rpm. O aquecimento foi realizado utilizando manta
térmica, durante 30 a 40 minutos, com aumento gradual da temperatura, até

ocorréncia da gelatinizagdo do amido presente no extrato, em torno de 85 °C. Em
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seguida, adicionou-se glicerina 1% (v/v) como plastificante, mantendo a agitacéo
durante um minuto. Apds resfriamento a temperatura ambiente, as dispersdes foram
filtradas em organza, a fim de eliminar possiveis grumos. Como as dispersbes a 4% e
a 10% (p/v) apresentaram alta viscosidade, optou-se por utilizar para o preparo das

blendas somente as dispersdes de ER a 3 e a 2,5% (p/v).

Blendas

Para o preparo das blendas, diferentes proporcdes das dispersdes poliméricas
foram misturadas sob agitagdo magnética, sendo testados os tempos de agitagcéo de
45 e de 60 minutos. A composi¢ao qualitativa e quantitativa das blendas 1 a 10 é dada

na Tabela 5.

Tabela 5 — Proporgao das dispersdes poliméricas nas blendas 1 a 10

Proporgéo das dispersdes poliméricas (% v/v)

Blenda PVA ER ER
8% (p/v) 3% (p/v) 2,5% (p/v)

1 90,0 10,0 -
2 80,0 20,0 -
3 70,0 30,0 -
4 60,0 40,0 -
5 50,0 50,0 -
6 90,0 - 10,0
7 80,0 - 20,0
8 70,0 - 30,0
9 60,0 - 40,0
10 50,0 - 50,0

Mediante a avaliac&o preliminar do aspecto e integridade dos filmes formados
pelas blendas 1 a 10, foram definidas as propor¢des definitivas das dispersdes
poliméricas para composi¢ao das blendas a serem estudadas, bem como o tempo de
agitacao ideal. Foram selecionadas as blendas 6 a 9 (Tabela 5) e o tempo de 60
minutos de agitagdo magnética.

Foram medidos os valores de densidade relativa e de pH das dispersbes de
PVA a 8% (p/v) e de ER a 2,5% (p/v), bem como das blendas selecionadas para
estudo. Para determinacado da densidade realtiva utilizou-se o método do picnémetro
da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). O pH foi determinado com leitura direta

das amostras, utilizado pHmetro digital (Digimed, DM22).
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Filmes
Os filmes foram preparados pela técnica de casting-solving, na qual a blenda

das dispersdes poliméricas é depositada em um molde e o solvente é evaporado.
Foram depositados 10,0 mL de cada blenda em placas de vidro com diametro
padronizado (9 cm), que foram deixadas expostas ao ar por 72 h, até completa
secagem. Também foram preparados filmes constituidos por 100% da dispersao de
PVA 8% (p/v) e filmes constituidos por 100% das dispersdes de ER 2,5 e 3 % (p/v),
todos contendo 1% (v/v) de glicerina. Depois de secos, os filmes foram retirados das
placas com auxilio de uma pingca e armazenados em sacos plasticos hermeticamente

fechados.

3.4 Caracterizagao dos filmes

Analise visual
Os filmes foram avaliados visualmente, sendo observados: aspecto (formagao
de dominios e continuidade), facilidade de remog¢do dos moldes (manutencdo da

integridade), coloragéo e opacidade.

Microscopia eletronica de varredura

Foi realizada microscopia eletrbnica de varredura empregando microscopio
eletrénico de varredura (Jeol, JEM-6610LV) no Laboratorio de Ultraestrutura Celular
Carlos Alberto Redins da UFES, em Vitéria. As analises contemplaram microscopia
de superficie e de fratura dos filmes. As amostras foram coladas sobre o suporte porta-
amostra do microscopio (stub) por meio de fitas adesivas de carbono dupla face. Para
obtencdo das imagens da superficie, os filmes foram fixados na posi¢ao horizontal
sobre o suporte. Para obtengdo de imagens da segao transversal, os filmes foram
fraturados, por meio de imersao em nitrogénio liquido seguida de choque. Os
fragmentos obtidos foram fixados sobre o suporte em posigdo vertical. Antes da
observacao, os stubs contendo as amostras foram metalizados com uma fina camada
de ouro (10 nm) em metalizador a vacuo (Desk V, Denton Vacuum). Foram utilizados
aumentos de 1000 vezes e 1500 vezes paras as imagens de superficie e de 500, 700

e 1000 vezes para as imagens de fratura.
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Molhabilidade

A molhabilidade foi avaliada pela medida do angulo de contato (¢) formado
entre os filmes e o tampéo fosfato salino pH 7,4 (PBS), empregando o método da gota
séssil, em gonidmetro GBX Instrument (Digidrop-Dl), a 25 + 2°C, no Laboratorio de
Engenharia de Polimeros e Compdsitos, na Escola de Engenharia da UFMG. Um
aliquota de 5 uL de PBS foi depositada na superficie das coberturas com dimensodes
de 2,0 x 2,0 cm, utilizando microsseringa. Os resultados representam as médias dos
angulos entre a linha de tangente e a superficie dos filmes, referentes aos lados direito
e esquerdo das gotas depositadas. Foram feitas trés medi¢cdes consecutivas, a
temperatura ambiente, empregando o modo Surface Energy do software. Os
parametros trabalho de adesdo (AW) e espalhamento (S) foram calculados
diretamente, considerando o tempo de 10 segundos. Todas as medidas foram feitas

em triplicata e os resultados foram expressos como a média * desvio padrao (DP).

Espessura

A espessura foi determinada utilizando micrébmetro digital (Mitutoyo,
MDC25PX). Foram considerados cinco pontos de cada filme, selecionados
aleatoriamente, sendo dois pontos centrais e trés periféricos. Os resultados foram

expressos como a média * desvio padréo (DP).

indice de intumescimento

O ensaio foi realizado conforme metodologia descrita por Xie e cols. (2012). Os
filmes foram recortados nas dimensdes de 2,0 x 2,0 cm, secos em estufa (Steriler,
SX1.3DTME) a 105 °C durante 1 hora para normalizagdo das massas, pesados em
balanga analitica (Shimadzu, AUY220) e colocados em becker contendo 50 mL de
tampao fosfato salino pH 7,4 (Sigma-Aldrich, USA), a temperatura ambiente.
Decorrido o tempo de 60 minutos, as amostras foram retiradas com auxilio de pinca e
0 excesso de solugao tampao retirado com papel absorvente, sendo os filmes pesados
novamente. Todas as medidas foram feitas em ftriplicata e os resultados foram
expressos como a média * desvio padrao (DP). O indice de intumescimento (Q%)
representa a quantidade de massa adquirida pelos filmes e foi calculado em funcéo
da Equacao 3, na qual Q% é o indice de intumescimento, ms € a massa do filme

entumescido (sweeling) e md a massa do filme seco (dry).
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ms—md

Q% = X 100 3)
Solubilidade

O teste foi realizado segundo adaptacdo da metodologia de Flores e cols.
(2010). Os filmes foram recortados nas dimensdes de 2,0 x 2,0 cm, secos em estufa
a 105° C para normalizagao das massas e pesados em balanga analitica. Em seguida,
foram colocados em erlenmeyer contendo 50 mL de tampéao fosfato salino pH 7,4, a
temperatura ambiente, e mantidos sob agitagdo em banho reciprocante (MARCONI,
MAZ93, Brasil). Decorrido o tempo de 48 horas, as amostras foram retiradas com auxilio
de pinga, em seguida secas em estufa a 105° C até peso constante, sendo os filmes
pesados em balanga analitica. Todas as medidas foram feitas em ftriplicata e os
resultados foram expressos como a média + desvio padrdao (DP). O indice de
solubilidade foi calculado pela Equacgao 4, na qual ML% ¢é o indice de solubilidade, mf
€ a massa final do filme e mi a massa inicial do filme.

mi—m
ML% = —,fx 100 (4)
mi

Permeabilidade ao vapor d’agua

Esse parametro foi determinado pela medida da taxa de permeabilidade de
vapor de agua (TPVA) através do filme, utilizando método gravimétrico, empregando
o método "taga" modificado, descrito por Reis e Noletto (2015). Uma amostra de cada
filme foi firmemente fixada no topo de copo contendo 9 g de cloreto de calcio anidro
como agente dessecante. Em seguida, o copo foi colocado em camara climatica
(Shellab, HC9R2) a 25 °C e 75% de umidade relativa (UR) por 48 horas. O ganho de
peso foi acompanhado por pesagens periddicas. Todas as medidas foram feitas em
triplicata e os resultados foram expressos como a média + desvio padréo (DP). Os
resultados foram expressos em (g/m2.dia) e calculados de acordo com a Equacio 5,
na qual TPVA é a taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (g/m2.dia), Am é a massa
de agua absorvida pelo material higroscopico no tempo “t"(g), At € o tempo de

permeacao (dias) e A é a area de corpo-de-prova exposta (m?).

TPVA—Am 1 5
At A ©
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencgao e caracterizagao dos extratos vegetais

A etapa de coleta do material vegetal resultou na obtencdo de 6.604 g das
partes aéreas. Apos secagem, este material foi moido, resultando em 648 g de droga
vegetal (90,2% de perda por secagem). Também foram obtidos 1.143 g de rizomas,
os quais foram utilizados a fresco para o preparo do extrato.

A extracao das partes aéreas de C. esculenta por percolagao resultou em 65 g
de extrato seco liofilizado (rendimento de 13,7% em relagao a droga vegetal). O etanol
absoluto foi utilizado como liquido extrator devido a sua polaridade intermediaria,
sendo adequado para a solubilizagdo de principios ativos de média a alta polaridade,
como polifendis, saponinas, holosideos e heterosideos. O processo extrativo por meio
de percolagdo propicia ainda o arraste de substancias pela agdo da gravidade,
possibilitando a extracdo nao s6 de substincias com polaridade semelhante a do
liquido extrator, mas também de compostos de menor polaridade, como terpenos.
Portanto, € um processo que favorece o esgotamento da droga e extragao de grande
parte das substancias presentes na mesma.

A extracao dos rizomas por turbdlise resultou em 485 mL de solugao extrativa.
Apos liofilizagéo, obteve-se 63,8 g de extrato seco (rendimento de 21,3% em relagao
aos rizomas frescos). Os rizomas do taro sdo usados popularmente para a
cicatrizacédo de feridas na forma de emplastos ou compressas contendo 0s rizomas
frescos e ralados, aplicados diretamente sobre as feridas (SHARMA e MISHRA, 2009;
SWARNKAR e KATEWA, 2008). O processo de extragcao escolhido para esta parte
estudo visou aproximar-se do uso popular dos rizomas como cicatrizantes de feridas.
A agua, devido a sua alta polaridade, propicia a extracdo de substéncias de alta
polaridade, como polifendis, saponinas, holosideos, heterosideos e proteinas. Além
disso, o processo de turbdlise envolve ruptura dos tecidos celulares e forte agitacao,
favorecendo a liberagdo e extragdo de outras substancias presentes no material
vegetal.

Na analise do perfil comatografico dos extratos, a revelagado da cromatoplaca
com anisaldeido sulfurico (Figura 16) permitiu a observacédo de bandas de coloragdes

variaveis e comparagao com a literatura de referéncia (WAGNER et al., 1984). Com



68

relacdo ao extrato das partes aéreas, as bandas de coloragéo violacea na regido de
Rf 0,9 a 0,5 sédo indicativas da presenga de agliconas terpénicas (T), enquanto as de
Rf 0,4 a 0,2 s&o indicativas de saponinas (S). Na regido central da placa, as bandas
de Rf entre 0,5 a 0,4 com coloragdo amarelo-ouro sob luz visivel e UV sao sugestivas
de flavonoides. No ponto de aplicacdo das amostras, as bandas de coloragao azul-
acinzentado sao indicativas de polissacarideos (P). A natureza fendlica foi confirmada
mediante a asperséo da placa com FeCls 5%, enquanto a presenca de flavonoides foi
evidenciada pelo uso do revelador constituido por AlCIs 5% e observagao sob luz UV.
Com relagao ao extrato dos rizomas, observou-se apenas tragos das bandas de Rf
entre 0,9 a 0,2 observadas nas folhas, o que sugere estarem presentes em
quantidades bastante reduzidas. A principal diferenga entre os extratos reside na
ocorréncia majoritaria de polissacarideos no extrato dos rizomas, evidenciado no
ponto de aplicagdo da amostra. Cumarinas e alcaloides nao foram identificados em
nenhum dos extratos. Tais observagdes sdo compativeis com os resultados obtidos

da prospeccao fitoquimica qualitativa realizada por Vieira (2018).

Figura 16 — Analise cromatografica (CCD) dos extratos das partes aéreas e rizomas
de C. esculenta.

EPA ER
Legenda: EPA - extrato das partes aéreas, ER - extrato dos rizomas, T - terpenoides,
F - flavonoides, S - saponinas, P - polissacarideos. Revelador: anisaldeido sulfurico, apés
aquecimento (100 °C)
FONTE: o autor

Na etapa de doseamento de compostos fendlicos, verificou-se que os extratos

secos das partes aéreas sao constituidos por 1,04% de compostos fendlicos totais e
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os extratos secos dos rizomas por 0,71%. Quanto ao doseamento de flavonoides,
verificou-se 0,24% de flavonoides totais no extrato seco as partes aéreas. Gongalves
e cols. (2013) pesquisaram os compostos fendlicos presentes em extratos aquosos
das folhas de C. esculenta submetidas a diferentes processos de cultivo. Os teores
de fendlicos totais encontrados variaram entre 0,294 e 0,668%. A literatura cita valores
de 0,327% (CHAMPAGNE et al.,2011) de compostos fendlicos nos rizomas de taro;
0,205% de fendis totais e 0,061% de flavonoides em extrato hidrometandlico dos
rizomas (SIMSEK e EL, 2015). Nao encontramos na literatura dados referentes ao
teor de flavonoides nas folhas. Os valores de fendis totais encontrados no presente
estudo sdo mais altos que os relatados na literatura. Entretanto, € preciso considerar
que as condi¢cdes de extracdo utilizadas por esses autores ndao foram as mesmas
empregados no presente trabalho. A concentragao das substancias presentes em um
extrato varia em funcdo da polaridade do liquido extrator, do método de extragao
escolhido e do processamento da solugéo extrativa. Aléem disso, ja foi verificada uma
grande variagao nos teores de polifendis do taro em funcéo da variedade botanica e
das condi¢des de cultivo (FERRERES et al., 2012; MUNOZ-CUERVOA et al., 2016).

4.2 Avaliagao da atividade cicatrizante dos extratos

Inicialmente, verificou-se que o ganho de peso dos animais foi bastante
uniforme entre os grupos, havendo diferenga significativa apenas entre o ER e 0 CV
no tempo de 14 dias e entre 0 C+ e CV no tempo de 21 dias (Tabela 6). Essa avaliagao

Tabela 6 — Ganho percentual de peso animais durante o experimento

Ganho percentual de peso % (media * EP)

Tempos de observagao

Grupo

Dia 7 Dia 14 Dia 21
C- 49+ 3,9 32,3+2,723b 48,6 £ 6,62°P
cv 5,7+2,22 20,2+5,1b 39,8+2,3°
C+ 6,9 £ 2,42 32,8+4,62P 70,8 +6,32
ER 9,7+2,2° 50,2+ 5,42 57,7 £6,13b
EPA 5,6 +2,0° 34,1+£4,73b 57,9 £6,73b

As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si, pelo teste de Bonferroni,
a 5% de probabilidade.
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€ importante, pois a perda de peso € um sinal de que o animal ndo esta saudavel, o
que pode interferir na sua capacidade de cicatrizagao e portanto nos resultados do

experimento.

Por motivos éticos, foi necessario sacrificar um animal do C+ no 10° dia, pois o
mesmo apresentou inchago na regido lombar direita e sinais de estresse, como perda
acentuada de peso e erigamento dos pelos. Outros quatro animais vieram a o6bito ao
longo do experimento, sendo dois do grupo C-, um do CV e um do ER. O restante dos
animais apresentou condi¢ées normais de mobilidade e aspecto geral durante todo o
experimento, denotando boas condi¢des de saude.

Na observagdo macroscopica das feridas, verificou-se progressivo fechamento
das lesbes ao longo do tempo, com auséncia de necrose ou secregdo em todos os
individuos. A Figura 17 ilustra o aspecto das feridas em cada grupo, ao longo do

experimento.

Figura 17 — Imagens representativas das lesdes nos cinco grupos experimentais, ao
longo do experimento

Grupos Dia 0 i Dia 14 Dia 21

C-

cv

C+

ER

EPA

FONTE: o autor
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As Tabelas 7 e 8 apresentam os dados relacionados as areas das feridas ao
longo do ensaio, realizados mediante os calculos do ICU e da %AL, respectivamente.

Para fins de melhor visualizagdo, os resultados referentes ao ICU também estao
ilustrados na Figura 18.

Tabela 7 — indice de cicatrizacdo da Ulcera (+ EP) das lesdes dos animais durante a
avaliacao do efeito cicatrizante de C. esculenta

1;3?;2;’ Tratamento
C- cv C+ ER EPA
0 0,000 = 0,0002 0,000 + 0,000@ 0,000 + 0,0002 0,000+ 0,0002 0,000 £ 0,0002
7 0,459 + 0,034 0,452 + 0,025 0,579 £0,030* 0,405+ 0,029 0,503 £ 0,0202°

14 0,819+ 0,0182> 0,738 +0,045> 0,909+ 0,0132 0,880+ 0,0122 0,889 + 0,0142

21 0,955+ 0,016 0,860 + 0,056> 0,988 + 0,0092> 0,982 + 0,009> 0,986 + 0,006?

As médias seguidas por letras iguais nas linhas nao diferem entre si, pelo teste de Bonferroni, a 5% de
probabilidade.

Tabela 8 — Area média percentual (+ EP) das lesdes dos animais durante a
avaliagao do efeito cicatrizante de C. esculenta.

1;3?;2;’ Tratamento
C- cv C+ ER EPA
0 100,00 £ 0,002 100,00 £ 0,002 100,00 £ 0,00¢ 100,00 + 0,002 100,00 + 0,002
7 54,17 £ 3,472 54,77 + 2,502 42,29 + 3,01 59,51 + 2,852 49,78 + 2,01ab
14 18,22 + 1,802 26,37 £ 4,472 9,00 +1,3° 12,11 +£1,13° 11,14 + 1,46°
21 4,41 £ 1,202 13,93 £ 5,592 1,14 £ 0,68 1,74 £ 0,78 1,58 £ 0,61°

As médias seguidas por letras iguais nas linhas nao diferem entre si, pelo teste de Bonferroni, a 5% de
probabilidade.

Considerando os valores de ICU (Tabela 7), no tempo de 7 dias houve diferenca
significativa (p<0,05) apenas entre o grupo C+ e os grupos C-, CV e ER, sendo
observados os maiores valores médios para os grupos C+ e EPA (correspondendo a
um maior fechamento da ferida) e a menor média para o grupo ER. No tempo de 14
dias, houve diferenga significativa (p<0,05) apenas entre o grupo CV e os grupos C+,

ER e EPA, sendo obtido o menor valor médio de ICU para o grupo CV. No tempo de
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21 dias, houve diferenga significativa (p<0,05) somente entre os grupos CV e EPA,
também com menor valor médio para o grupo CV. Porém, é interessante observar que
aos 21 dias houve fechamento completo da lesdo em dois animais do C+, um animal
do ER e um animal do EPA.

Figura 18 — indice de cicatrizacdo da ulcera (ICU) dos cinco grupos experimentais,
nos tempos avaliados pelo o experimento
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Tempos de observagéao

A carboximetilcelulose (CMC) foi utilizada como veiculo para elaboragéo da
suspensao dos extratos de C. esculenta com a fungdo de aumentar a viscosidade da
suspensao, favorecendo seu tempo de permanéncia sobre as lesdes. O grupo CV
teve como objetivo verificar se a CMC por si sé nédo favoreceria o processo de
cicatrizagdo, uma vez que a mesma possui caracteristicas filmégenas. Ao contrario,
observou-se que o grupo tratado com o veiculo de CMC apresentou resultados
anémalos, com os menores valores médios de ICU nos tempos de 14 e 21 dias. Além
disso, apresentou erro padréo bastante superior aos dos outros grupos, também nos
tempos de 14 e 21 dias (Tabela 7).

Embora ndo tenha havido diferenga significativa entre os grupos dos extratos
de C. esculenta e os controles negativo e positivo, foi observada uma tendéncia de
maiores valores de ICU para os tratamentos do controle positivo e dos extratos dos
rizomas e das partes aéreas (Figura 18). Diante disso, em carater exploratorio, foi
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realizada uma comparacdo considerando os grupos C-, C+, ER e EPA. Nesta,
observou-se diferengas significativas (p<0,05) entre entre o grupo C+ e os grupos C-
e ER no tempo de 7 dias e entre o grupo C- e os grupos C+, ER e EPA no tempo de
14 dias. Nao houve diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos no tempo de 21
dias. Essa analise dos dados reforga a idéia da existéncia de uma diferenca entre os
tratamentos no tempo de 14 dias, no qual as médias dos grupos tratados com os
extratos dos rizomas e das partes aéreas de C. esculenta foram proximas a média do
controle positivo e superiores a do controle negativo. Assim, os extratos estariam
produzindo um fechamento das feridas superior ao do controle negativo e semelhante
ao do controle positivo. Além disso, esse resultado é coerente com a hipotese de que
a maior variancia interna de ICU do grupo CV possa ter mascarado o efeito dos
tratamentos, para o numero de réplicas usado. Uma alternativa para confirmar essa
tendéncia com maior segurancga, seria aumentar o numero amostral utilizado, a fim de
diminuir o impacto das variancias intergrupo nos resultados.

Em relacdo ao efeito cicatrizante, pode-se inferir que, além da diminuicdo da
area da lesao, ha outros fatores importantes que devem ser avaliados no processo de
reparo tecidual, como a modulacédo da reacao inflamatodria e a qualidade dos tecidos
formados. De Castro Garros e cols. (2006) avaliaram a agao do extrato de Passiflora
edulis na cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos durante 21 dias, ndo observando
diferencgas significativas entre as areas das feridas dos grupos tratados com agua e
com extrato de P. edulis. Porém, o estudo histolégico demonstrou colagenizag&o
significativamente maior, no 14° dia, nos animais tratados com P. edulis. De forma
semelhante, Koga e cols. (2018) avaliaram, durante 22 dias, a ag&o cicatrizante de
filmes de alginato contendo gel de Aloe vera em feridas cutaneas em ratos. Nao houve
diferengas significativas nas areas das lesdes entre os grupos tratados com o filme
contendo A. vera e o controle negativo. Entretanto, os filmes contendo A. vera
modularam a fase inflamatéria e diminuiam a quantidade de macréfagos em relagao
ao grupo controle. A avaliagao de fibras colagenas demonstrou uma diminui¢édo no
tipo Ill e um aumento nas fibras tipo | no grupo tratado com o filme com A. vera,
sugerindo uma melhoria na progressao do processo de cicatrizagao.

Quanto a analise histologica qualitativa das lesbes, foram observados os

aspectos predominantes em cada grupo, descritos no Quadro 1 e ilustrados pelas
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Quadro 1 — Caracteristicas gerais dos achados histologicos nos diversos grupos em
cada tempo de observagao

Grupo

Tempo de observacao

7 dias

14 dias

21 dias

C-

Crosta em intensa quantidade, sem
reepitelizacdo e com  proliferacdo
vascular ~ moderada; o infiltrado
inflamatorio atingiu hipoderme, sendo
mononuclear moderado,
polimorfonuclear intenso e com células
gigantes em discreta quantidade.
Apresentou tecido cicatricial, com
proliferagéo fibroblastica e formagao de
tecido conjuntivo frouxo em quantidade
discreta a moderada, além de
colagenizagéo discreta.

Crosta em intensa quantidade e
reepitelizacdo nas bordas das lesdes,
exceto em um individuo. Proliferagdo
vascular moderada; o infiltrado inflamatdrio
atingiu derme profunda, sendo
mononuclear discreto, polimorfonuclear
moderado e com células gigantes em
discreta quantidade. Apresentou tecido
cicatricial, com proliferagao fibroblastica e
formagdo de tecido conjuntivo frouxo em
quantidade moderada, além de
colagenizagéo discreta.

Crosta em discreta quantidade e
reepitelizagcdo  completa em  dois
individuos. Proliferagao vascular discreta;
o infiltrado inflamatério atingiu derme
profunda, sendo  mononuclear e
polimorfonuclear ambos moderados e
com células gigantes em discreta
quantidade. Apresentou tecido cicatricial,
com proliferacéo fibroblastica e formagao
de tecido conjuntivo frouxo em intensa
quantidade, colagenizagdo discreta a
moderada; além de regeneracgdo parcial
da derme (auséncia de glandulas e
foliculos pilosos) em dois individuos.

cv

Crosta intensa e reepitelizagao nas bordas
das lesdes. Proliferagdo vascular intensa;
o infiltrado inflamatério atingiu hipoderme,
sendo mononuclear e polimorfonuclear
ambos intensos e com células gigantes
em discreta quantidade.  Apresentou
tecido cicatricial, com proliferagao
fibroblastica e formagdo de tecido
conjuntivo frouxo em quantidade discreta
a moderada, além de colagenizagao
discreta.

Crosta intensa e reepitelizagdo nas bordas
das lesdes. Proliferagédo vascular intensa; o
infiltrado  inflamatério  atingiu  derme
profunda, sendo mononuclear moderado,
polimorfonuclear intenso e com células
gigantes em quantidade discreta.
Apresentou tecido cicatricial, com
proliferacédo fibroblastica e formacgédo de
tecido conjuntivo frouxo em intensa
quantidade, além de colagenizagao
discreta.

Crosta moderada; reepitelizagao completa
em um individuo. Proliferagdo vascular
moderada; o infiltrado inflamatério atingiu
derme profunda, sendo mononuclear e
polimorfonuclear ambos intensos e com
células gigantes em discreta quantidade
em dois individuos. Apresentou tecido
cicatricial, com proliferagéo fibroblastica e
formagéo de tecido conjuntivo frouxo em
intensa quantidade, colagenizagao
discreta, além de regeneragéo parcial da
derme (auséncia de glandulas e foliculos
pilosos) em um individuo.

C+

Crosta em intensa quantidade,
reepitelizacdo discreta e proliferagéo
vascular intensa; o infiltrado inflamatério
atingiu hipoderme, sendo mononuclear e
polimorfonuclear ambos intensos e com
células gigantes em discreta quantidade.
Apresentou  tecido cicatricial, com
proliferagédo fibroblastica e formagéo de
tecido conjuntivo frouxo em quantidade
moderada, além de colagenizagdo
discreta.

Crosta moderada a intensa e reepitelizagao
nas bordas das lesdes. Proliferagdo
vascular moderada; o infiltrado inflamatério
atingiu derme profunda, sendo mononuclear
e polimorfonuclear ambos moderados e com
células gigantes em discreta quantidade.
Apresentou tecido cicatricial, com
proliferacdo fibroblastica e formagédo de
tecido conjuntivo frouxo em intensa
quantidade, além de colagenizagdo
discreta.

Crosta discreta e reepitelizagdo completa.
Proliferagado vascular discreta; o infiltrado
inflamatoério atingiu derme profunda,
sendo mononuclear discreto e com
células gigantes em discreta quantidade
em dois individuos. Apresentou tecido
cicatricial, com proliferagao fibroblastica
intensa, formacdo de tecido conjuntivo
denso, colagenizagdo moderada; além de
regeneragao parcial da derme (auséncia
de glandulas e foliculos pilosos).

ER

Crosta intensa e reepitelizagao nas bordas
das lesdes. Proliferagdo vascular intensa;
o infiltrado inflamatério atingiu hipoderme,
sendo mononuclear e polimorfonuclear
ambos intensos e com células gigantes
em discreta quantidade.  Apresentou
tecido cicatricial, com proliferagcao
fibroblastica e formagdo de tecido
conjuntivo frouxo em quantidade discreta
a moderada, além de colagenizagdo
discreta.

Crosta intensa e reepitelizagdo nas bordas
das lesdes. Proliferacao vascular intensa; o
infiltrado  inflamatério  atingiu  derme
profunda, sendo mononuclear moderado,
polimorfonuclear intenso e com células
gigantes em discreta quantidade.
Apresentou tecido cicatricial, com
proliferagdo fibroblastica e formagédo de
tecido conjuntivo frouxo em intensa
quantidade, além de colagenizagdo
discreta.

Reepitelizacdo completa. Proliferagao
vascular discreta; o infiltrado inflamatério
atingiu derme profunda, sendo
mononuclear e polimorfonuclear ambos
discretos. Apresentou tecido cicatricial,
com proliferagao fibroblastica intensa,
formagcédo de tecido conjuntivo denso,
colagenizagdo moderada; além de
regeneragao parcial da derme (auséncia
de glandulas e foliculos pilosos).

EPA

Crosta intensa, reepitelizagdo nas bordas
das lesdes e proliferagao vascular intensa;
o infiltrado inflamatério atingiu hipoderme,
sendo mononuclear e polimorfonuclear
ambos intensos e com células gigantes

em discreta quantidade.  Apresentou
tecido cicatricial, com proliferagcao
fibroblastica e formagdo de tecido
conjuntivo  frouxo em  quantidade
moderada, além de colagenizagdo
discreta.

Crosta moderada a intensa e reepitelizagéo

nas bordas das lesdes. Proliferagao
vascular discreta; o infiltrado inflamatdrio
atingiu derme profunda, sendo

mononuclear e polimorfonuclear ambos
discretos e com células gigantes em
discreta quantidade. Apresentou tecido
cicatricial, com proliferagao fibroblastica e
formagdo de tecido conjuntivo frouxo em
intensa quantidade, além de colagenizagao
discreta.

Crosta discreta e reepitelizagdo completa.
Proliferagdo vascular discreta; o infiltrado
inflamatoério atingiu derme profunda,
sendo mononuclear discreto e com
células gigantes em discreta quantidade.
Apresentou  tecido cicatricial, com
proliferagéo fibroblastica intensa,
formagdo de tecido conjuntivo denso,
colagenizagdo moderada; além de
regeneragao parcial da derme (auséncia
de alandulas e foliculos pilosos).
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Figuras 19 a 22, sendo a proliferagdo fibroblastica evidenciada pelo Tricrébmico de
Masson (Figuras 21 e 22) e os demais aspectos visualizados pela coloragdo de
hematoxilina-eosina (Figuras 19 e 20).

Aos 7 dias apds a inducido das lesdes, observou-se reacdo inflamatéria em
todos os grupos, com o infiltrado inflamatorio atingindo até hipoderme. Entretanto, o
C- apresentou resposta inflamatéria e proliferacdo vascular um pouco menos
acentuadas que a dos outros grupos, além de ser o Unico grupo onde nao ocorreu
reepitelizagdo nas bordas. Os demais grupos apresentaram infiltrado inflamatério e
proliferacdo vascular intensos, com reepitelizacdo nas bordas da lesdo. Houve
formacgao de tecido conjuntivo frouxo em todos os grupos. A fibroplasia foi levemente
mais intensa em C+ e em EPA, o que pode ser considerado um fator positivo para a
cicatrizacdo, uma vez que os fibroblastos desempenham funcdes essenciais para a
reconstituicdo do tecido conjuntivo (BEHERA et al., 2017). Os achados de inflamacgao
e vascularizagao intensos estao condizentes com os eventos esperados para essa
fase inicial do reparo da lesdo, caracterizada pela reagéo inflamatéria (GARROS et
al., 2006).

Aos 14 dias ap6s a indugdo das feridas, foram observados eventos
caracteristicos da fase proliferativa, como progressivo aumento da reepitelizagdo e da
deposi¢cao de tecido de granulagdo, além da gradual diminuicdo do processo
inflamatério, com infiltrado atingindo até derme profunda. Todos o0s grupos
apresentaram reepitelizagado nas bordas das lesdes, exceto um dos individuos de C-.
Também foi observada intensa fibroplasia, com formacgao de tecido conjuntivo frouxo
em todos os grupos, exceto em C-, onde a mesma foi moderada. A fibroplasia &
essencial para a reconstituicido da derme, sendo os fibroblastos responsaveis pela
deposig¢ao de colageno e componentes da matriz extracelular, mantendo a integridade
do tecido conjuntivo (BEHERA et al., 2017).

Ainda no tempo de 14 dias, o grupo EPA apresentou infiltrado inflamatorio em
menor intensidade que a dos outros grupos, sugerindo que o extrato das partes aéreas
de C. esculenta tenha modulado o processo inflamatério. A inflamacédo é uma etapa
essencial para a cura das feridas, uma vez que as células fagocitarias realizam a
remogao dos tecidos lesados e microrganismos, além de liberarem fatores
quimiotaticos e de crescimento, necessarios a continuidade do processo
(BRASILEIRO FILHO, 2009). Porém, é conhecido que o excesso de espécies reativas

de oxigénio geradas nessa fase pode causar danos aos tecidos (VALIZADEH et al.,
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2015). Além disso, é dificil estabelecer uma relagdo precisa entre inflamagao e os
processos de cicatrizagdo e regeneragdo. Os macrofagos, por exemplo, funcionam
como importantes orquestradores do processo inflamatério, e embora normalmente
estejam associados a formagdo de cicatrizes, também sdo necessarios para a
regeneragao dos tecidos (WILLYARD, 2018). De forma geral, acredita-se que a
modulagdo da inflamagao seja benéfica ao processo de cura (VALIZADEH et al.,
2015).

Aos 21 dias apos a indugao das lesdes, 0os grupos apresentaram, de forma
geral, diminuicdo da proliferagdo vascular e do infiltrado inflamatorio, além de maior
grau de regeneracdo dos tecidos. Esses achados estdo relacionados aos processos
que ocorrem no principio da fase de remodelacdo, quando a inflamacdo e a
vascularizagdo regridem progressivamente, dando lugar a densificacdo do tecido
conjuntivo (BRASILEIRO FILHO, 2009). Vale ressaltar que o infiltrado inflamatério foi
menos intenso em C+, ER e EPA do que em C- e CV (Figura 20). O grupo CV
apresentou resultado bastante diferente dos demais, com proliferacdo vascular
moderada e infiltrado inflamatério intenso, sugerindo que a CMC tenha sustentado o
processo inflamatério, o que provavelmente interferiu negativamente no processo de
cicatrizacdo. E interessante observar que o grupo CV apresentou resultados anémalos
também na analise macroscoépica da area das lesdes, como descrito anteriormente.

Houve reepitelizagao completa e regeneracéo parcial da derme em todos os
individuos dos grupos C+, ER e EPA, porém somente em dois individuos de C- e em
apenas um de CV. O mesmo ocorreu em relagdo a qualidade do tecido conjuntivo
formado: enquanto os grupos C+, ER e EPA apresentaram tecido conjuntivo denso,
com colagenizagao moderada, em C- e em CV houve produgao de tecido conjuntivo
frouxo e a colagenizacao foi discreta a moderada. Portanto, aos 21 dias, os grupos do
controle positivo e os tratados com os extratos dos rizomas e das partes aéreas de C.
esculenta apresentaram maior grau de regeneracédo e qualidade dos tecidos, com
reepitelizacdo e formagao de tecido conjuntivo denso, além de menor infiltrado
inflamatério, em relagdo aos grupos do controle negativo e controle do veiculo. A
reepitelizagdo, o remodelamento do tecido conjuntivo e a modulagdo da inflamagao
sdo eventos importantes no processo de reparo dos tecidos (BRASILEIRO FILHO,
2009). Esses resultados demonstram que os extratos de C. esculenta produziram

efeitos benéficos para a cicatrizagdo e regeneragao das lesdes.
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Figura 19 — Imagens representativas das se¢des histolégicas das lesbes nos dias 7,
14 e 21, destacando a progressao do reparo dos tecidos

14 dias 21 dias

Tratamentos: A-C - Controle negativo (

J-L - Extrato dos rizomas (ER); M-O - Extrato das partes aéreas (EPA). Tempos de observagao apos
a inducdo das lesdes: A, D, G, J e M: 7 dias; B, E, H, Ke N: 14 dias; C, F, I, L e O: 21 dias. Aos 7
dias, infiltrado inflamatdério em derme, algumas vezes atingindo hipoderme (A, D, G, J e M),
vascularizagdo moderada em C- (A) e intensa nos demais grupos (D, G, J e M). Aos 14 dias,
progressivo aumento da reepitelizagdo e da deposigédo de tecido de granulagéo, gradual diminuigdo
do processo inflamatério, com infiltrado atingindo derme profunda (B, E, H, K e N). Aos 21 dias,
diminuicao da proliferagédo vascular e do infiltrado inflamatério na maioria dos grupos (C, |, L e O),
exceto em CV (F), onde observa-se proliferagdo vascular moderada e infiltrado inflamatério intenso.
Reepitelizagdo completa e regeneragao parcial da derme nos grupos C+, ER e EPA (I, L e O).
HE, Barra = 567 um.

FONTE: o autor
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Figura 20 — Imagens representativas das se¢des histologicas das lesdes, nos dias 7,
14 e 21, destacando o infiltrado inflamatério

Tratamentos: A-C - Controle negativo (C-); D-F - Controle veiculo (CV); G-l - Controle positivo (C+);
J-L - Extrato dos rizomas (ER); M-O - Extrato das partes aéreas (EPA). Tempos de observagao apos
a inducdo das lesdes: A, D, G, J e M: 7 dias; B, E, H, Ke N: 14 dias; C, F, I, L € O: 21 dias. Aos 7
dias, infiltrado polimorfonuclear intenso em todos os grupos (A, D, G, J e M), infiltrado mononuclear
moderado em C- (A) e intenso nos demais grupos (D, G, J e M). Aos 14 dias, infiltrado mononuclear
discreto e polimorfonuclear moderado em C- (B), mononuclear moderado e polimorfonuclear intenso
em CV e ER (E e K), mononuclear e polimorfonuclear ambos moderados em C+ (H) e ambos
discretos em EPA (N). Aos 21 dias, infiltrado mononuclear e polimorfonuclear ambos moderados em
C- (C), intensos em CV (F) e discretos em ER (L). Infiltrado mononuclear discreto em C+(l) e EPA(O).
HE, Barra = 56,7 um.

FONTE: o autor
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Figura 21 — Imagens representativas das se¢des histolégicas das lesbes nos dias 7,
14 e 21, destacando a progressao do reparo do tecido conjuntivo

cv

C+

ER

EPA

J-L - Extrato dos rizomas (ER); M-O - Extrato das partes aéreas (EPA). Tempos de observagao apos
a inducgéo das lesdes: A, D, G, J e M: 7 dias; B, E, H, Ke N: 14 dias; C, F, |, L e O: 21 dias. Aos 7
dias, tecido cicatricial com proliferagao fibroblastica e formagéo de tecido conjuntivo frouxo em todos
os grupos (A, D, G, J e M), em quantidade discreta a moderadaem C-,CVe ER (A,De J)e
moderada em C+ e EPA (G e M). Aos 14 dias, tecido cicatricial com proliferagéo fibroblastica e
formacao de tecido conjuntivo frouxo em todos os grupos (B, E, H, K e N), em intensa quantidade em
CV, C+, ER e EPA (E, H, Ke N) e moderada em C- (B). Aos 21 dias, tecido cicatricial, com
proliferagéo fibroblastica intensa em todos os grupos (C, F, |, L e O; formacgao de tecido conjuntivo
frouxo em C- e CV (C e F) e tecido conjuntivo denso em C+, ER e EPA (I, L e O). Reepitelizagédo
completa e regeneragao parcial da derme (auséncia de glandulas e foliculos pilosos) em C+, ER e
EPA (I, L e O). Tricrdbmico de Masson, Barra = 567 um.

FONTE: o autor
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Figura 22 — Imagens representativas das se¢des histolégicas das lesbes nos dias 7,
14 e 21, destacando a progressao da fibroplasia

cv

C+

ER

EPA

Tratamentos: A-C - Controle negativo (C-); D-F - Controle veiculo (CV); G-l - Controle positivo (C+);
J-L - Extrato dos rizomas (ER); M-O - Extrato das partes aéreas (EPA). Tempos de observagao apos
a inducdo das lesdes: A, D, G, J e M: 7 dias; B, E, H, Ke N: 14 dias; C, F, I, L e O: 21 dias. Aos 7
dias, formacéo de tecido conjuntivo frouxo em quantidade discreta a moderada em C-, CV e ER (A, D
e J) e moderada em C+ e EPA (G e M); colagenizagao discreta todos os grupos (A, D, G, J e M). Aos
14 dias, formacéo de tecido conjuntivo frouxo em quantidade moderada em C- (B) e intensa em CV,
C+, ER e EPA (E, H, K e N); colagenizacéo discreta em todos os grupos (B, E, H, K e N). Aos 21 dias,
formacao de tecido conjuntivo denso, com colagenizagdo moderada e regeneragao parcial da derme
(auséncia de glandulas e foliculos pilosos) em C+, ER e EPA (I, L e O) e tecido conjuntivo frouxo,
com colagenizagéo discreta a moderada em C- e CV (C e F). Tricrbmico de Masson, Barra = 227 pum.

FONTE: o autor
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Os resultados da analise histolégica quantitativa das lesbes estdo
apresentados nas Tabelas 9 a 11. No tempo de 7 dias apos a inducao das lesoes,
dentre todos os parametros avaliados, foram observadas diferengas significativas
(p<0,05) para os escores de reepitelizacdo entre o grupo C- e os grupos CV e ER e
de infiltrado inflamat6rio mononuclear entre o grupo C- e os grupos CV, ER e EPA
(Tabela 9). Assim, ER e CV produziram uma reepitelizag&o significativamente maior
que a do controle negativo; bem como CV, ER e EPA apresentaram infiltrado
mononuclear mais intenso que o do controle negativo. A reepitelizagdo € um fator
positivo, sendo essencial para a integridade da epiderme e denotando a regeneragao
do tecido original (TROMBETTA et al., 2006). O infiltrado inflamatdrio € importante
nesta fase inicial, sendo responsavel pela fagocitose dos restos celulares e pela
liberacdo de mediadores. Além disso, células especificas do infiltrado mononuclear,
como macrofagos e linfécitos, liberam fatores de crescimento importantes para a
estimulacéo da proliferagédo dos fibroblastos (BRASILEIRO FILHO, 2009).

Tabela 9 — Escores dos achados histolégicos no tempo de 7 dias (média + DP)

. Grupos
Parametros p
C(-) cv C(+) ER EPA
RE 0+0° 1,8+0,452 0,5+ 12ab 1,75+0,52 1+£12ab *
CR 2,75+0,5 42+1,64 3,25+0,5 25+1 4+1,22
PV 4+0 48+1,79 55+ 1 5+1,15 5,6 + 0,89
IP 60 60 55+1 55+ 1 60
M 4+0°b 602 55+ 1ab 602 602 *
CG 20 1,6 £0,89 1+1,15 25+1 1,6 £0,89
(o0) 2+0 2+0 2+0 2+0 2+0
PF 45+1,73 48+1,64 54+1,34 45+1,73 60

As médias seguidas por letras iguais nas linhas nao diferem entre si, pelo teste de Dunn, a 5% de
probabilidade.

RE= reepitelizagdo, CR= crosta, PV= proliferagdo vascular, IP=infiltrado inflamatério polimorfonuclear,
IM= infiltrado inflamatério mononuclear, CG= células gigantes, CO= colagenizag¢ao, PF= profiferagdo
fibroblastica, C(-)= controle negativo, CV= controle do veiculo, C(+)= controle positivo, ER= extrato
dos rizomas de C. esculenta, EPA= extrato das partes aéreas de C. esculenta, * = p< 0,05

Para o tempo de 14 dias, houve diferenga significativa (p<0,05) no parametro
de infiltrado inflamatério polimorfonuclear entre o CV e os grupos C+ e EPA, sendo
obtido o maior valor médio para o CV (Tabela 10). O infiltrado polimorfonuclear
normalmente € mais intenso nos primeiros dias apds a lesao, sendo os neutréfilos um
dos tipos celulares responsaveis pela fagocitose dos tecidos (KUMAR et al., 2010).

Como dito anteriormente, apos 14 dias, uma modulagao do infiltrado polimorfonuclear
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seria mais condizente com um processo de cicatrizagdo dentro da normalidade. A
partir desse ponto de vista, observamos que os grupos C+ e EPA produziram
resultados mais favoraveis a cicatrizacdo quanto a esse parametro, em relacdo ao CV.
E interessante observar que o grupo EPA apresentou resultados de modulagéo da
inflamacado aos 14 dias também na analise microscopica qualitativa, como descrito

anteriormente.

Tabela 10 — Escores dos achados histologicos no tempo de 14 dias (média £ DP)

. Grupos
Parametros p
C(-) cv C(+) ER EPA
RE 1,5+1,0 1,33+ 1,15 20 2+0 2+0
CR 1,75+ 1,7 1,67 + 1,53 1,25+ 0,5 2+1,14 111
PV 3+2 4+0 3+1,15 3+1,15 32+1,1
IP 45+ 12ab 6+0¢2 35+1b 45+1,19ab 32+1,79° *
IM 25+ 1 3,33+1,15 35+ 1 3+1,15 28+11
CG 1,51 20 1+1,15 20 2,4+0,89
(o0) 2+0 2+0 20 20 20
PF 8,4 + 2,51 9+245 10,8 £ 1,64 8,25+15 9,6 +£1,34

As médias seguidas por letras iguais nas linhas nao diferem entre si, pelo teste de Dunn, a 5% de
probabilidade.

RE-= reepitelizagdo, CR= crosta, PV= proliferagdo vascular, IP=infiltrado inflamatério polimorfonuclear,
IM= infiltrado inflamatério mononuclear, CG= células gigantes, CO= colagenizag¢ao, PF= profiferagdo
fibroblastica, C(-)= controle negativo, CV= controle do veiculo, C(+)= controle positivo, ER= extrato
dos rizomas de C. esculenta, EPA= extrato das partes aéreas de C. esculenta, * = p< 0,05

Para o tempo de 21 dias, o grupo CV apresentou diferengas significativas
(p<0,05) com os outros grupos nos escores de varios parametros, a saber:
reepitelizacdo menor que C+, ER e EPA; crosta maior que C+ e EPA; proliferacédo
vascular maior que C-, C+ e EPA; infiltrado inflamatodrio, tanto mononuclear como
polimorfonuclear, maior que C+ (Tabela 11). O conjunto desses achados aponta para
um pior desempenho do CV em relagao aos parametros e grupos supramencionados,
0 que ja havia sido observado na analise microscépica qualitativa. Num processo
normal de cicatrizagdo, aos 21 dias, espera-se que esteja ocorrendo a fase de
remodelagao, caracterizada pela regressao do infiltrado inflamatorio e por aumento da
deposicdo de matriz extracelular no tecido conjuntivo, que se torna mais denso e
menos vascularizado (BRASILEIRO FILHO, 2009). A fungao da crosta € a protecao

da lesdo enquanto ocorre a reposi¢ao dos tecidos lesados, porém sua preseng¢a nao
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€ fundamental, inclusive a cicatrizacdo pode ser mais rapida naquelas feridas em que
ela nao esta presente (FERREIRA et al., 2015).

Tabela 11 — Escores dos achados histologicos no tempo de 21 dias (média + DP)

Parametros Grupos p
C(-) cv C(+) ER EPA
RE 2,5+ 0,572t 1,75+ 1,26° 3+0¢2 3+0¢° 3102 *
CR 1+0,822b 225+2622 0+O0P 0,4 +0,552b 0+0P® *
PV 2+0° 4+1,632 2+0° 2,4 £0,89ab 2+0° *
IP 2+1,633b 4+2832 0+0° 1,2+1,12b 0,5+ 1ab *
M 3+1,153b 5+22 1,510 2,4 £0,89ab 2+02b *
CG 1,51 1+1,15 1+1,15 00 0,25+ 0,5
Cco 3+1,16 25+ 1 4+0 4+0 4+0
PF 9+2,45"b 9+2,12°b 12+ 02 12+ 032 12+ 02 *

As médias seguidas por letras iguais nas linhas nao diferem entre si, pelo teste de Dunn, a 5% de
probabilidade.

RE-= reepitelizagdo, CR= crosta, PV= proliferagdo vascular, IP=infiltrado inflamatério polimorfonuclear,
IM= infiltrado inflamatério mononuclear, CG= células gigantes, CO= colagenizag¢ao, PF= profiferagdo
fibroblastica, C(-)= controle negativo, CV= controle do veiculo, C(+)= controle positivo, ER= extrato
dos rizomas de C. esculenta, EPA= extrato das partes aéreas de C. esculenta, * = p< 0,05

Ainda no tempo de 21 dias, houve diferencga significativa (p<0,05) no parametro
de proliferagao fibroblastica dos grupos C+, ER e EPA em relagdo aos grupos C- e
CV, com os maiores escores médios para os grupos C+, ER e EPA (Tabela 11). Esses
resultados caracterizam maior fibroplasia nos grupos tratados com os extratos de C.
esculenta e com o controle positivo, em relagado aos grupos do controle negativo e do
veiculo, corroborando os achados de proliferagdo fibroblastica observados na
avaliacdo microscopica qualitativa. Como discutido anteriormente, a proliferacdo de
fibroblastos é essencial ao processo de cicatrizacdo, sendo 0s mesmos responsaveis
pela produgao de colageno e outros componentes da matriz do tecido conjuntivo
(BEHERA et al., 2017). Os fibroblastos também regulam o equilibrio quantitativo e
qualitativo do colageno, balanceando sua sintese e degradagao (GARROS et al.,
2006).

Os resultados descritos na analise microscopica qualitativa e quantitativa
relativos ao grupo CV, juntamente com os menores valores médios de ICU obtidos
tempos de 14 e 21 dias na analise macroscopica, apontam para um pior desempenho
de CV em relagdo aos outros grupos, inferior inclusive ao do controle negativo. O

veiculo de CMC utilizado provavelmente sustentou o processo inflamatdrio,
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prejudicando a cicatrizagdo e o fechamento das lesdes. Diante disso, pode-se inferir
que os extratos dos rizomas e das partes aéreas de C. esculenta poderiam ter
apresentado resultados ainda melhores caso nao tivessem sido veiculados na
suspensao de CMC.

Diversas plantas medicinais possuem comprovada agao cicatrizante, devido a
diferentes classes de compostos bioativos, como taninos, flavonoides, saponinas
triterpénicas, 6leos essenciais e mucilagens, dentre outros (FERRERO, 2006). E
provavel que as agdes benéficas ao processo de reparo de feridas observadas no
presente estudo estejam relacionadas aos compostos bioativos encontrados em C.
esculenta, como flavonoides, proteinas, polissacarideos e mucilagens.

A acao antioxidante in vitro dos compostos flavonicos presentes em C.
esculenta foi demonstrada tanto para as folhas e peciolos (LEONG et al., 2010), como
para os rizomas (SIMSEK e EL, 2015). Ja foi verificado que compostos com agao
antioxidante diminuem o dano tecidual, por reduzir o nivel de espécies reativas de
oxigénio durante o processo inflamatério (VALIZADEH et al., 2015). A acéo
cicatrizante das folhas do taro foi estudada in vitro por Gongalves e cols. (2013), que
verificaram a protecao das células da pele contra danos oxidativos e prevencao da
degradagdo do acido hialurbnico, propiciada pela atividade antioxidante dos
compostos fendlicos, principalmente as flavonas. A atividade proliferativa celular do
extrato total das folhas de C. esculenta foi demonstrada em modelo de cultura de
fibroblastos humanos por Takahashi e cols. (2012).

A acado imunoestimulante foi verificada nos rizomas, sendo detectada para
polissacarideos nao amilaceos em modelo de linhagem celular de macréfagos (LI et
al., 2018) e para o extrato proteico, que apresentou acéo proliferativa de células da
medula 6ssea e do bago de camundongos, tanto in vitro como in vivo (PEREIRA et
al., 2015b; TULIN e ECLEO, 2007).

Embora na reviséo realizada n&o tenha sido encontrado nenhum estudo
demonstrando a agao cicatrizante das mucilagens presentes nos rizomas do taro, ha
varios trabalhos com outras espécies contendo mucilagens que relatam suas agoes
benéficas ao processo de cicatrizacdo. Os principais efeitos observados nesses
estudos foram: estimulacéo do crescimento das células epiteliais; aumento dos niveis
de fatores de crescimento; aceleracdo da sintese do tecido conjuntivo, com
estimulacdo da producao de fibroblastos e da sintese de colageno e melhora da
microcirculagado cutanea (AMMAR et al., 2015; BAHRAMSOLTANI et al., 2017; DI
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LORENZO et al., 2017; GHAFOURIAN et al., 2015; KOGA et al., 2018; VALIZADEH
et al., 2015).

4.3 Obtencao dos filmes

No presente estudo, foi utilizado PVA com alta massa molar e alto grau de
hidrdlise, pois seu elevado numero de grupos hidroxila livres promove ligagdes de
hidrogénio intra e intermoleculares do polimero, diminuindo a sua solubilidade em
agua fria. O controle da solubilidade € importante para evitar a perda excessiva de
material e a desagregagéo dos filmes (DUTRA, 2017).

As dispersdes de ER foram submetidas a aquecimento a fim de proporcionar a
gelatinizagdo do amido presente no extrato, uma vez que os rizomas de taro
apresentam alto teor desse polissacarideo, em torno de 70% (ANDRADE, 2016; LEWU,
ADEBOLA; AFOLAYAN; 2009; SILVA, 2011). O processo de gelatinizagdo do amido é
realizado por meio de aquecimento em excesso de agua e rompe sua estrutura
semicristalina granular, transformando-o em um material termoplastico, capaz de
formar filmes estaveis e flexiveis (CAMPAGNER et al., 2015; DIAS, 2008; CARMO e
PAIVA, 2015).

A glicerina foi adicionada em todas as dispersdes poliméricas, com fung¢ao de
plastificante. Os agentes plastificantes sao capazes de reduzir as forgas
intermoleculares entre as cadeias poliméricas, aumentando sua mobilidade. Assim,
ocorre reducao da rigidez, melhora da flexibilidade e das propriedades mecanicas dos
filmes. Os agentes plastificantes mais utilizados no preparo de filmes com polimeros
hidrofilicos sao a glicerina e o polietilenoglicol (ISMAIL e ZAABA, 2011; VEIGA, 2009).

Foram preparadas solugdes de poli(alcool vinilico) nas concentragbes de 8% e
10% (p/v) e dispersdes do extrato liofilizado dos rizomas de C. esculenta (ER) nas
concentragdes de 2,5%, 3%, 4% e 10% (p/v) em agua deionizada. Devido a alta
viscosidade obtida para a solugéo de PVA a 10% (p/v) e para as dispersdes de ER a
4% e 10% (p/v), optou-se por utilizar somente a solugdo de PVA a 8% (p/v) e as as
dispersdes de ER a 3 e 2,5% (p/v) para o preparo das blendas.

Na avaliagao preliminar do aspecto e integridade dos filmes formados pelas
blendas inicialmente testadas (Tabela 5), verificou-se que aqueles constituidos pela
dispersdo de ER a 2,5% (p/v) apresentaram aspecto mais homogéneo do que os

constituidos pela dispersdo de ER a 3% (p/v). Da mesma forma, ao comparar os
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tempos de 45 e 60 minutos de agitagao das blendas, foram obtidos filmes com aspecto
mais uniforme ao utilizar o tempo de 60 minutos. Os filmes constituidos pela blenda
com 50% da dispersao de PVA 8% (p/v) e 50% da disperséo de ER, tanto a 3% (p/v)
como a 2,5% (p/v), ndo apresentaram aspecto completamente homogéneo, mesmo
com 60 minutos de agitagdo. Os filmes constituidos por 100% da dispersédo de ER a
25 e a 3% (p/v) apresentaram-se extremamente quebradigos. Portanto, foram
selecionadas para estudo as blendas relacionadas na Tabela 12, e o tempo de 60
minutos de agitacdo. Para efeito comparativo, também foram preparados filmes

utilizando a disperséo de PVA 8% (p/v) pura, com adigdo de 1% (v/v) de glicerina.

Tabela 12 — Propor¢ao das dispersdes poliméricas nas blendas selecionadas para
estudo

Proporg¢ao das Dispersoes poliméricas (% v/v)

Blenda Poli(alcool vinilico) (PVA) Extrato de Colocasia (ER)
8% (p/v) 2,5% (p/v)

PVA:ER 9:1 90,0 10,0

PVA:ER 8:2 80,0 20,0

PVA:ER 7:3 70,0 30,0

PVA:ER 6:4 60,0 40,0

Na Tabela 13 estdo apresentados os valores de densidade relativa e pH obtidos
paras dispersdes e blendas selecionadas para o estudo. Todas apresentaram pH
préoximo da neutralidade, compativel como pH da pele. O valor do pH cutaneo
influencia a barreira de permeabilidade da pele e o processo normal de
queratinizacao, diferindo entre espécies e também dentro da mesma espécie.
Segundo Matousek e Campbell (2002), o intervalo relatado para a pele humana sadia

varia entre pH 3,0 (acido) e 6,5 (quase neutro). Foram relatados valores médios de

Tabela 13 — Valores de densidade relativa e pH obtidos para as dispersoes e
blendas selecionadas para o estudo

Dispersoes e blendas pH Densidade relativa
Dispersdes PVA: 8% (p/v) 6,48 1,0201
ER 2,5% (p/v) 6,76 1,0111
Blendas PVAER 9:1 6,54 1,0150
PVAER 8:2 6,55 1,0180
PVAER 7:3 6,56 1,0200

PVA:ER 6:4 6,52 1,0211
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pH cuténeo de 7,4 para caes; 6,4 para gatos; 6,5 para ratos e 6,7 para bovinos. O pH
da dispersao de PVA 8% (p/v) esta dentro do valor esperado, sendo a especificagéo
da farmacopeia britanica (BRITISH PHARMACOPOEIA 2013), pH entre 4,5 a 6,5 para
uma solucao a 10% (p/v). Os valores de densidade obtidos para as dispersdes de PVA
e ER foram bastante proximos, o que facilita sua miscibilidade e homogeneidade das

blendas por elas constituidas.

4.4 Caracterizagcao dos filmes

Analise visual

Com base nos resultados encontrados, observou-se que o método de casting-
solving foi adequado para o objetivo proposto, pois caracteriza-se como uma técnica
simples e rapida, passivel de reprodu¢cdo em grande escala (DUTRA, 2017).

No que diz respeito a analise visual dos filmes formados (Figura 23), os
mesmos se mostraram praticamente incolores, transparentes, brilhantes e isentos de
dominios (caracteristica presente em sistemas onde ocorre separagéo de fases). Os

filmes foram de facil remogao dos moldes, mantendo-se integros.

Figura 23 — Imagens representativas dos filmes preparados a partir do PVA
puro e das blendas com diferentes proporcdes de ER

A B C

D E

Imagens dos filmes: A - PVA puro; B-PVA:ER9:1; C-PVAER 8:2; D-PVAEERT7:3;
E - PVAER 6:4, observando-se aspecto praticamente incolor, transparente, brilhante, além de
auséncia de dominios
FONTE: o autor
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Microscopia eletronica de varredura

As imagens obtidas por MEV permitem avaliar a morfologia e a homogeneidade
dos filmes. A avaliacdo das imagens de superficie evidenciou que todos os filmes
apresentaram aspecto homogéneo, integros e que nao houve separagao de fases, o

que foi corroborado pelas fotomicrografias de fratura (Figuras 24 e 25). Nestas, é

Figura 24 — Fotomicrografias de MEV da fratura dos filmes (blendas de PVA e ER)

1000 AOum  —

K1,000 10U | —

x1.000  10um  —

x1.000  10um ==

Fotomicrografias dos filmes: Ae B- PVA:ER 9:1; Ce D - PVA:ER 8:2; Ee F - PVAIER 7:3;
G e H-PVAER 6:4; observando-se aspecto homogéneo, integridade e auséncia de separacdo de
fases; A,C, E e G - aumento de 500 vezes; B, D, F e H - aumento de 1000 vezes
FONTE: o autor
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Figura 25 — Fotomicrografias de MEV da fratura do filme de PVA puro

x1.000  10um  —

Fotomicrografias dos filmes de PVA puro, observando-se aspecto homogéneo e integro;
A - aumento de 500 vezes; B - aumento de 1000 vezes
FONTE: o autor

possivel observar a presenca de uma so6 fase, denotando a existéncia de interagdes
e boa compatibilidade entre os polimeros das blendas. Nao foram observadas regides

com formacao de dominios.

Propriedades de barreira

Um parametro importante a ser considerado para os filmes poliméricos no
preparo de coberturas bioativas € a capacidade dos mesmos de controlar o balanco
de umidade na interface da ferida. O excesso de exsudatos deve ser absorvido,
evitando a degradacéo do tecido circundante e o crescimento de microrganismos. Por
outro lado, ndo deve ocorrer perda excessiva de umidade e ressecamento da ferida.
A manutengao do nivel adequado de umidade na interface entre a ferida e o curativo
€ critica para uma cicatrizagdo eficaz (BOATENG, 2008; MCCOLL; CARTLIDGE;
CONNOLLY; 2007). O controle da hidrofilicidade e da solubilidade dos filmes séo os
principais fatores que despertam o interesse na preparacao de blendas entre o PVA e
polimeros naturais como o amido (TIAN et al., 2017). Neste sentido, a funcionalidade
das coberturas esta relacionada a suas propriedades de barreira, caracterizadas pela
molhabilidade, espessura, grau de intumescimento, solubilidade e permeabilidade ao
vapor d’agua. Os valores obtidos na determinagao destes paradmetros sdo dados nas
Tabelas 14 e 15.

A molhabilidade descreve a capacidade de uma superficie se molhar por um
liquido e pode ser definida como a manifestacdo macroscopica das interagdes
moleculares na interface superficie / liquido. Ha uma competicdo entre as forgas de
coesdo presentes no liquido (que tendem a proporcionar a forma de uma gota
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esférica) e as forgcas de adesao entre a superficie e o liquido (que tendem a espalhar
o liquido sobre a superficie). Quando o liquido é a agua, a molhabilidade pode ser
caracterizada como hidrofilicidade (DUTRA et al., 2017). E um parametro importante
que afeta varias propriedades dos biomateriais, como a absorgdo de agua, a
bioadesdo e a interagao celular. O angulo de contato (¢) de um material fornece
informacdes sobre a sua molhabilidade, sendo um parametro que permite descrever
a interacgao entre os dois materiais. Considera-se que, quando ¢ < 30 °, a superficie é
molhada totalmente; quando o angulo de contato encontra-se entre 30°<$ <90°, a
superficie € considerada como parcialmente molhavel; quando o ¢ = 90 °, a superficie
é definida como negligénciavelmente molhada e, quando ¢ = 180 °, a superficie ndo é
molhada (KARBOWIAK; DEBEAUFORT; VOILLEY, 2006). Ja foi evidenciado que as
células aderem e se espalham mais efetivamente em superficies com hidrofilicidade
adequada em comparacao com as superficies hidrofébicas. Estudos demostraram
que superficies moderadamente molhaveis fornecem fortes interagcdes célula-
substrato e célula-célula que induzem a uma melhor regeneracéo tecidual (GUNES e
TIHMINLIOGLU, 2017).

Tabela 14 — Angulo de contato, trabalho de ades&o e espalhabilidade do PBS sobre
os filmes

Amostra 0 (graus) Trabalho de adeséo Espalhamento
(10 s) (mN/M) (mN/m)
PVA puro 36,93 (+4,72) 130,89 (+3,46) - 14,71 (£3,46)
PVA:ER 9:1 34,47 (+3,22) 132,69 (+2,32) - 12,84 (+2,32)
PVA:ER 8:2 59,23 (+ 1,33) 110,05 (£1,43) - 35,55 (+1,43)
PVA:ER 7:3 41,64 (+ 6,68) 126,94 (£5,73) - 18,66 (+5,73)
PVA:ER 6:4 42,48 (+ 3,38) 126,44 (+2,98) - 19,16 (+2,98)

Valores expressos em media + DP

A literatura relata valores de ¢ em torno de 80° a 90° para filmes de PVA puro.
No presente trabalho, o valor encontrado foi de aproximadamente 37°, o que pode
estar relacionado ao preparo do filme na presenca de glicerina. Para o filme contendo
10% da dispersao de ER o valor foi semelhante (aproximadamente 35°). Em ambos
0s casos, a dimui¢ao do angulo em relagao ao PVA puro pode ser devido a presenga

de maior numero de grupos -OH da glicerina e do amido na superficie dos filmes, ja
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que as hidroxilas podem permanecer disponiveis para a formagédo de ligagdes de
hidrogénio com a agua (LEWU; ADEBOLA; AFOLAYAN, 2009). Para os demais, a
presenca de ER nos filmes proporcionou aumento do angulo de contato, sendo que
para o filme contendo 20% da dispersédo de ER (PVA:ER 8:2) foi observado o maior
valor (Tabela 14). Uma explicagao possivel seria a ocorréncia de uma proporgao 6tima
dos materiais nesta blenda, nesse caso as hidroxilas do amido estariam envolvidas
apenas em ligagdes intramoleculares e nao estariam disponiveis para formar ligagdes
de hidrogénio. Além disso, outros fatores interferem na molhabilidade, como presenca
de porosidade e rugosidade na superficie dos filmes (DUTRA et al., 2017). Esses
fatores ndo foram avaliados neste trabalho. Porém, todos os filmes se mostraram
moderadamente hidrofilicos.

Espalhamento (S) e trabalho de adesdo (AW) também sao parametros
indicativos da afinidade entre uma superficie e um liquido. O espalhamento fornece a
medida da diferenca entre o trabalho de coesdo presente no liquido e a energia de
adesao entre a superficie e o liquido. Quando AW supera o trabalho de coesao, o
valor de S é positivo e o liquido se espalha completamente no sdlido. Quando o
trabalho de coesdo supera o trabalho de adesdo, o valor S € negativo e o
espalhamento é parcial (SRIAMORNSAK et al., 2008). Trabalhos de adesdo maiores
e consequentemente, menor espalhabilidade, sdo vistos em superficie mais
hidrofilicas. Os valores de AW e S obtidos seguiram a mesma tendéncia observada

na determinagao do angulo de contato.

Tabela 15 — Espessura, indice de intumescimento (Q%), solubilidade (ML%) e taxa de
transmissao de vapor d’agua (TPVA)

Amostra Espessura Q (%) ML (%) TPVA
(mm) (60 min) (48 h) (g.m2.dia™")
PVA PURO 0,151 (x 0,029) 90,64 (+ 4,46) -15,44 (£ 0,11) 414,91 (+ 85,98)
PVA:ER 9:1 0,151 (+ 0,032) 93,16 (+ 3,89) -14,55 (£ 0,50) 455,04 (+ 83,19)
PVA:ER 8:2 0,125 (+ 0,029) 93,05 (£ 6,13) -18,27 (£ 1,71) 636,27 (£ 71,08)
PVA:ER 7:3 0,118 (+ 0,020) 105,64 (+ 8,72) - 21,20 (£ 0,63) 501,73 (£ 7,51)
PVA:ER 6:4 0,100 (+0,011) 108,35 (+ 4,24) -17,33 (£ 0,50) 730,30 (+ 117,08)

Valores expressos em média + DP
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Outro parametro importante a ser considerado é a espessura dos filmes
obtidos, pois, esta influencia no inchamento, na solubilidade e na taxa de
permeabilidade ao vapor d'agua das coberturas formadas (GALDEANO et al., 2013).
Na avaliacdo da espessura, observou-se que esta diminuiu nos filmes obtidos a partir
das blendas e que o aumento no teor de ER nas amostras provocou a diminuicdo da
espessura dos filmes (Tabela 15). Esta redugcdo pode ser correlacionada ao
empacotamento das cadeias poliméricas nos filmes em fungdo do grande numero de
grupos OH disponiveis e, pela presenga de amilose nas blendas, material com
natureza tipicamente linear. Aboubakar e colaboradores (2007), encontraram teores
de amilose em torno de 25% no amido do taro.

O indice de intumescimento (Q%) esta relacionado a quantidade de agua
absorvida pelo filme em relacédo ao seu peso seco, quando imerso no meio de estudo
por um determinado tempo. Portanto, influi na capacidade de absorcao de fluidos e
exsudatos pelo filme, fator essencial para o controle da umidade na ferida,
favorecendo a regeneragao dos tecidos. O grau ideal de intumescimento para
curativos depende principalmente do tipo e da condicdo da ferida (GUNES e
TIHMINLIOGLU, 2017). Observou-se aumento de Q% em fungéo do aumento do teor
de ER nas blendas. Os filmes contendo 30 e 40% da dispersédo de ER (PVAIER 7:3 e
PVA:ER 6:4, respectivamente) apresentaram as maiores proporgdes de inchamento
(Tabela 15). Esse comportamento pode ser correlacionado com a presenga de maior
numero de grupos -OH do amido na superficie desses filmes, ja que as hidroxilas
podem permanecer disponiveis para a formacéo de ligacbes de hidrogénio com a
agua (LEWU; ADEBOLA; AFOLAYAN, 2009).

O ensaio de solubilidade quantifica a perda de massa pelos filmes apés
permanéncia durante 48 horas no meio liquido. A solubilidade dos filmes esta
relacionada a sua afinidade pela agua e também a interagédo entre as moléculas dos
polimeros constituintes. Embora, como ja mencionado anteriormente, seja desejavel
um grau razoavel de hidrofilicidade para a eficacia dos curativos, por outro lado uma
alta solubilidade resulta em perda de material e desagregacéao do filme. Quanto menor
a solubilidade, maior a possibilidade de manutengéo da integridade do filme durante
0 uso. A solubilidade variou entre 14,5 e 21,2% (Tabela 15), sendo que o filme
contendo 30% da dispersdo de ER apresentou a maior perda de massa (21,2%).
Filmes preparados a partir de PVA puro, com grau de hidrdlise superior a 98% e alta

massa molar, sao insoluveis em agua a temperatura ambiente (DUTRA et al., 2017).
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De forma geral, a presenga do extrato provocou o aumento da perda de massa, porém
nao foi possivel correlacionar o aumento da solubilidade em fungdo do aumento do
teor de ER nos filmes. A adicdo de ER pode ter contribuido para o aumento da
hidrofilicidade da superficie dos filmes, favorecendo o contato com meio aquoso e a
cisdo das cadeias poliméricas, com perda de massa, apds um longo tempo de contato
(48 h) com o meio de dissolugdo. Cabe destacar que todos os filmes testados se
mantiveram integros durante a realizagcdo de todos os ensaios, caracteristica
requerida para o uso como coberturas.

A permeabilidade ao vapor d’agua é uma propriedade importante para as
coberturas, pois tanto o acumulo de liquidos, como também a sua perda excessiva,
podem prejudicar o processo de cicatrizagdo e reparo dos tecidos. Portanto, um
delicado equilibrio de umidade é requerido. Neste sentido, a producédo de um curativo
semipermedavel é desejavel (GUNES e TIHMINLIOGLU, 2017). A permeabilidade esta
relacionada a outros parametros, como o intumescimento e a espessura. Espera-se
que filmes com maior capacidade de inchamento capturem maior teor de vapor
d’agua, transmitindo-o para o meio e saturando-o. Ja o aumento da espessura diminui
a permeabilidade ao vapor d’agua (HU et al., 2001). A taxa de permeabilidade ao
vapor d’agua relatada para a pele normal € de 204 g. g.m?2.dia”'. A medida da TPVA
para coberturas comercializadas € disponivel, sendo relatados valores que variam de
139 a 10973 g.m=2.dia!, dependendo dos materiais utilizados e das finalidades de
aplicacao (SOOD; GRANICK; TOMASELLI, 2014). A presenga do ER provocou
aumento da permeabilidade (Tabela 15), sendo a maior TPVA obtida para o filme
contendo 40% da dispersdo de ER (730,3 g.m2.dia™'). O aumento no indice de
inchamento proporcionado pelo aumento de ER contribui para o aumento de TPVA
dos filmes, devido a maior captura de agua. De modo geral, os maiores valores de
permeabilidade foram observados nos filmes de menor espessura, o que esta em
conformidade com relatos da literatura. Para o filme contendo 30% da dispersao de
ER (PVA:ER 7:3) foi obtido um resultado anémalo.

Avaliando-se os testes realizados, observou-se que o filme contendo 40% da
disperséo de ER apresentou caracteristicas vantajosas em relagdo aos demais, como
menor espessura, maior indice de intumescimento e taxa de transmisséo de vapor
d’agua, além de valores de angulo de contato e solubilidade compativeis ao uso como

cobertura para feridas. Além disso, dentre as blendas testadas, é a que possui maior



94

proporg¢ao do polimero natural, o que € desejavel, pois trata-se de um insumo obtido

a partir de fontes renovaveis, facilmente disponivel e com baixo custo.
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5. CONCLUSOES

Os extratos das partes aéreas e dos rizomas de C. esculenta apresentaram
perfil cromatografico em CCD, teor de fendis totais e de flavonoides totais compativeis
aos relatados pela literatura.

Na avaliacdo da atividade cicatrizante em ensaio animal, a analise
macroscopica das areas das lesdes nao evidenciou efeito significativo dos extratos de
C. esculenta no ICU; embora tenha sido observada uma tendéncia de maiores médias
de ICU para os grupos C+, ER e EPA, aos 14 dias apds a indugao das lesdes. A
analise histologica evidenciou efeitos benéficos dos extratos no reparo das lesdes,
incluindo modulagdo da reacgao inflamatéria aos 14 dias pelo grupo EPA; maior
fibroplasia, grau de regeneracdo e qualidade dos tecidos e menor infiltrado
inflamatério nos grupos ER e EPA, aos 21 dias. E provavel que os efeitos observados
no presente estudo estejam relacionados aos compostos bioativos encontrados em C.
esculenta, como flavonoides, proteinas, polissacarideos e mucilagens.

Foi possivel preparar filmes baseados no PVA contendo extrato liofilizado dos
rizomas de taro (ER) pelo método de casting-solving, com 6timas caracteristicas de
aspecto visual, flexibilidade e resistenténcia ao manuseio. O filme de PVA contendo
40% da dispersdo de ER apresentou as melhores propriedades dentre as blendas
testadas. A analise conjunta dos parametros avaliados sugere que o mesmo &€ util para
0 preparo de coberturas bioativas; além de ter a maior porcentagem do polimero
natural, o que é vantajoso do ponto de vista do custo e da sustentabilidade.
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