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RESUMO

A literatura cientifica abarca um extenso volume de trabalhos voltados para a
cicatrizacdo de feridas cutaneas por ser um problema que afeta grande parte da
populacdo. Na busca por tratamentos alternativos para essa enfermidade, o uso de
produtos naturais tem ganhado destaque uma vez que o Brasil possui grande
bioversidade de plantas. A casca da banana é popularmente conhecida como
cicatrizante natural por conta dos compostos fendlicos, muito empregado na
cicatrizacao de fissuras mamilares durante a amamentagéo. Esse trabalho, portanto,
buscou avaliar o potencial cicatrizante dos extratos obtidos a partir da casca verde
da banana em um estudo in vivo e in vitro. Foram obtidos extratos hidroalcodlicos a
partir da casca verde seca (dry BPE) e da casca verde fresca (fresh BPE) pelo
método de maceracao em etanol e agua (9:1). Para o estudo in vitro foram utilizados
fibroblastos humanos cultivados em meio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium,
Sigma-Aldrich) e com ambos os extratos nas concentracoes de 1%, 2%, 4%, 10% e
15% encubado por 24h e 48h. O teste de viabilidade celular foi realizado pelo MTT.
O produto tépico utilizado foi obtido incorporando o extrato ao gel de Natrosol nas
concentragdes de 2%, 4% e 10% do dry BPE e 4% e 10% do fresh BPE, também foi
obtido um gel a partir da casca verde in natura (natural BP) na concentracédo de 4%.
Para o estudo foram utilizados ratos Wistar machos (N=56) divididos em 7 grupos
(n=8): Grupo | — Controle sem tratamento com aplicacdo do gel sem componentes
ativos; Grupo Il — natural BP; Grupo Il - dry BPE 2%; Grupo IV — dry BPE 4%; Grupo
V — dry BPE 10%; Grupo VI — fresh BPE 4% e Grupo VIl — fresh BPE 10%. Os
animais foram anestesiados e confeccionada uma lesao cirlrgica cutdnea na regiao
dorsal de dimensao 3cm x 2cm. O tratamento foi tépico e diario durante um periodo
de 9 dias, no 10° dia os animais foram eutanasiados e as amostras de pele
encaminhadas para o processamento histolégico de rotina para analise
histopatoldgica descritiva da area em cicatrizagdo e contagem semiautomatica do
infiltrado inflamatdrio. Também foi feita a razdo entre a area inicial e final da lesao
para calculo do percentual de contragéo da ferida. O dry BPE nas concentracbes de

1% e 2% induziram a proliferacdo dos fibroblastos enquanto que as demais



concentracdes bem como o fresh BPE reduziram a populagdo dessas células. Os
grupos I, Ill, IV e V apresentaram maior contragéo da ferida quando comparado ao
controle. Segundo analise descritiva o Gl apresentou crosta aderida, reepitelizacao
discreta e infiltrado neutrofilico; no Gll houve crosta espessa aderida, reepitelizacao
extensa porém delgada, remodelamento da derme e infiltrado eosinofilico; o Gll
epiderme remodelada com queratina e desprendimento da crosta, derme
remodelada e infiltrado inflamatério misto; no GIV foi observado crosta discreta e
delgada aderida, reepitelizacdo extensa e discreta, remodelamento da derme e
infiltrado misto; o GV apresentou crosta espessa, reepitelizacado discreta, tecido de
granulagédo jovem e infiltrado misto; no GVI foi observado crosta espessa,
reepitelizacdo discreta, inicio de remodelamento e infiltrado com células gigantes; no
GVII houve crosta espessa, reepitelizagao discreta e infilirado com células gigantes.
Portanto, o dry BPE na concentracdo de 2% se mostrou como um tratamento em
potencial para a cicatrizacdo de feridas devido a proliferacdo de fibroblastos e
remodelamento da epiderme e da derme

Palavras-chave: Cicatrizagdo de Ferida. Musa sp. Extrato Hidroalcodlico.
Histopatologia. Cultura de Células.



ABSTRACT

The scientific literature covers an extensive volume of works focused on the healing
of cutaneous wounds as this is a problem that affects a large part of the population.
In the search for alternative treatments for this disease, the use of natural products
has been gaining prominence since Brazil possesses a great biodiversity of plants.
The banana peel is popularly known as a natural cicatrizant because of its phenolic
compounds, and is much used in the healing of nipple fissures during breastfeeding.
This work, therefore, sought to assess the healing potential of the extracts obtained
from the green banana peel in an in vivo and in vitro study. Hydroalcoholic extracts
were obtained from dried green peel (dry BPE) and fresh green peel (fresh BPE) by
the method of maceration in ethanol and water (9:1). For the in vitro study, human
fibroblasts cultured in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich),
and with both extracts at the concentrations of 1%, 2%, 4%, 10%, and 15%, were
incubated for 24h and 48h. Cell viability was tested using MTT. The topical product
used was obtained by incorporating the extract into Natrosol gel at concentrations of
2%, 4%, and 10% of dry BPE and 4% and 10% of fresh BPE. A gel was also
obtained from the natural green peel (natural BP) at 4% concentration. For the study,
male Wistar rats (N = 56) divided into 7 groups (n = 8) were used: Group | - Control
without treatment, with application of the gel without active components; Group Il -
natural BP; Group Il - dry BPE 2%; Group |V - dry BPE 4%; Group V - dry BPE 10%;
Group VI - fresh BPE 4%; and Group VII - fresh BPE 10%. The animals were
anesthetized and a cutaneous surgical wound was made in the dorsal region with a
dimension of 3cm x 2cm. The treatment was topical and daily for a period of 9 days.
On the 10th day the animals were euthanized and the skin samples were sent for
routine histological processing for descriptive histopathological analysis of the
healing area and semi-automated count of the inflammatory infiltrate. The ratio
between the initial and final areas was also calculated for the percentage of wound
contraction. The dry BPE at concentrations of 1% and 2% induced fibroblast
proliferation while the other concentrations, as well as fresh BPE, reduced the

population of these cells. Groups I, lll, IV, and V showed greater contraction of the



wound compared to the control. According to descriptive analysis, Gl presented
adhered crust, discrete reepithelization and neutrophilic infiltrate; in Gll there was
thick adhered crust, extensive but thin reepithelization, dermis remodeling and
eosinophilic infiltrate; Gll keratin remodeling epidermis and detachment of the crust,
remodeling dermis and mixed inflammatory infiltrate; GIV showed discreet and
adherent thin crust, extensive and discreet reepithelialization, dermis remodeling and
mixed infiltrate; SG presented thick crust, discreet reepithelialization, young
granulation tissue and mixed infiltrate; GVI showed thick crust, discreet
reepithelialization, remodeling and giant cell infiltration; In GVII there was thick crust,
discreet reepithelialization and infiltration with giant cells. Therefore, dry BPE at 2%
concentration has shown to be a potential treatment for wound healing due to
fibroblast proliferation and epidermis and dermis remodeling.

Keywords: Wound Healing. Musa sp. Hydroalcoholic Extract. Histopathology. Cell
Culture.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Grau de maturagao determinado por Von LeosecK.......ccccccovvviiiviiineennnnnn. 28

Figura 2: Imagem da placa de 96 pocos com fibroblastos cultivados com os extratos

em diferentes concentracdes (1%, 2%, 4%, 10% € 15%) ..covveeerreceeieiiieeeeeeee 39

Figura 3: DiVISA0 A0S grUPOS ... .ciiiiiiiiiieeeee ettt et e e e e e e nanaeeeeeaeeeas 41

Figura 4: Imagem representativa do método ultilizado para quantificar a contracao

da ferida usando o programa Zen Pro 2011 ... 43



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Citocinas envolvidas no processo de reparo



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BPE - Banana Peel Extract

CBR - Centro de Biologia da Reproducao

DEM - Dulbeco’s Modified Eagle Medium

EGF - Fator de Crescimento Epidérmico

FGF - Fator de Crescimento Fibroblastico

HE - Hematoxilina e Eosina

IL - Interleucina

KGF - Fator de Crescimento Epitelial

LDL - Low Density Lipoproteins

PAF - Fator Ativador de Plaqueta

PDGF - Fator de Crescimento Derivado de Plagueta
SFA - Substancia Fundamental Amorfa

TGF- B - Fator de Crescimento Transformador 3
TNF-a - Fator de Necrose Tumoral

UV - Ultravioleta

VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular
MTT - Brometode3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium



°C - Graus Celsius
cm - Centimetro

g - Grama

h - Hora

kg - Quilograma

| - Litro

um - Micrémetro
mbar - Milibar

mg - Miligrama
min - Minuto

ml - Mililitro

LISTA DE SiIMBOLOS



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ......cooeiierererereresssssasasasasasasasassssssesssesssssssssssenssssssssssssssssssssssasasasasans 19
2. REVISAO DE LITERATURA ..o essseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssans 20
2.1. Sistema TegumMEeNtar ... s smmnnns 20
20 1Y o - T o 22
2.2.1. Hemostasia € inflamagao .........ooocuueiiiiiiii e 23
2.2.2. ProlifEraGa0 ...coeei i 24
2.2.3. Remodelamento ... 25
2.2. BanNana (MUSa SPP-)cceeerrrrrrrrmmmmmmmmmmmmmmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 27
2.2.1. Componentes da casca verde dabanana...........ccccceeeiiiiiiiiiiiieeee e 29
2.2.1.1. FIAVONOIAES .......ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
B - - Vo] 0o = SR 31
2.3. Producao dos eXtratos........ccrrrrrummrmrssssmmsnrnssssmss s sssssms s s ssss s s ssmn e s smmne s nnnan 32
3. HIPOTESE .....ecureeurereuseesesessssesssessss s s s s s s s st s s ssssssssss s s ssssssssssssssessnssases 34
4. OBUETIVOS.....cooiiiiiiiiisnmensn s nssssssssssss s s sssmss s s s s s s ssssssssmmmsss s s snsssssssssnnnnns 35
R T € 1Y - 35
S = = o | To o 35
5. MATERIAL E METODOS ......coceuiuieiemenrassessssssssssessssssasssssssssasssssssssassensssssassenes 36
5.1. Obtencao e Selecao das Bananas (MUSa SP.)....ccccrrrrrrrsssssssnmmmnnssmmsssssssssnnnnns 36
5.2. Preparo do Gel com a Casca Verde In Natura ........ccccovvivivnnnnnnssssssssssssssssnnnsns 36
5.3. Obtencao dos Extratos da Casca Verde.........ccccccmmmmrrrrrssissnmcemmnnssssssssssssnnnens 37
5.4 Preparo do Gel com os Extratos da Casca Verde Seca e Fresca.................. 38
5.5. EXperimento IN VItro ... 38
5.5.1 Cultura de Fibroblastos .........cccoveeieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
5.6. EXperimento IN VIVO ... 40

oIS I AN o110 4 =TT 40



5.6.2. Confeccao da ferida CirlrgiCa..........uuueeieeiii i 40

o RS T N = 1 =100 1= 0 (o TR U T TR TSP UR PR 41
5.6.4 Morfometria da contragdo da ferida..........coooviiiii 42
5.6.5 Analise HistopatOlOQiCa ......cccviiiiiiiiiiiiiieee e 43
5.6.5.1 Avaliagcao Histopatoldgica DESCHItIVA. ............euuueieiiiiieiiiiiieeaae e 43
5.6.5.2 Histomorfometria do Infiltrado Inflamatorio.............oeee oo 44
5.7. ANAlise EStatiStiCa....ccciireuirreniirreniiremsiirensirsnsssrsnsssrnnsssresssssasssssnnssssnnssssnnsssnnnnns 44
6. RESULTADOS E DISCUSSAOD ....ooeeeeeeeeeereeeeeeeeesesesessseesseeesssssnsssnsssnsssnssssessssnns 45
g A o701 N o] I UL o 71
REFERENGCIAS. ....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeasemeesamsamesmsamsamsamsamsemsemsemsemsemsemsemsemsemnemsamnens 72
ANEXO L.ociieiieiieeiresireersessessrassrsnsssasssasssnsssassransssasssasssanssnnsssasssansssnsssnsssnnsnnnssnnnss 77
N 3 | = | 78
N | (0 N | 81
=1 N 0] (o3 =31 [ 82

APENDICE Hlauneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssssassssssasesasssssesssesssesssssseessneessessnsssnsssnsssnsssnsesnnesnns 86



1. INTRODUCAO

Lesdes que acometem tecidos moles compreendem pele, musculos,
tenddes, ligamentos e capsulas articulares, enquanto que lesdes em tecidos duros
sao aquelas que levam a perda do tecido 6sseo; independente da injlria, estratégias
utilizando recursos quimicos e fisicos, bioengenharia e medicina regenerativa
compbem o conjunto de medidas terapéuticas que vém sendo desenvolvidas para
potencializar ou mesmo possibilitar o processo de reparo (ATZINGEN et al., 2011;
LEE; ROBINSON; LU, 2016).

Apoés qualquer lesao, independente da causa, iniciarao inumeros fenémenos
bioldgicos que sdo desencadeados para que ocorra a reparacao tecidual:
inflamacao, proliferacdo e remodelagéo; estes ocorrem ndo de forma isolada, mas
sequencialmente (LINS et al., 2010).

Na fase inicial do reparo podem haver falhas como alteragdes na sintese de
colageno e diminuicdo dos elementos celulares. Ainda, diversos fatores locais e
sistémicos podem interferir ou até retardar o processo de cicatrizacdo, merecendo
atencao em varios estudos, buscando recursos que venham solucionar ou diminuir
problemas que possam vir a atrasar o fenémeno cicatricial (MACEDO; OLIVEIRA,
2010).

O Brasil possui uma grande variedade de plantas e ervas com propriedades
medicinais. Essa diversidade botanica pode, portanto, compor o arsenal terapéutico
no tratamento de muitas doencas (ATZINGEN et al., 2011). Dentre estas, a banana
prata (Musa sapientum), comum em paises tropicais, tem sido alvo de pesquisas
devido a seu potencial antihiperglicémico, no controle do LDL e por suas
propriedades antioxidantes. Nos ultimos anos, estudos vém sendo desenvolvidos na
tentativa de elucidar se o gel obtido a partir da casca verde da banana exerce efeitos
benéficos sobre a cicatrizacdo de feridas em pele. Diversos autores obtiveram
resultados promissores quanto a evolucao da inflamacgéo e a proliferacdo vascular e
fibroblastica (AGARWAL et al., 2009; ATZINGEN et al.,, 2011; ATZINGEN et al.,
2013; ATZINGEN et al., 2015).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema Tegumentar

O sistema tegumentar é constituido pela pele — dividida em epiderme e
derme, e por anexos epidérmicos, tendo como funcdes gerais formar uma barreira
protetora contra o ambiente externo, participar da termorregulacdao, do metabolismo
e do armazenamento de vitaminas e lipidios, além de desempenhar funcéo
sensorial, captando estimulos continuos do meio como temperatura, tato e dor
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; AARESTRUP, 2012).

A epiderme possui origem embrionaria ectodérmica, caracterizada por tecido
epitelial de revestimento pavimentoso estratificado queratinizado com espessura da
camada de queratina variavel de acordo com o atrito e a regido anatdbmica
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; AARESTRUP, 2012). As células epiteliais sao
denominadas queratindcitos e, histologicamente, se organizam de modo

citoarquitetural tipico:

e (Camada germinativa ou basal: mais profunda, composta por células fonte
responsaveis pela renovacao epidérmica, sdo labeis, altamente renovaveis e
capazes de regeneracdo. Acredita-se que a renovacdo completa das
camadas epidérmicas a partir destas células ocorra fisiologicamente entre 21
a 28 dias. Microscopicamente, estas células se organizam em monocamada,
sao pequenas, de cubicas a cilindricas baixas e nucleo intensamente corado;
por vezes observam-se figuras mitéticas dada a prépria natureza desta regiao
epidérmica;

e (Camada média, espinhosa ou Malpighiana: intermediaria, € a camada mais
espessa da epiderme, formada por células em gradual diferenciacao,
adquirindo gradualmente polarizacao horizontal,

e (Camada granulosa: camada correspondente a area de maturagcdo dos

granulos de queratina, tornando o citoplasma cada vez mais pavimentoso e
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repleto de estruturas basofilicas. A medida que as células amadurecem e se
aproximam da superficie, o processo apoptético é desencadeado e o
conteudo destes granulos é liberado juntamente com desintegracao do nucleo
e, posteriormente, da célula como um todo;

e (Camada cornea: constituida por varias camadas de proteinas e lipideos com
espessura variavel, responsavel pela barreira fisica, impermeavel a agua,

impedindo a desidratacao e proporcionando protecao mecanica.

A epiderme apresenta, além dos queratindcitos, outros trés tipos celulares:
melandcitos — produzem a melanina, responsaveis pela pigmentacdao e pela
protecdo da pele contra radiacao ultravioleta; células de Langerhans — células
apresentadoras de antigenos (APC’s) e células de Merkel — dispersas entre a
camada basal acredita-se que essas células tém funcdo relacionadas ao sistema
neuroendocrino, no estimulo de proliferacdo dos queratindcitos e garantia da
homeostase da pele (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BOULAIS, et al., 2009;
AARESTRUP, 2012).

A derme, por sua vez, tem origem no mesoderma, e € constituida por tecido
conjuntivo propriamente dito com seus elementos histologicos tipicos: células fixas
(fibroblastos, linfocitos, macrofagos e mastocitos, que se encontram fisiologicamente
no tecido) e moveis (leucécitos polimorfonucleares que migram diante de estimulos
imunolégicos), e matriz extracelular contendo substancia fundamental amorfa (SFA)
e proteinas fibrosas. A SFA é rica em glicosaminoglicanas hidrofilicas e outras
proteinas nao-colagenosas que tém atuacao relevante em processos de reparo. As
proteinas fibrosas, denominadas de modo geral “fibras” sdo provenientes de duas
familias: colagena (fibras colagenas, cujo precursor € o tropocolageno, e fibras
reticulares, cujo precursor é a reticulina) e familia elastica, que tem por molécula
basica a elastina (fibras elauninicas, oxitalanicas e elasticas) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008; AARESTRUP, 2012).

De acordo com a organizacdo e proporcao dos elementos histolégicos do
tecido conjuntivo propriamente dito, a derme é dividida em duas camadas; papilar e
reticular. A primeira, mais superficial, situada entre as cristas epiteliais, € composta
por tecido conjuntivo frouxo, apresenta feixes de colageno tipo | mais delgados e,
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proporcionalmente, maior celularidade, inervacdo e vascularizacdo. A derme
reticular, subjacente a papilar, € mais fibrosa, exibindo feixes de colageno tipo | mais
densos e proporcionalmente, menos elementos celulares, vasos e nervos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; AARESTRUP, 2012).

Subjacente a derme reticular é encontrada a hipoderme, rica em tecido
adiposo unilocular e tecido fibroadiposo. Nesta regido, assim como na derme
reticular, & observado o maior volume dos anexos epidérmicos — glandulas sebaceas
e sudoriparas e foliculos pilosos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; AARESTRUP,
2012).

De um modo geral, os anexos tém como fungédo proporcionar uma barreira
que protege o corpo contra invasdo de microrganismos bem como evitar a perda de
agua e consequente ressecamento da pele. Em muitas lesées que atingem estas
camadas, 0s anexos nao sao repostos, tendo uma perda da protecao ou da funcao
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; AARESTRUP, 2012).

2.2. Reparo

O reparo € um processo de reposicao tecidual importante para restaurar a
integridade de areas lesadas. Uma série de eventos complexos e sobrepostos visam
recuperar tais regides tanto em sua anatomia quanto em funcionalidade (SNYDER,
2005; CARVALHO et al., 2006).

Independente da area anatbémica lesada, sdo observadas de trés a cinco
fases no processo de cicatrizacdo, que ndo acontecem de maneira isolada, mas em
transicdo continua e gradual, muitas vezes se sobrepondo (ANDRADE; LIMA;
ALBUQUERQUE, 2010; REINK; SORG, 2012). As fases sao:
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2.2.1. Hemostasia e inflamacéao

Esta fase ocorre imediatamente ap6s a lesao estimulando a vasoconstricao
endotelial e a ativacdo da cascata de coagulacao, resultando em formagéo de um
tampao plaquetéario frouxo, provisério. Este tampao inicial é rico em plaquetas que
degranulam granulos alfa, estimulando a secrecdo de fatores de crescimento e
citocinas pré-inflamatérias (REINK; SORG, 2012; HO et al., 2017).

Destacam-se, inicialmente, o fator de crescimento transformador beta (TGF-
B), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), tramboxanos e fator ativador
de plaguetas (PAF) que unidos fardo quimiotaxia para recrutamento de leucdcitos
associados diretamente a resposta inflamatéria no local da ferida (BROUGHTON;
JANIS; ATTINGER, 2006; MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; REINK; SORG,
2012).

Considerando as células circulantes do sistema imunoldgico, os neutréfilos
sa0 o0s primeiros a migrar para o leito da ferida onde fagocitardo bactérias, corpos
estranhos pequenos e parte do tecido necrosado além de produzirem fatores de
crescimento e citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as
interleucinas, IL1-a, IL1-B e IL-6, além do TGF-B (MENDONCA; COUTINHO-NETTO,
2009; REINK; SORG, 2012).

Outra populacdo celular que atua na fase de inflamacdo sado os
mononucleares linfocito e macréfago, funcionando de modo reciproco para remogao
de restos e fragmentos provenientes da lesado, principalmente apds as primeiras 48 a
72 horas. Neste momento, esta populagao celular libera citocinas pré-inflamatérias
vasoativas quimiotaticas como TNF-a, IL-1 (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007; MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; REINK; SORG, 2012). Esta mesma
interacao celular favorecera suporte de proliferacao celular pela liberacao do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) assim como TGF- a, TGF- 3, PDGF e
restauracdo do tecido pds lesdo, uma vez que secreta fatores quimiotaticos que
recrutam outras células inflamatorias, a permeabilidade vascular devido a produgéo
de prostaglandinas, estimula a angiogénese e fibloplasia formando a transicao para
a fase proliferativa (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; MENDONCA;
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COUTINHO-NETTO, 2009; REINK; SORG, 2012). Apéds a reabsorcao do coagulo ha
formagéo de crosta fibrinosa sobre a area da lesdo assim como amadurecimento da
derme subjacente e sintese da lamina basal (MENDONCA; COUTINHO-NETTO,
2009; REINK; SORG, 2012).

2.2.2. Proliferacao

Esta fase tem inicio entre 0 3° e o 14° dia pds lesédo e esta voltada para o
fechamento da ferida, logo, compreende o0s processos de reepitelizacao,
angiogénese, deposicdo de matriz extracelular envolvendo a formagao de tecido
cicatricial jovem denominado tecido de granulacdo (MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009; HO et al., 2017). Para tal, ha participacao do fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) e VEGF (BARRIENTOS et al., 2008; BARRIENTOS et al., 2014).

A angiogénese acontece, inicialmente, devido a estimulos do TNF-a e é
caracterizada pela mitose e migracao de células endoteliais com formacao de brotos
sélidos e posterior canalizacdo dos mesmos, dando origem a formacao de capilares
(CAMPQOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Isso acontece uma vez que as
células endoteliais ativadas secretam enzimas proteoliticas que degradam a camada
basal e, dessa forma, os vasos e as células podem proliferar para a ferida e se
reconectar para fornecer nutriente ao tecido (REINK; SORG, 2012; HO et al., 2017).

Esses novos vasos fornecerdo suporte para que o tecido cicatricial se
desenvolva (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). As células endoteliais e
os fibroblastos estao envolvidos neste processo, onde a liberagdo de PDGF estimula
sua proliferacdo, seguido do TGF-B que estimula os jovens fibroblastos a
produzirem, inicialmente, colageno tipo lll e outras proteinas da matriz extracelular;
se transformarem em miofiblobastos que fardo a contracdo da ferida (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; REINK; SORG, 2012). Assim, os fibroblastos
sao células relevantes nesta fase, pois sintetizam a matriz que sera o suporte para
migracao e organizacado dos demais elementos ndo sé da derme como também da
epiderme (HINZ, 2007).
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A reepitelizagéo, por sua vez, é possivel por mitose de queratinécitos basais
que, uma vez ativados, migram das bordas da ferida através do coagulo de fibrina
para o centro da lesdo sob agao do fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de
crescimento epitelial (KGF) e a medida que a lamina basal se estabelece
(MENDONGCA; COUTINHO-NETTO, 2009; REINK; SORG, 2012). Este processo
ocorre até que as células migratorias encontrem a regiao oposta onde o epitélio se
funde e a lesao fecha por “inibicao por contato”, similar a um “ziper” (REINK; SORG,
2012).

Posteriormente, a regido passara pelo processo de remodelamento (REINK;
SORG, 2012).

2.2.3. Remodelamento

A Ultima fase do processo de reparo esta voltada para a recuperacao normal
da estrutura do tecido e se inicia no 8° dia até 1° ano apds lesdo (MENDONGCA;
COUTINHO-NETTO, 2009; REINK; SORG, 2012).

Como nas demais fases houve proliferacédo celular e deposicao de matriz, no
remodelamento ocorre a maturagao do tecido cicatricial. O colageno tipo Il (fibrilas
reticulares), produzido na fase proliferativa de funcdo de sustentacdo de células e
estruturas jovens, gradualmente deixa de predominar sobre o colageno tipo |, mais
denso, em feixes, assumindo sua funcao estrutural (CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007; REINK; SORG, 2012). Inicialmente, estes feixes de colageno na
derme reticular se dispdem paralelamente em relagdo a derme papilar e epiderme,
caracterizando o remodelamento da derme em areas cicatrizadas (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; REINK; SORG, 2012; DE MENDONCA, 2018).

Destacam-se os miofibroblastos, células que surgem nas areas cicatriciais
na fase de proliferacdo, mas cuja funcdo é extremamente relevante no
modelamento. Em seu amadurecimento, levam a contragdo da ferida e ajudam a
diminuir a superficie da cicatriz; posteriormente, entram em apoptose (REINK;
SORG, 2012).
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Fibroblastos e leucdcitos participam desta fase secretando colagenase, que
degrada a matriz antiga promovendo maior qualidade da cicatriz quando o equilibrio
entre a sintese de nova e antiga matriz é alcancado (CAMPOS; BORGES-BRANCO;

GROTH, 2007; TZIOTZIOS; PROFYRIS; STERLING, 2012).

Finalmente, o surgimento de novos vasos diminui, consequentemente, o

fluxo sanguineo e atividade metabodlica caracteristica da ferida aguda, também

(REINK; SORG, 2012).

A diferenciacdo de queratinécitos resulta na produgdo da queratina que

consequentemente permite o0 desprendimento da crosta,

caracterizando o

remodelamento da epiderme (TZIOTZIOS; PROFYRIS; STERLING, 2012; REINK;

SORG, 2012).

As citocinas e produtos teciduais que participam do processo de cicatrizacao

encontram-se no Quadro 1.

Quadro 1: Citocinas envolvidas no processo de reparo.

C'T?zg'NA SINTESE PRINCIPAIS FUNGOES REFERENCIA

Plaquetas Proliferagao e migracao de células
Macréfagos o |t(§||a|s R(Se ?tellza 50, SHEN et al., 2017.
Fibroblastos P P ¢
Queratindcito Formacao de tecido de granulacao;
FGF Fibroblasto Remodelamento da matriz; BIENERT etal.,
. . oo 2017.
Células Endoteliais Reepitelizacao
Queratinocito Proliferacéo, diferenciacéo e
Macréfado migragéo cellar; LICHTMAN;
TGF-B Linfc’)cit?) Producéo de matriz extracelular e OTERO-VINAS;
) modulagao imunoldgica; FALANGA, 2016.
Fibroblasto oo
Reepitelizacéo.
TNF-a Neutrdfilo Inflamacéao; BIENERT et al.,
Macrofago Reepitelizacao 2017.
Plaquetas Inflamacéao;
ngratmoc@os Formacao de tecido de granulacao; BIENERT et al.,
PDGF Macrofago Células . Y
o Reepitelizagéo; 2017.
Endoteliais .
. Remodelamento da matriz
Fibroblastos
Angiogénese;
Elggtﬁg;ﬁg Aumento da permeabilidade
VEGF . < vascular; ZANG et al., 2017.
Macrofago Células . ~ : 8 .
o Proliferagdo e migracao de células
endoteliais Y
endoteliais.
Neutrofilo Inflamagao; REINK; SORG,
IL-1 Linfécito AN
. Reepitelizaco. 2012.
Macréfago
Macrofago Inflamago; REINK; SORG,
IL-6 Linfécito IR
. - Reepitelizacao 2012.
Células endoteliais
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Como citado, a pele é um érgao exposto a alteracées do meio e agressdes
quimicas, mecanicas e fisicas que podem resultar em lesbées que comprometem,
inevitavelmente, seu funcionamento além de possibilitar complicacées (HO et al.,
2017). Assim, tratamentos e terapias complementares como os compostos naturais,
que reduzam o tempo de fechamento da ferida e/ou que diminuam o risco de
complicagdes durante o processo vém sendo estudados por diversos autores.

2.2. Banana (Musa spp.)

De origem asiatica, especificamente do Sudeste e Sul do continente, a
bananeira é cultivada atualmente em paises de clima tropical e umido como o Brasil,
responsavel pela quinta maior producdo do mundo segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE — (2015) com producao de 7,1 milhdes
de toneladas ao ano. O cultivo compreende cerca de 480 mil hectares de area
plantada distribuida entre os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Santa
Catarina e Para (PEREZ, 2002; ALVES, MACHADO; NORONHA, 2011; LINO et al.,
2011).

O fruto da bananeira, popularmente denominada banana, é uma
monocotiledénea representada pela familia Musacea e o género Musa (PEREIRA,
2010). Esta entre as frutas mais consumidas no mundo e tem grande potencial
nutritivo sendo rica em carboidratos, fibras, lipideos, proteinas e compostos
antioxidantes como [B-caroteno e vitaminas C e E (KANAZAWA; SAKAKIBARA,
2000; MAINA; HEIDI; SHAGAL, 2012). Além disso, foi descrito por Someya et al.
(2002), Melo (2010) e Anal, Jaisanti e Noomhorm (2014), a presenca de compostos
como dopamina e galocatequina que conferem protecdo ao organismo contra os
radicais livres. A casca possui componentes secundarios ou nao essenciais em
maior quantidade que na polpa, os quais podemos listar: taninos, oxalatos,
flavonoides e fitatos; destaca-se que todos estdo em maior abundéancia na casca
verde do que na casca madura (MAINA; HEIDI; SHAGAL, 2012). Para determinar o
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grau de maturacdo os pesquisadores tém utilizado a escala determinada por Von

Loesecke (Figura 1).

e

a) Totalmente verde RS W oy R o c) Mais verde que amarelo

LW L L

d} Mais amarelo do que verde ) Amarelo com a ponta verde ) Todo amarelo

g) Amarelo com areas marmons

Figura 1: Grau de maturagédo determinado por Von Leosecke.
Fonte: IZIDORO, 2007.

A importancia do fruto vai além das suas propriedades nutritivas, dada sua
relevancia na taxa de producéo e de comercializagao (SOMEYA; YOSHIKI; OKUBO,
2002). O cultivo da banana (Musa spp.) representa para muitos paises destaque
econbmico e social, contribuindo com fonte de renda, mao-de-obra e
desenvolvimento das regides que cultivam o fruto (FIORAVANCO, 2003).

Devido a riqueza de substancias encontradas na banana, o fruto tem sido
alvo de pesquisas quanto ao seu potencial no controle da hiperglicemia (DIKSHIT et
al., 2012) e do hipercolesterolemia e potencial antioxidante (DIKSHIT et al., 2016),
porém o conhecimento quanto a sua acao cicatrizante e antiulcerogénica ainda é

muito limitado na literatura.
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2.2.1. Componentes da casca verde da banana

Como consequéncia do alto consumo da banana temos o descarte da casca
como residuo em grande quantidade gerando impacto ambiental (ROSSO, 2009).
Cerca de 30 a 40% da massa total do fruto é representada pela casca (EMAGA et
al., 2008) sem utilizagdo industrial. Por esta razdo, torna-se importante o
reaproveitamento da casca, cujo potencial benéfico vem sendo pesquisado.

Possiveis utilizagcdes da casca tém sido propostas por alguns autores como
na producdo de farinha com propriedades antibacterianas (RATTANAVICHAI,
CHENG, 2014); produgdao de biogas (MOHAPATRA, MISHRA; SUTAR, 2010);
obtencdo do etanol (OBEROI et al.,, 2011); incorporado a massa de macarrao
(RAMLI et al., 2009), Samad et al. (2017) demonstraram que a casca da banana
exerceu atividades antidepressivas e anti-ansiedade em ratos, além de melhorar a
memoria. Alguns estudos experimentais buscaram determinar a efetividade da casca
na cicatrizacao da pele e a polpa como antiulcerogénico (KUMAR et al., 20183;
ATZINGEN et al., 2015).

Entretanto, para explorar as potenciais aplicacbes da casca da banana é
preciso ter conhecimento dos seus componentes quimicos e suas propriedades.
Segundo Battestin, Matsuda e Macedo (2004) os taninos sdo compostos fenélicos
de alto peso molecular encontrados em folhas, caules, frutos, cascas e sementes
tanto em gimnospermas quanto em angiospermas. Sabe-se que este € um dos
componentes da casca da banana. Ainda, segundo Atzingen et al. (2015), a casca
possui leucocianidina e flavonoides, substancias que segundo os autores induzem a
proliferacao celular.

De acordo com Lino et al. (2011), a acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria e
cicatrizante das plantas esta associada aos flavonoides e taninos. Portanto, a casca
verde da banana pode ser matéria-prima para a obtencdo desses compostos
bioativos (ROSSO, 2009).
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2.2.1.1. Flavonoides

Os flavonoides sao compostos fendlicos de baixo peso molecular, de origem
vegetal, derivados de benzopirona e possuem estrutura quimica de anéis
benzénicos e pirano (VIEIRA et al., 2008).

Podem ser encontrados nas frutas, sementes, flores e cascas de arvores,
possuem baixo peso molecular e sdo derivados do metabolismo secundario das
plantas. Nos vegetais, sua funcdo consiste basicamente na protecdo contra
patdgenos, herbivoros e radiagédo utravioleta (PEREIRA, 2010).

Quando ingeridos, atuam em processos fisiolégicos como a absorcdo de
ferro e de vitaminas, possui atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e
estimula a proliferagéo celular favorecendo a cicatrizagéo (VIEIRA et al., 2008).

Com o intuito de identificar o mecanismo de acado dos flavonoides,
investigagbes bioquimicas demonstraram que estes compostos inibem a agao de
uma grande quantidade de enzimas como a prostaglandina sintetase responsavel
pela biossintese de eicosanoides fundamentais na inflamacéo, na sensacao de dor e
no reparo tecidual. Ainda, inibem a enzima hialuronidase prevenindo disseminagéao
de bactérias (VIEIRA et al., 2008).

Slntar et al. (2011), aplicaram extratos aquosos da floracéo e dos frutos de
Colutea cilicica em feridas cirargicas excisionais experimentais em ratos até
completa cicatrizacdo. Foi observado uma porcentagem na reducdo da ferida
equivalente a 78,1% no grupo tratado com o extrato aquoso, enquanto no grupo
tratado com Madecassol, pomada utilizada no mercado, apresentaram 100% de
reducédo no mesmo periodo. Embora o tratamento controle tenha sido mais eficiente,
destaca-se que, em analise preliminar dos extratos das partes aéreas e dos frutos
de Colutea cilicica, os autores identificaram elevado conteudo de flavonoides e de
taninos em sua composi¢cao. Os autores ressaltam que os flavonoides tém potencial
para promover a cicatrizacdo por apresentar propriedades antimicrobianas e

estimular a reepitelizacéo.
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2.2.1.2.Taninos

Os taninos sao compostos polifenélicos com alto peso molecular
provenientes do metabolismo secundario das plantas onde sdo armazenados em
cloroplastos, vacuolos e parede celular. Os taninos podem ser solUveis em agua,
formando complexos insolUveis com proteinas, ou ndo solUveis em agua, quando
associados a polissacarideos (MONTEIRO et al., 2005; DA SILVA FILHO; ROCHA,
2017).

A adstringéncia em alimentos e bebidas, bem como as propriedades de
precipitar proteinas sollveis, foram as primeiras caracteristicas na identificagdo dos
taninos. Alguns autores afirmam a participacdo dessas substancias na protecdo da
planta contra herbivoros e doencas como consequéncia da ligagdo com as
proteinas, ou seja, os taninos participam da defesa natural das plantas (QUEIROZ;
MORAIS; NASCIMENTO, 2002; CABRAL FILHO, 2004). Atualmente, tal
componente quimico tem sido investigado quanto ao potencial antioxidante,
cicatrizante, antisséptico, antimicrobiano, antifungico, antidiarreico e hemostético
(MONTEIRO et al., 2005; DA SILVA FILHO; ROCHA, 2017).

Existem dois tipos de taninos: os condensados e os hidrolisaveis. Os
condensados sao conhecidos como protocianidinas devido a caracteristica de
adstringéncia e precipitacdo de proteinas. As protocianidinas apresentam pigmento
avermelhado da classe das antocianidinas, como por exemplo cianidina e delfinidina,
as quais possuem grande diversidade estrutural, diversidade de posi¢coes entre suas
ligacOes e estereoquimica de seus compostos. Menos abundantes na natureza, os
taninos hidrolisaveis sao poliésteres de acidos fendlicos como acido galico e
possuem uma molécula de D-glucose (MONTEIRO et al., 2005; DA SILVA FILHO;
ROCHA, 2017).

Embora seja encontrado em praticamente todos 0s seres vivos vegetais, a
concentracdo de taninos varia de um individuo para outro. E preciso considerar
fatores climaticos, regiao e estagio de maturacéo do fruto (MONTEIRO et al., 2005;
DA SILVA FILHO; ROCHA, 2017).
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Usados pelas plantas como protecdo, os taninos também podem ser
aplicados na saude humana devido a sua natureza antioxidante e redutora de
radicais livres. Em lesbes de pele e mucosas os taninos agem como inibidores
enzimaticos inespecificos, o0 que permite ligacdo com enzimas e proteinas
favorecendo um efeito hemostético e de reducao da permeabilidade vascular devido
a vasoconstricao local e formagédo de coagulo. Em feridas na pele a reacéo tanino-
proteinas reduz a hemorragia e compde um revestimento protetor no tecido rompido
(MONTEIRO et al., 2005; DA SILVA FILHO; ROCHA, 2017).

De modo similar as les6es de pele, os taninos podem ser efetivos no
tratamento de lesGes ulcerativas, pois reagem com as proteinas presentes no muco
e em células epiteliais tornando a superficie impermeavel bem como protege a
regiao de residuos gastricos (MONTEIRO et al., 2005; DA SILVA FILHO; ROCHA,
2017).

O potencial inibitério de crescimento microbiano proporcionado pelos taninos
ja foi descrito em alguns trabalhos e também exibe propriedades bactericidas ao
formar complexos com a parede celular de bactérias, prejudicando a difusdo de
nutrientes (QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002; CABRAL FILHO, 2004;
GUIMARAES-BEELEN et al., 2008).

2.3. Producao dos extratos

Na literatura ha uma grande variedade de métodos envolvendo a producao
de extratos e amostras usando a casca da banana verde ou madura.

Akamine, Koyama e Yazawa (2009) investigaram o potencial de extratos da
casca madura da banana na redugdo da prostata em ratos tratados com
testosterona. Na producdo do extrato da casca madura, deixaram o epicarpo em
contato com metanol por dois dias em temperatura ambiente, em seguida o produto
foi filtrado e concentrado a vacuo, liofilizado e mantido refrigerado até o dia do
experimento. Os resultados sugeriram que o extrato pode ser util no tratamento da

hiperplasia benigna da préstata em ratos tratados com o extrato via oral.
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Anal, Jaisanti e Noomhorm (2014) processaram as cascas de bananas
maduras por diferentes métodos de extracdo com o objetivo de verificar qual deles
resultaria em maior rendimento de compostos fendlicos. Inicialmente, as cascas
foram cortadas em tamanhos pequenos e secas a 50°C por 48 horas em forno de ar
quente, as amostras secas foram maceradas e mantidas a vacuo. A extracdo em si
foi feita com 100ml de etanol para 5 g do p6 usando micro-ondas e ultrassom a 40,
50 e 60°C. Para o micro-ondas o tempo foi de 10, 15 e 20 minutos e para o
ultrassom foi de 30, 60 e 90min. Por fim, as solu¢des foram filtradas em papel filtro e
os solventes evaporados usando rotatério evaporador a 50°C e pressao a milibar
(mbar). Os autores concluiram que a temperatura mais elevada juntamente com o
maior tempo resultou em alto rendimento do extrato bem como de conteldo fendlico.
Ainda, segundo os autores, a extragao pelo ultrassom resultou em maior contetudo
fendlico quando comparado ao micro-ondas a vacuo.

Lino et al. (2011) realizaram a extracao de taninos e flavonoides pelo método
de decoccgao. Foram utilizadas 2509 do epicarpo fatiado adicionado a 1,8L de agua
destilada onde o material foi mantido em fervura por 2h em uma almofada de
aquecimento. Em seguida o material foi filtrado e armazenado sob refrigeracao a
4°C.

De maneira simples, Atzingen et al. (2015) prepararam um gel utilizando a
casca verde da banana. Pela escala de Von Loeseck foram selecionadas apenas
bananas completamente verdes, lavadas em agua corrente e deixadas para secar a
temperatura ambiente seguido por uma segunda lavagem com 500ml de &gua
destilada secas em toalha de papel e deixadas a temperatura ambiente por 20min.
Em seguida, a polpa foi descartada e a casca foi cortada em cubos e moidas em
pildo por 60min até completa homogeneizacdo. A casca da banana moida foi
pesada e incorporada ao gel de Natrosol, sendo o produto finalizado com 4% da
casca. O gel foi aplicado em feridas cuténeas cirdrgicas em ratos concluindo que o
mesmo possuiu acao anti-inflamatéria e apresentou potencial cicatrizante.

Até o momento, ndo foram publicados estudos in vitro com extratos
provenientes de partes da banana ou bananeira quanto a toxicidade ou proliferacao
de fibroblastos.
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3. HIPOTESE

Extratos hidroalcodlicos obtidos da casca verde da banana, aplicados
topicamente, estimulam a proliferacao e diferenciacao epidérmica e remodelamento

dérmico, favorecendo a cicatrizagdo cutanea.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar o potencial cicatrizante de extratos hidroalcodlicos obtidos a partir da

casca verde da banana por meio de estudos experimentais in vitro e in vivo.

4.2. Especificos

e Avaliar a toxicidade dos extratos em culturas de fibroblastos humanos;

e Avaliar o estimulo a proliferagdo celular de fibroblastos cultivados com os
extratos em cultura;

e Avaliar, morfometricamente, a contragdo da ferida cirdrgica cutadnea em ratos
Wistar;

e Avaliar, descritivamente, as caracteristicas histopatolégicas da area em
reparo das amostras cutdneas, provenientes dos animais do experimento, a
saber:

» Reepitelizacao e crosta na epiderme;

> Intensidade e localizacdo da reacao inflamatéria na derme (edema,
vasodilatacao, tipo de infiltrado);

» Estabelecimento e amadurecimento de tecido de granulacdo na

derme seu remodelamento.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Obtencao e Selecao das Bananas (Musa sp.)

As bananas utilizadas no experimento foram coletadas no municipio de Piau,
localizado na regido da Zona da Mata Mineira que possui a producdo de banana
como principal fonte econémica.

O espécime foi reconhecido pela equipe do Herbario Leopoldo Krieger no
Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da Universidade Federal de Juiz de Fora —
UFJF (MG) como sendo o género Musa cuja casca do fruto foi usada como matéria

prima no preparo dos géis.

5.2. Preparo do Gel com a Casca Verde In Natura

Foi utilizada a escala para amadurecimento dos frutos definida por Von
Loeseck, apenas frutos totalmente verdes foram selecionados para o preparo do gel.
Inicialmente os frutos foram lavados com &gua corrente e esponja macia, em
seguida neutralizados com agua destilada e deixados para secar durante 20
minutos. Apds esse tempo, a polpa foi descartada e 20 gramas da casca fatiada em
cubos e transferida para um graal onde foi pulverizada com pistilo por 60 minutos.
Posteriormente, 6 gramas do material fragmentado foi incorporado a 144 gramas do
gel de Natrosol usado como veiculo, totalizando 150g de produto final com 4% de
concentragéo, que foi definida como 6tima por Atzingen et al. (2011), assim como o

preparo do produto.

36



5.3. Obtencao dos Extratos da Casca Verde

Guo et al. (2007) encontraram maior teor de taninos extraidos da raiz de
Euphorbia hylonoma utilizando etanol como solvente. Mallmanna et al. (2018)
realizaram extracao de folhas e raizes de Acanthospermum australe pelo método de
maceracado usando etanol como solvente na concentracdo de 9:1 onde encontraram
a presenca de taninos e flavonoides no fim do procedimento de extracdo. E sabido
que os polifendis possuem uma natureza polar e por essa razdo sao facilmente
solubilizados em meio protico polar como em solugdes hidroalcodlicas.

O processo de extracao foi inspirado no realizado por Mallmanna et al.
(2018) com algumas adaptagbes. Utilizando a escala de Von Loeseck foram
separados frutos totalmente verdes para o experimento que contou com a extracao
da casca da banana prata seca (dry BPE) e fresca (fresh BPE).

Para a obtencdo do dry BPE os frutos foram lavados em agua corrente e
esponja macia, secos a temperatura ambiente e em seguida separado a polpa da
casca que foi fatiada em cubos e colocados para secagem em estufa a 35°C durante
15 dias. Apds esse tempo as cascas secas foram pulverizadas e o material
(760,579g) colocado em maceracado com etanol e 4gua na proporcao de 9:1 em um
volume de 2L de solucdo. Durante 30 dias o solvente foi submetido a
rotaevaporacao em rotaevaporador marca Buchi, modelo RIl, bomba a vacuo marca
Buchi modelo V-700 e Banho Ultratermostatico, marca Cientec, modelo CT-281-28,
com temperatura em torno de 40°C e baixa pressao.

Para a obtencao do fresh BPE os frutos lavados em agua corrente e esponja
macia e em seguida separado a polpa da casca. Um total de 2.200g de casca fresca
foi fatiada em cubos e colocado em maceragdo com etanol e agua na concentracéao
de 9:1 em um volume de 4,5 litros de solucdo. Durante 30 dias o solvente foi
submetido a rotaevaporacdo em rotaevaporador marca Buchi, modelo RIl, bomba a
vacuo marca Buchi modelo V-700 e Banho Ultratermostatico, marca Cientec, modelo
CT-281-28, com temperatura em torno de 40°C e baixa pressao.

O extrato obtido através da casca seca apresentou consisténcia liquida

enquanto o extrato obtido através da casca fresca apresentou consisténcia soélida.
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5.4 Preparo do Gel com os Extratos da Casca Verde Seca e Fresca

Para o dry BPE foram produzidos géis nas concentragdes de 2%, 4% e 10%
e para o fresh BPE foram produzidos géis nas concentracées de 4% e 10%.

Para o preparo do gel a 2% pesou-se 3g do extrato que em seguida foi
diluido em 1,5¢g de glicerina e incorporado a 155,59 do gel de Natrosol.

Para o preparo do gel a 4% pesou-se 6g do extrato que em seguido foi
diluido em 1,5¢g de glicerina e incoprporado a 142,5g do gel de Natrosol.

Para o preparo do gel a 10% pesou-se 15g do extrato que em seguida foi

diluido em 1,5¢g de glicerina e incorporado a 133,5g do gel de Natrosol.

5.5. Experimento In Vitro

5.5.1 Cultura de Fibroblastos

Foram utilizados fibroblastos de humanos adultos obtidos por meio de
cirurgia de bleferoplastia, na Clinica de Olhos da Santa Casa de Misericordia de
Belo Horizonte e Sociedade Oftalmolégica de Minas Gerais. As células foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich)
suplementos: 5mM de bicarbonato de sédio e 10% soro fetal bovino em pH 7,2,
estéril. Os dois extratos obtidos foram diluidos em DMSO na concentragao final de
3% e em meio de cultura resultando em duas solu¢des concentradas (uma solucao
para cada tipo de extrato obtido).

As solugbes obtidas foram diluidas em meio de cultura nas concentragdes
de 1%, 2%, 4%, 10% e 15% para ambos os extratos. Foi feito o plaqueamento e
incubagcédo para 24h e 48h. Ap6s esse tempo foi adicionado o reagente de MTT
(brometode3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium) e a placa foi posta em uma

estufa a 37°C e 5% de CO:2 durante 3 horas. O reagente MTT em contato com o
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metabolismo celular é reduzido a cristais de formazan que possui uma coloracao
purpura. A intensidade da cor na placa foi lida em espectofotdmetro marca Thermo
Scientific modelo Multiskan Go, para visualizar o nimero de células viaveis. Todo o
experimento foi realizado em capela de fluxo laminar previamente esterilizada com

luz ultravioleta (UV) assim como todos os instrumentos utilizados (Figura 2).
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Figura 2: Imagem da placa de 96 pogos com fibroblastos cultivados com os extratos em diferentes
concentragoes (1%, 2%, 4%, 10%, 15%).
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2019.
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5.6. Experimento /n Vivo

5.6.1 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar (N=56), machos, com cerca de 12
semanas e em torno de 250-300 gramas provenientes do biotério da Universidade
Federal de Juiz de Fora — UFJF (MG) cadastrado pelo CONCEA. Durante o
experimento os animais ficaram alojados em gaiolas individuais; os ambientes
contaram com controle de temperatura (22°C em média) e umidade relativa mantida
em torno de 40-60%; fotoperiodo alternado (12 horas claro/12 horas escuro); com
agua e comida ad libtum.

O desenvolvimento do modelo experimental foi realizado dentro do proprio

biotério.

5.6.2. Confeccao da ferida cirargica

Para a confeccao das feridas cirlrgicas 0os animais receberam anestesia via
intraperitoneal com a combinacao do anestésico dissociativo cloridrato de quetamina
na dose de 90mg/kg (Vernacol®, Koning — Brasil) e o sedativo e miorrelaxante
cloridrato de xilazina na dose de 10mg/kg (Kensol®, Koning — Brasil). Em seguida, o
pelo de uma area 6cm x 5cm da regido dorsal foi removido na direcao céfalo-caudal
com o auxilio de uma maquina. Com uso de um lapis foi delimitado uma é&rea de
3cm x 2cm em forma de elipse e, apds assepsia local com alcool iodado 2%, usando
material previamente esterilizado, a regido foi pincada e o fragmento do tecido
retirado usando uma tesoura de ponta reta obedecendo os limites anteriormente
demarcados sem romper a fascia. A cirurgia foi realizada dentro de capela de fluxo
laminar com o animal sobre uma placa aquecida e a regido dorsal coberta por

campo cirdrgico.
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Apbés o procedimento os animais receberam analgesia com Tramadol
(10mg/kg) duas vezes ao dia durante 48 horas e ficaram em observacado em gaiolas
individuais de polipropileno (sistema open cage) em estantes climatizadas com
temperatura controlada (25°C) durante 24 horas. Em seguida, foram transferidos
para gaiolas individuais com microisolador e permaneceram em raques ventiladas
até o término do experimento. A divisao dos grupos de animais assim como 0s

respectivos tratamentos estdo apresentados na figura 3.

Rato Wistar (N=56)

Grupo ll Grupo Il Grupo IV Grupo VI Grupo VI

u B e

Figura 3: Divisdo dos grupos.
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2019.

5.6.3. Tratamento

Os animais receberam tratamento tépico, diariamente, 2h apds o
procedimento cirtrgico até o 9°dia apds a confecgao das feridas.

No 10° dia os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica via
intraperitoneal com a combinacao do anestésico dissociativo cloridrato de quetamina
na dose de 90mg/kg (Vernacol®, Koning — Brasil) e o sedativo e miorrelaxante
cloridrato de xilazina na dose de 10mg/kg (Kensol®, Koning — Brasil) seguida por
ruptura diafragmatica.
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As amostras de pele retiradas foram fixadas em formalina 10% e submetidas
ao processamento histologico de rotina, emblocadas em parafina de modo que
evidenciasse as camadas da pele (epiderme e derme) e os cortes de 4um foram
corados pela hematoxilina e eosina. As laminas histolégicas foram fotografadas por
uma camera AXIOCAM ICc 5 acoplada em microscoépio trinocular AXIOSTAR PLUS
ZEISS, e avaliadas em toda extensdo do corte para avaliacao descritiva da area em

cicatrizagdo bem como quantificacdo semiautomatica do infilirado inflamatério.

5.6.4 Morfometria da contracao da ferida

As areas cruentas persistentes da leséo cirargica inicial foram fotografadas
por uma camera digital Nikon Colpix 995, 3.34 megapixel, objetiva a 40 cm de
distancia, posicionada paralelamente por suporte fixo ao dorso do animal e fonte de
luz fixa. As imagens digitalizadas foram submetidas a morfometria automatica pelo
programa Zen Pro 2011. Por meio da diferenca entre tamanho final e tamanho
inicial, o resultado obtido foi expresso por porcentagem meédia (SD+) de area de

fechamento da ferida e nivel de significancia p<0,001 (figura 4).
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Figura 4: Imagem representativa do método utilizado para quantificar a contra¢do da ferida usando o
programa Zen Pro 2011.
Fonte: Arquivo pessoal do autor, 2019.

5.6.5 Analise Histopatoldgica

5.6.5.1 Avaliagdo Histopatologica Descritiva

Toda a extensdo dos cortes corados em HE foram avaliados por dois
patologistas e realizada a anadlise descritiva em aumento de 100x em microscépio
Zeiss avaliando as areas correspondentes a epiderme e a derme. Na epiderme foi
avaliado a reepitelizacao, ceratinizagao e crosta; na derme foi observado presenca e
caracterizacao do infiltrado inflamatério, presenca e amadurecimento do tecido de
granulacdo, remodelamento da matriz extracelular colagenosa.
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5.6.5.2 Histomorfometria do Infiltrado Inflamatdrio

Foram realizadas fotomicrografias em aumento de 400x das bordas e do
centro, tanto em profundidade quanto em superficie, da area correspondente a lesao
inicial em cada amostra para realizacdo de morfometria semiautomatica de células
do infiltrado inflamatério. O critério para selecao das bordas foram regidées onde nao
havia presenca de anexos epidérmicos uma vez que esses elementos nao
regeneram apdés lesdo. Os resultados foram expressos em mediana (SEzx) e nivel de

significancia p< 0,01.

5.7. Analise Estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrdao e mediana e erro
padrdo. Para verificar a normalidade da amostra foi feito o teste D'Agostino e
Pearson. A diferenga entre os dados paramétricos foi testado pelo teste de andlise
de variancia ANOVA seguida do pés teste Tukey para identificacao entre os pares
de grupos. A diferenca entre os dados nao paramétricos foi testado através do teste
kruskal-wallis seguido do teste de Comparacao Multipla de Dunn’s. Os dados da
andlise de viabilidade celular (MTT) foram expressos em porcentagem. A
comparacao entre os grupos foi realizada através do teste t de student ndo pareado.
Foi considerado o intervalo de compatibilidade de 95% e o valor de probabilidade
p<0,05. Os dados estatisticos foram analisados no Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA).

Além dos testes de probabilidade, para as implicagdes praticas dos
resultados e o julgamento de compatibilidade da importancia ou nao dos efeitos
testados foram calculadas as taxas de aumento ou reducao percentual das médias

aritméticas de cada grupo comparadas ao controle.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho serdo apresentados na forma de artigo de
acordo com regras pré estabelecidas pelo Programa de Pés Graduacdo em Saude:
Area de Concentragdo Salde Brasileira da faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF).
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7. CONCLUSAO

O extrato obtido da casca verde seca da banana a 2% se mostrou, no
modelo estudado, o melhor tratamento, visto que induziu a proliferacdo de
fibroblastos humanos em cultura, reepitelizacdo da epiderme e remodelamento da

derme.
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ANEXO |

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n®. 034/2017 — CEUA sobre “Avaliagao do efeito da
casca verde da banana (Musa sapientumn) e do alecrim (baccharis dracunculifolia) no
reparo de feridas cutaneas cirlirgicas em ratos Wistar: Andlise histopatologica”,
projeto de pesquisa sob a responsabilidade de Beatriz Julido Vieira Aarestrup com a
colaborac@o de Alvaro César Dutra Presto e Ademar Alves da Silva Filho esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 10/10/2017. Para o desenvolvimento da
pesquisa serao utilizados 64 ratos heterogénicos Wistar machos de 12 semanas de
idade, conforme solicitado e que serdo utilizados no periodo 01/11/2017 a
01/11/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°. 034/2017 — CEUA about “Avaliacdo do efeito da
casca verde da banana (Musa sapientum) e do alecrim (baccharis dracunculifolia) no
reparc de feridas cutaneas cirurgicas em ratos Wistar: Andlise histopatolégica”,
under responsability of Beatriz Juliio Vieira Aarestrup and collaboration of Alvaro
César Dutra Presto e Ademar Alves da Silva Filho is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
10/10/2017. For the development of the research will be used 64 male heterogenic
Wistar rats of 12 weeks of age, as requested and that will be used in the period
01/11/2017 to 01/11/2018.

Juiz de Fora, 25 de outubro de 2017

o G aA)

(e
Vice-coordenadora Coordenadora
CEUA CEUA
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ANEXO Il

Meio de cultura basal

O meio de cultura basal consistiu de DMEM-high glucose (Sigma-Aldrich)
suplementado com 5 mM de bicarbonato de sédio (Cinética Quimica Ltda), 100
U/mL de penicilina, 0,10 mg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B
(Sigma-Aldrich), 60 mg/L de gentamicina (Schering-Plough) e 10% de SFB (Cripion
Biotecnologia Ltda).

O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, o meio foi filtrado com
membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 um (Millipore).

Cultivo dos fibroblastos humanos

Os fibroblastos humanos foram obtidos da pele da palpebra superior de
adultos submetidos a bleferoplastia, na Clinica de Olhos da Santa Casa de
Misericérdia de Belo Horizonte e Sociedade Oftalmoldgica de Minas Gerais. O
isolamento, cultivo e caracterizacdo dessas células foi realizado anteriormente
(Martins et al. 2014). O estudo foi realizado de acordo com as normas aprovadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa (Parecer n°ETIC.02887512.6.0000.5149).

A cada dois dias o meio de cultura foi removido e substituido por novo meio
de cultura basal. Quando as células atingiram 70-80% de confluéncia, o meio de
cultura foi retirado, as células foram lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e
tratadas com 1 mL de tripsina 0,05% acido tetracético etilenodiamidina (EDTA;
Invitrogen), por 5 minutos. Apds a acao da tripsina, esta foi inativada com meio de
cultura basal (9 mL), a suspensédo formada foi dividida em duas novas garrafas de
cultura celular T-75 e acrescentado mais meio de cultura basal. As células foram
expandidas dessa maneira para serem utilizadas no ensaio de viabilidade celular.
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Viabilidade celular in vitro

A viabilidade dos fibroblastos humanos apés o tratamento com os extratos
secos e aquoso foram avaliadas pelo ensaio colorimétrico de MTT (Invitrogen). Este
baseia-se na capacidade de enzimas desidrogenases, presentes em células viaveis,
em converter o sal de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium, que
€ solavel em agua, em cristais de formazan, produto insolivel em agua. O niamero
de células viaveis é diretamente proporcional a quantidade de cristais de formazan
produzido (Mosmann, 1983).

Os fibroblastos humanos, na 52 passagem, foram semeados em placas de 96
pocos (Sarstedt) na densidade de 1x10* células/pogo contendo 150 pL do meio de
cultura basal. As células foram incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO:2 por 24
horas. ApOs este periodo, 0 meio de cultura foi removido e substituido por 150
pL/pogo do meio de cultura basal com os respectivos tratamentos: extrato seco e
extrato aquoso, nas concentracdes de 1%, 2%, 4%, 10% e 15%, e os controles, e
incubado por 24 e 48 horas. Ap6s os tempos de incubacgao, foi acrescentado 100
ML/poco de solugdo de MTT 5 mg/mL (Invitrogen) e a placa incubada em estufa a
37°C, atmosfera umida e 5% COz, por 4 horas.

Apbs o periodo de incubagcédo as células foram observadas ao microscopio
invertido trinocular Physis para visualizagdo dos cristais de formazan. Estes foram
solubilizados através da adicdo de 100 uL por poco de solucao de isopropanol - HCI
0,05 M, por 30 minutos sob agitacdo. Em seguida, a densidade Optica foi mensurada
em espectrofotdbmetro marca Thermo Scientific modelo Multiskan Go a 570 e 645
nm. Os experimentos foram realizados em triplicata. Durante o experimento, todos
os passos envolvendo o reagente MTT foram executados em condigdes minimas de

luminosidade.
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ANEXO il

PROTOCOLO COLORACAO HE

SEQUENCIAS

ETAPA ESTAGIO AGENTE / observacéo DURACAO

1 Desparafinizagédo | Estufa 60°C 30 min

2 Desparafinizagao | Xilol | 5 min

3 Desparafinizagéo | Xilol Il 5 min

4 Desparafinizagéo | Xilol Il 5 min

5 Hidratar Alcool Etilico 100% | 5 min

6 Hidratar Alcool Etilico 100% Il 5 min

7 Hidratar Alcool Etilico 100% IlI 5 min

8 HEMATOXILINA | Corante basico 5 min

9 Lavagem Agua corrente = VIRAGEM 20 min

10 Desidratacédo Alcool Etilico 100% | 5 min

11 Desidratacao Alcool Etilico 100% I 5 min

12 Desidratacao Alcool Etilico 100% I 5 min

13 EOSINA Coloragao acida 2 min
Alcool Etilico 100% | - Passar uma lamina por vez no 3

14 Lavagem
borrel passagens
Alcool Etilico 100% Il - Passar uma lamina por vez no 3

15 Lavagem
borrel passagens
Alcool Etilico 100% Il - Passar uma lamina por vez no 3

16 Lavagem
borrel passagens

17 Diafanizacao Xilol | 5 min

18 Diafanizacao Xilol 11 5 min

19 Diafanizacao Xilol 5 min

20 Montagem Material: laminulas e entellan | smemeeeeee-
Tons de roxo azulado: nucleo e o nucléolo basofilico

RESULTADO Tons de rosa avermelhado: citoplasma e componentes L e

acidofilicas

extracelulares
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APENDICE |

GRUPO I: Controle sem tratamento

GRUPO lI: Casca da banana in natura 4%
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GRUPO llI: Extrato casca seca 2%

GRUPO 1V: Extrato casca seca 4%
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GRUPO V: Extrato casca seca 10%

GRUPO VI: Extrato casca fresca 4%
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GRUPO VII: Extrato casca fresca 10%
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APENDICE Il

Imagem da Placa de 96 pogos onde ha deposi¢ao dos cristais de formazan na coloragao purpura
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