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RESUMO 

Calotropis procera (Ait.) R. Br. é bem conhecida por ser uma planta laticífera e por 

suas propriedades medicinais. Seu látex já vem sendo utilizado na medicina 

tradicional no tratamento de desordens da derme. Estudos científicos demonstram 

que proteínas laticíferas isoladas de C. procera possuem diversas propriedades 

farmacológicas sendo reportados seus efeitos anti-inflamatório, antisséptico, 

analgésico e cicatrizante de feridas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito 

da fração protéica CpPII de C. procera na modulação do processo cicatricial em 

modelos experimentais de ferida. Para isso foi desenvolvido um hidrogel (Hg) 

utilizando hemiceluloses vegetais (galactomananas) a partir de Caesalpinea 

pulcherrima, como excipiente, e proteínas laticíferas (CpPII), ricas em enzimas 

proteolíticas como princípio ativo. Proteínas laticíferas com e sem iodoacetamida 

(IAA), foram incorporadas em diferentes concentrações (m/v) em hidrogel de 

galactomananas (Hemi), obtendo as formulações testadas: HgCpPII 0,2%, 

HgCpPII 0,5% e HgCpPII-IAA 0,2%. Foram utilizados camundongos Swiss 

machos para os testes in vivo (irritabilidade dermal e de cicatrização) segundo 

procedimentos experimentais aprovados pelo comitê de ética institucional, sob o 

número 64/2014. As modificações teciduais e os mediadores-alvo da resposta 

cicatricial foram avaliados de acordo com parâmetros morfométricos, bioquímicos, 

imunológicos e histológicos em modelos de feridas excisionais (1cm2). Os 

resultados mostraram que as formulações de hidrogel apresentaram qualidade 

satisfatória após análise microbiológica, estabilidade ao armazenamento a 4 ºC e 

biocompatibilidade dérmica. As feridas tratadas com a fração CpPII apresentaram 

modulação dos mediadores inflamatórios (MPO, NO, IL-1ȕ, IL-6) e redução da 

peroxidação lipídica (MDA). O número de mastócitos degranulados nos animais 

tratados com CpPII aumentou significantemente no dia 14, sendo maior a 

degranulação no grupo tratado com HgCpPII 0,5% (p < 0,05). Houve ainda intensa 

estimulação da fase inflamatória e proliferativa da cicatrização, através da 

ativação de fibroblastos e estimulação da deposição de colágeno, resultando em 

aumento significativo da taxa de contração e re-epitelização das feridas quando 

comparadas aos grupos controles (p < 0,05). Ensaios com a fração CpPII inibida 

com iodoacetamida 20mM indicam que as propriedades farmacológicas do látex 
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não estão associadas somente à presença de proteínas com atividade 

proteolítica. O hidrogel HgCpPII não induziu irritação dérmica e estimulou 

eficientemente a cicatrização de feridas atuando nas diferentes fases do processo 

de cicatrização. As hemiceluloses, inicialmente propostas como veículo de 

liberação para as proteínas imunomoduladoras, estavam envolvidas, pelo menos 

em parte, na modulação do processo atuando possivelmente como antioxidantes. 

O estudo sugere uma nova aplicação para hemiceluloses vegetais como veículos 

utilizando proteínas imunomoduladoras do látex de C. procera como substâncias 

úteis no tratamento de feridas, porém, investigações adicionais são necessárias 

para prospecção mais profunda da composição ideal em termos de fixação e 

absorção na pele pela formulação proposta para ser testado em outros modelos 

de cicatrização de feridas. 

Palavras-chave: Calotropis procera, galactomanana, inflamação, látex, protease. 
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ABSTRACT 

Healing hydrogel based in natural hemicelluloses from Caesalpinea 

pulcherrima and laticifers proteins of Calotropis procera 

Calotropis procera (Ait.) R. Br. is well known for being a latcifers plant and for its 

medicinal properties. Its latex has already been used in traditional medicine in the 

treatment of dermis disorders. Scientific studies have shown that laticifers proteins 

isolated from C. procera have several pharmacological properties and their anti-

inflammatory, antiseptic, analgesic and wound healing effects are reported. The 

aim of this work was to evaluate the effect of the CpPII protein fraction of C. procera 

on cicatricial process modulation in experimental wound models. For this, a 

hydrogel (Hg) was developed using natural hemicelluloses (galactomannans) from 

Caesalpinea pulcherrima, as excipient, and laticifers proteins (CpPII), rich in 

proteolytic enzymes as active principle. In the present study, laticifers proteins 

containing proteolytic activity (CpPII) or inhibited with iodoacetamide (IAA) were 

incorporated at different concentrations (w/v) in galactomannan hydrogels (Hemi) 

to obtain the following formulations tested: HgCpPII 0.2%, HgCpPII 0.5% and 

HgCpPII-IAA 0.2%. Male Swiss mice were used for in vivo tests (wound healing 

and dermal irritability) according to experimental procedures approved by the 

institutional ethics committee under number 64/2014. Tissue modifications and 

target mediators of cicatricial response were evaluated according to morphometric, 

biochemical, immunological and histological parameters in excisional wound 

models (1cm2). The results showed that the hydrogel formulations presented 

satisfactory quality after microbiological analysis, storage stability at 4ºC and 

dermal biocompatibility. Wounds treated with the CpPII fraction showed 

modulation of inflammatory mediators (MPO, NO, IL-1ȕ, IL-6) and reduction of lipid 

peroxidation (MDA). The number of mast cells degranulated in the CpPII-treated 

animals increased significantly on day 14, and the mast cells degranulation in the 

group treated with 0.5% HgCpPII (p <0.05) was higher. There was also intense 

stimulation of the inflammatory and proliferative phase of healing process. 

Furthermore, fibroblasts activation and collagen deposition resulted in a significant 

increase in the rate of wound contraction as well as tissue re-epithelialization when 
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compared to control groups (p <0.05). Wound healing assays with the CpPII 

fraction inhibited by iodoacetamide (20mM) showed that the latex pharmacological 

properties were not only associated with the presence of proteolytic activity 

proteins. The HgCpPII hydrogel did not induce dermal irritation and efficiently 

stimulated wound healing by acting on the different phases of the healing process. 

Hemicelluloses, initially proposed as a delivery vehicle for immunomodulatory 

proteins, were involved, at least in part, in modulating the process possibly acting 

as antioxidants. This study suggests a new application for plant hemicelluloses as 

vehicles using C. procera latex immunomodulatory proteins as useful substances 

in the treatment of wounds. However, further investigations are required for deeper 

exploration of the optimal composition in terms of fixation and absorption in the 

skin by the proposed formulation to be tested in other wound healing models. 

Keywords: Calotropis procera, galactomannan, inflammation, latex, protease. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Cicatrização de feridas 

A cicatrização de feridas é um dinâmico processo o qual envolve eventos 

celulares, fisiológicos, imunológicos e bioquímicos complexos com vistas a 

restauração da função e da continuidade anatômica do tecido (GOLDBERG; 

DIEGELMANN, 2017; JORGE et al., 2008). No processo de cicatrização humano, 

as curas morfológicas são aquelas realizadas na epiderme e derme e eventos 

dérmicos são infiltrado celular, formação de tecido de granulação e a produção de 

colágeno (JORGE et al., 2008; WOOLF, 1998).  

A Figura 1, apresenta a histologia da pele normal com suas várias camadas. 

Figura 1 - Histologia da pele. 

Fonte: http://www.webmd.com/skin-problems-and-treatments/picture-of-the-skin#1, (2017). 

O processo de cicatrização pode ser dividido em quatro diferentes fases 

não excludentes entre si, mas superpostas: (a) início da lesão com 

extravasamento de hemácias (b) fase de hemostasia ou coagulação com 

agregação de plaquetas e deposição de fibrina a qual previne a perda de sangue, 

http://www.webmd.com/skin-problems-and-treatments/picture-of-the-skin#1
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(c) início da fase inflamatória e debridamento da ferida após 24h da injúria com 

liberação de fatores de crescimento transformante ȕ (TGF-ȕ) e fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) com recrutamento de neutrófilos para 

a ferida, d) Após 48h há predomínio de macrófagos na fase tardia da inflamação 

(e) migração, reparo ou fase de proliferação é caracterizada pela proliferação 

celular de tecido de granulação formado e mantido por fibroblastos e o processo 

angiogênico, (f) maturação ou fase de remodelagem, que inclui remodelamento 

de tecido com suprimento, deposição e organização das fibras colágenas 

podendo durar de semanas a meses (JORGE et al., 2008; KOKANE et al., 2009). 

As fases acima estão representadas ilustrativamente na Figura 2.  

 

Figura 2 - Diferentes fases do processo da cicatrização de feridas. 

 

(a) Início da lesão; (b) fase de coagulação; (c) início da fase inflamatória após 24h da injúria; 

(d) Fase tardia da inflamação após 48h da injúria (e) Fase proliferativa com 72h após a injúria 

e (f); Fase de remodelagem ou maturação. Fonte: Experts Reviews in Molecular Medicine, 

2003. 
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Especificamente cada fase do processo cicatricial envolve a ativação e 

sincronização de elementos intracelulares, intercelulares e extracelulares, 

incluindo eventos coagulatórios e inflamatórios, acúmulo de tecido fibroso, 

deposição de colágeno, epitelização, contração da ferida, granulação de tecido e 

remodelação (GHOSH; GABA, 2013). 

A lesão de tecido inicia a resposta vascular da fase inflamatória que 

apresenta macroscopicamente eritema, edema e rubor como sinais flogísticos, 

sendo normalmente associada com dor. A hiperemia ou eritema contribui para o 

processo de angiogênese ou neovascularização, importantes na formação do 

tecido de granulação que preenche o leito da ferida (PORSAN et al., 2016 ; 

ROBINS; KUMAR; COTRAN, 2010). Fisiologicamente, a resposta vascular 

envolve ativação das plaquetas e um período breve e transitório de vasoconstrição 

e hemostasia. Um período de 5 a 10 min de vasoconstrição intensa é seguido de 

vasodilatação ativa acompanhada de um aumento na permeabilidade capilar 

(GURTNER et al., 2008). 

 A fase proliferativa subsequente é dominada pela formação da granulação e 

epitelização do tecido, ou formação de tecido novo. Sua duração é dependente 

do tamanho da lesão, mas geralmente pode ocorrer de 2 a 10 dias  Esta é 

caracterizada por proliferação e migração de diferentes tipos celulares. A 

reepitelização é o recobrimento de uma lesão com novo epitélio e consiste de 

migração e proliferação de queratinócitos na periferia da lesão (RAPPOLEE et al., 

1988). 

Após a migração de queratinócitos sobre a derme lesada, são formados 

novos vasos sanguíneos, e as novas ramificações capilares associadas com 

macrófagos e fibroblastos substituem a matriz de fibrina com tecido de 

granulação, formando um novo substrato para a migração de queratinócitos nos 

estágios finais da reparação tecidual. Os queratinócitos que estão abaixo da borda 

proliferam e maturam, e restauram a função de barreira do epitélio. Na fase mais 

tardia desta etapa, fibroblastos, os quais são atraídos da margem da lesão ou da 

medula são estimulados por macrófagos, e alguns diferenciam para 

miofibroblastos (OPALENIK; DAVIDSON, 2005).  

A contração da lesão é importante ocorrer desde o início do processo de 

cicatrização, pois impede o sagramento e a possível contaminação por 

microorganismos (MEDHI et al., 2008).  Os miofibroblastos são células contráteis 
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que, com o tempo, unem as bordas da lesão. A retração das bordas da ferida tem 

como a finalidade de diminuir a área de preenchimento pelo tecido cicatricial. 

Quanto maior a contração da ferida, menor a formação da cicatriz. 

Posteriormente, ao longo do processo de cicatrização, os miofibroblastos vão ser 

responsáveis pelo remodelamento da área cicatricial. Este tipo celular possui a 

dupla habilidade de sintetizar colágeno e tem atividade contrátil pela presença de 

actina, contribuindo para a contração da ferida 

(ROBINS; KUMAR; COTRAN, 2010). 

Fibroblastos e miofibroblastos interagem e produzem matriz extracelular 

(MEC), principalmente na forma de colágeno, o qual confere o volume para a 

cicatriz madura (STADELMANN et al., 1998). A rede formada pela síntese de 

colágeno é responsável pela integridade vascular e resistência dos novos 

capilares (BLEE et al., 2002). No início da fase proliferativa a atividade dos 

fibroblastos é limitada para a replicação e migração celular. Cerca do terceiro dia 

após a lesão a massa crescente de fibroblastos inicia a síntese e secreção de 

colágeno tipo III. A quantidade de colágeno secretada durante este período 

determina a força de tensão da cicatriz (WERNER; GROSE, 2003).  

A fase final da cicatrização é de remodelagem, que se inicia em 2-3 

semanas, e inclui reorganização das novas fibras de colágeno, formando uma 

estrutura que continua progressivamente a aumentar a força de tensão da lesão. 

O processo de remodelagem continua até dois anos, atingindo 40-70% da tensão 

de um tecido não lesado (STADELMANN et al., 1998). Durante esta fase, todos 

os processos ativados após a lesão terminam.  

A maioria das células endoteliais, macrófagos e miofibroblastos sofrem 

apoptose ou saem da lesão, deixando uma massa que contém poucas células e 

constituída principalmente de colágeno e outras proteínas de matriz extracelular 

(SZABOWSKI et al., 2000). Além disso, após 6-12 semanas, a matriz acelular é 

ativamente remodelada a partir do colágeno tipo III medular para um 

predominantemente composto por colágeno tipo I (LOVVORN et al., 1999). 

Na figura 3 é possível observar a nível histológico, os diferentes aspectos 

do tecido durante a resposta cicatrial à injúria. 
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Figura 3 - Evolução da resposta cicatricial do tecido em nível histológico 

 

Fotomicrografias em Hematoxilina & Eosina de diferentes estágios cicatriciais: (A) Resposta a 

injúria e iniciação do reparo; (B) Remodelamento da MEC e aumento da instabilidade mecânica; 

(C) Angiogênese, fibroplasia e re-epitelização. Fonte: adaptado  de EMING, (2010). 

 

1.2 Mediadores que participam do processo de cicatrização  

 

 Componentes do sistema imune contribuem, direta e indiretamente no 

processo da cicatrização de lesões cutâneas, pois além de participar da função 

inflamatória e de defesa do hospedeiro, as células desse sistema liberam 

citocinas, linfocinas e fatores de crescimento indispensáveis pela continuidade do 

processo (PARK; BARBUL, 2004).  

 Organizando o estágio inicial em uma série de eventos ordenados, logo após 

a lesão, as plaquetas atuam como mediadores da cicatrização de forma agregada 

formam um coágulo de fibrina, secretam uma variedade de fatores de crescimento 

(EGF, PDGF), citocinas e matrizes extracelulares que levam ao reparo do tecido 

(GURTNER et al., 2008 ; RAPPOLEE et al., 1988).). Na superfície, o coágulo de 

fibrina começa a secar e formar uma crosta (FEESS, 2016). O entendimento 

básico de que as plaquetas e fibrinas produzidas a partir de fibrinogênio no local 

da ferida, desencadeia vários processos bioquímicos como angiogênese, 
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migração celular, fibroplasia e síntese de colágeno têm sido significativamente 

investigados (KNIGHTON et al., 1982; GRELLING; CLARK, 1997; HOFFMAN; 

MONROE, 2007).  

O aumento da permeabilidade vascular resulta em migração de neutrófilos 

e monócitos nos arredores do tecido que cessa após os primeiros dias pós-lesão, 

se não houver contaminação (STADELMANN et al., 1998).  

Os neutrófilos fagocitam os fragmentos e microorganismos, promovendo a 

primeira linha de defesa contra infecção (STADELMANN et al., 1998). Essas 

células polimorfonucleares (PMC) possuem grânulos azurófilos que apresentam 

níveis elevados de mieloperoxidase (MPO), que juntamente com a NADPH 

oxidase está envolvida na geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

oxidação de biomoléculas (ARNHOLD, 2004). NADPH oxidase é um complexo 

enzimático de membrana, que catalisa a redução monovalente do oxigênio 

molecular (O2) a ânion superóxido (O2-). MPO, por sua vez, catalisa a reação do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) com íons cloreto (Cl-), formando o ácido hipocloroso 

(HClO), outro potente agente oxidante (CAPELLÈIRE-BLANDIN, 1998).  

Na fase inflamatória tardia, depois de 2-3 dias, monócitos aparecem na 

lesão e são diferenciados em macrófagos, e atuam digerindo e matando 

patógenos, seqüestrando restos de tecido e destruindo neutrófilos 

remanescentes. Macrófagos ou células mononucleares (MNC) iniciam a transição 

da inflamação para o reparo secretando uma variedade de citocinas (IFN-Ȗ, IL- 

1,2,6 e 8), fatores quimiotáticos e de crescimento (FGF, TNF-α, TGF-ȕ) que 

estimulam migração celular, proliferação e formação da matriz extracelular 

(GURTNER et al., 2008). Se essa fase aguda da inflamação persistir devido à 

hipóxia da lesão, infecção, deficiência nutricional, medicação utilizada, ou outros 

fatores relacionados a resposta imune do paciente, pode interferir com as fases 

seguintes (STADELMANN et al., 1998).  

Durante processos inflamatórios, os fagócitos (PMC e MNC) são ativados 

e elevam sensivelmente sua taxa de consumo de oxigênio, ocorrendo a aumento 

da demanda respiratória. Isso leva à produção e liberação de enzimas, radicais 

livres e espécies reativas de oxigênio, amplificando a lesão celular e endotelial 

(VELLOSA et al., 2007). Os radicais livres são produtos do metabolismo celular 

de organismos aeróbios gerados durante o processo respiratório celular. O 

desequilíbrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, que resulta na indução 
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de danos celulares pelos radicais livres, é denominado de estresse oxidativo. Este 

processo gera danos a lipídios, podendo induzir peroxidação dos lipídios de 

membranas biológicas, além de alterar proteínas, carboidratos e ácidos nucléicos, 

induzindo morte celular (LEITE; SARNI, 2003). 

Os fagócitos quando ativados também produzem a isoforma induzida da 

enzima óxido nítrico sintetase (iNOS), que é responsável pela geração do óxido 

nítrico (NO), importante mediador do processo inflamatório (BABIOR, 2000). NO 

é uma espécie reativa de nitrogênio que, em meio aquoso, reage com o oxigênio 

para formar outra espécie reativa, o peróxinitrito (OONO-), potente agente 

oxidante (MACMICKING et al., 1997). Durante o processo de cicatrização, NO 

influencia a função dos macrófagos, fibroblastos e queratinócitos, contribuindo 

para reepitelização (WITTE; BARBUL, 2002). 

Os mastócitos são células do sistema imune inato que liberam vários 

mediadores pré-formados (histamina, proteases e citocinas) em seus grânulos 

após a lesão. Ao investigar a fase aguda da cicatrização em camundongos 

deficientes de mastócitos, observou-se que o número de neutrófilos na ferida 

destes animais estava reduzido enquanto o número de macrófagos foi similar 

quando comparados ao controle. Esses dados sugerem que os mastócitos podem 

se reguladores críticos da infiltração de neutrófilos (EGOZI et al., 2003; WELLER 

et al., 2006). Os mastócitos também estão envolvidos nas fases mais tardias da 

cicatrização através da remodelação do colágeno (YOUNAN et al., 2011). Além 

disso essas células têm sido implicadas na formação de cicatrizes hipertróficas 

(WULFF et al., 2012). Juntos, estes achados sugerem que os mastócitos possuem 

importante papel na diminuição de cicatrizes. Estudos em modelos animais 

mostraram que a inibição da degranulação ou o bloqueio da atividade da protease 

em mastócitos podem reduzir a produção de tecido cicatricial. 

IL-6 é uma citocina potente em estimular a proliferação de fibroblastos e 

parece exercer dupla função como pró- e anti-inflamatória atuando principalmente 

na angiogênese, expressão e deposição de colágeno e epitelização. IL-1ȕ 

desempenha um papel imunomodulador local e sistêmico, extremamente 

importante na coordenação de eventos celulares da cicatrização de feridas e atua 

na quimiotaxia de fibroblastos e queratinócitos além de contribuir para a síntese 

de colágeno (SADAVA et al., 2014).  
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 Na Tabela 1, estão listadas as funções de alguns dos principais componentes 

que estão envolvidos nas fases iniciais e tardias durante o reparo tecidual. 

 
Tabela 1 - Resumo da ação de componentes envolvidos no processo cicatricial 
 

COMPONENTES 

DO REPARO 

SUBSTÂNCIAS LIBERADAS AÇÃO NO PROCESSO 

CICATRICIAL 

REFERÊNCIAS 

Plaquetas Fatores de crescimento (EGF, PDGF) 

Citocinas 

Matriz Extracelular 

Angiogênese ; Migração 
celular ; Fibroplasia ; Síntese 
de colágeno 

KNIGHTON et al., 
1982; GRELLING; 
CLARK, 1997; 
HOFFMAN; 
MONROE, 2007 

Neutrófilos Mieloperoxidase e NADPH oxidase  1ª linha de defesa contra 
infecção ; Geração de 
espécies reativas de oxigênio 

STADELMANN et 

al., 1998; 
ARNHOLD, 2004 ; 
CAPELLÈIRE-
BLANDIN, 1998 

Macrófagos Enzimas e citocinas (IFN-Ȗ, IL- 1,2,6 e 
8)  

Radicais livres e espécies reativas de 
oxigênio 

Fatores quimiotáticos e de 
crescimento (FGF, TNF-α, TGF-ȕ) 

Geração do óxido nítrico 

Iniciam a transição da 
inflamação para o reparo ; 
Ativam macrófagos, 
fibroblastos e queratinócitos ; 
Reepitelização 

GURTNER et al., 
2008 ; 
STADELMANN et 

al., 1998 ; 
VELLOSA et al., 
2007 ; BABIOR, 
2000; WITTE; 
BARBUL, 2002 

Mastócitos Liberam vários mediadores pré-
formados como histamina, proteases e 
citocinas 

Reguladores críticos da 
infiltração de neutrófilos ; 
Remodelação do colágeno 

EGOZI et al., 2003; 
WELLER et al., 
2006 ; YOUNAN et 

al., 2011; 
BROUGHTON et al, 

2006 

IL-6 Liberado por macrófagos, mastócitos, 
queratinócitos  

Dupla função (pró- e anti-inflamatória) 

Proliferação de fibroblastos; 
Angiogênese, expressão e 
deposição de colágeno e 
epitelização 

SADAVA et al., 
2014; 
BROUGHTON et al, 

2006 

IL-1ȕ Liberado por macrófagos, mastócitos, 
queratinócitos  

Imunomodulador local e sistêmico 

Quimiotaxia de fibroblastos e 
queratinócitos; Síntese de 
colágeno 

SADAVA et al., 
2014 ; 
BROUGHTON et al, 

2006 

 
EGF, fator de crescimento epidérmico; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; 
NADPH, nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato ; FGF, fator de crescimento de fibroblastos; 
IFN- α, interferon alfa; IL, interleucina; TGF- ȕ, fator de crescimento transformante beta; TNF, fator 
de necrose tumoral. Fonte: elaborada pelo próprio autor. 
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1.3 Proteases na modulação do processo cicatricial 

 

O reparo completo de tecidos envolve reações catabólicas de degradação 

de tecidos pela produção de proteases e espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio e também reações anabólicas de formação de tecidos pela produção 

de fatores de crescimento (RICHES, 1996), responsáveis pela recomposição da 

celularidade regional ou restabelecimento da sua homeostasia pela formação da 

cicatriz (CURI et al, 2005). 

Nas fases iniciais e durante os estágios tardios do processo de cicatrização 

tecidual de feridas há a participação de um grupo de enzimas proteolíticas, as 

quais são proteases endógenas liberadas na matriz extracelular, denominadas de 

metaloproteinases. Estas enzimas remodeladoras da matriz são secretadas por 

fibroblastos, macrófagos e células endoteliais, realizando o debridamento da 

tecido necrótico e contribuindo inicialmente para redução da força tênsil 

(LEVENSON et al., 1965) do tecido em cicatrização que posteriormente será 

aumentada com a proliferação de uma nova matriz extracelular composta de 

proteínas estruturais, especificamente colágeno do tipo I (LEE; KIM; LEE, 2015). 

A presença de tecido necrótico ou material estranho em uma ferida 

aumenta o risco de infecção e sepse, além de prolongar a fase inflamatória, que 

inibe a cicatrização de feridas. Assim, quando aplicável, é importante remover o 

tecido necrótico ou material estranho de áreas ao redor da ferida seja com auxílio 

de bisturi/tesoura; hidratação de feridas e remoção autolítica do tecido necrótico; 

e ou remoção enzimática proteolítica usando colagenase bacteriana, papaína, 

fibrinolisina/DNAse, tripsina, estreptocinase-estreptodornase e subtilisina (GHADI 

et al.. 2016). 

A aplicação de substância exógena à lesão pode ser uma estratégia para 

minimizar os danos no tecido, propiciando uma adequada perfusão e oxigenação 

tecidual, promovendo um ambiente úmido, com mínimo de dor, desconforto e 

cicatriz para o organismo contribuindo assim, para restaurar a continuidade 

anatômica e função da parte afetada no menor tempo possível (PIERCE et al, 

1992).  

Atualmente, a modulação de proteases da matrix extracelular já vem sendo 

utilizada como estratégia para melhorar a performance do processo de 

cicatrização em feridas agudas e crônicas (WESTBY et al., 2016).  
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O uso tópico de proteases exógenas na forma de pó ou gel como a enzima 

papaína do mamão e a enzima colagenase derivada de Clostridium histolyticum 

são agentes debridantes no tratamento de feridas, promovendo uma cicatriz mais 

plana, devido ao estímulo no alinhamento das fibras colágenas (MAMBOYA, 

2012 ; SANCHEZ NETO et al., 1993). O debridamento enzimático consiste na 

aplicação tópica da preparação de protease que atua sobre a fibrina e o colágeno 

do tecido necrótico (DOGRA; REENA, 2014).  

As proteases e seus inibidores contribuem para a degradação e deposição 

da matriz extracelular, criando um equilíbrio que é essencial para a adequada e 

coordenada cicatrização de feridas cutâneas. Contudo, quando este equilíbrio é 

interrompido, as feridas são levadas a um estado de cronicidade caracterizado por 

níveis abundantes de proteases e níveis diminuídos de inibidores de protease 

(MCCARTY; PERCIVAL, 2013). O aumento normal na expressão de 

metaloproteinases de matriz 9 (MM9) foi observado no início da fase aguda da 

cicatrização de feridas, mas tendem a retornar a níveis basais com a resolução 

do processo cicatricial. No entanto, se houver uma excessiva produção de 

proteases no leito da ferida, isto poderá levar a desordem na cicatrização (REISS 

et al., 2010).  

Leite et al., (2012), utilizaram duas concentrações de papaína em gel (2% 

e 4% m/v) para avaliar clinicamente os efeitos do seu uso em úlceras de perna 

maiores que 2 cm2, de origem venosa ou diabética. Os autores recomendaram o 

uso da papaína em diferentes concentrações de acordo com o estágio da 

cicatrização, e conforme o tipo de tecido presente na ferida.  

A papaína em gel foi estudada em modelo de ferida crônica. Cães com 

feridas necróticas infectadas foram tratados com diferentes concentrações da 

enzima proteolítica (5% e 3% m/v) as quais mostraram efetividade na cicatrização 

especialmente no debridamento químico e remoção de tecido necrótico quando 

aplicada em altas concentrações, e facilitou a cicatrização promovendo a 

formação de tecido de granulação em menores concentrações (PORSAN et al., 

2016). Os autores ressaltam que a redução na concentração de enzima 

proteolítica é necessária em feridas que não têm material necrótico e não 

requerem a formação de uma grande quantidade de tecido de granulação. Feridas 

estagnadas no caso de pacientes diabéticos apresentando tecidos desvitalizados 

e restrita vascularização, seria uma abordagem interessante o uso de uma maior 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dogra%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25165677
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concentração de protease que estimule a fase inflamatória, além de promover o 

debridamento do tecido (LEITE et al., 2012). 

Assim, as evidências científicas indicam que para ter efetividade no 

processo de cicatrização uma concentração adequada de enzimas proteolíticas 

deve ser estabelecida de acordo com as características macroscópicas de cada 

ferida (MONETTA, 1987; ROCHA et al., 2005). 

1.4 Produtos naturais de origem vegetal para uso dérmico 

O termo “natural” é uma substância produzida ou encontrada pela natureza 

que é diretamente extraída de fontes vegetais distintas como ervas, frutas, flores, 

folhas, látex dentre outras partes das plantas e também em animais. O efeito 

desses ingredientes naturais nos produtos para cuidados com a pele, depende da 

sua eficácia in vitro e in vivo e o tipo de veículo dermatológico ao qual eles são 

incorporados (FOWLER et al., 2010). 

Produtos naturais oriundos especificamente de plantas por possuírem 

propriedades medicinais são prospectivas fontes de novas drogas (SEO et al., 

2008).  A presença de vários constituintes bioativos nas plantas tem incitado os 

cientistas a examinar essas fontes naturais buscando determinar o potencial das 

propriedades cicatrizantes (HOSSEINKHANI et al., 2016).  

O interesse por medicamentos de origem vegetal para uso dérmico, ganhou 

atenção também pelos laboratórios fitofarmacêuticos que concentram seus 

esforços em identificar os constituintes ativos e mecanismos de ação de várias 

plantas medicinais por terem baixa toxicidade, possuírem origem natural e serem 

usadas há muito tempo na medicina popular (ZHOU et al., 2004).  

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que cerca de 80% da 

população mundial ainda depende de remédios a base de plantas para o 

tratamento de doenças (BRUNNING; MORSEGUI; VIANNA, 2012). Pesquisas 

visando a identificação de plantas regionais com finalidades terapêuticas, que 

possuam comprovada ação farmacológica e/ou substâncias biologicamente ativas 

são necessárias para que seja possível a recomendação segura e utilização de 

tais plantas no sistema de saúde vigente (DUTRA, 2009).  
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Assim, se faz necessário pesquisar o uso popular de espécies 

potencialmente importantes para uso dérmico (SCHEFFER et al., 1999). 

Destaca-se que a pesquisa de produtos naturais tem-se intensificado para 

auxiliar no tratamento de feridas através da identificação de substâncias, 

isolamento, quantificação e investigação da atividades biológica, como é o caso 

do óleo de capivara (MARINHO; NETO-FERREIRA; CARVALHO, 2013), o uso da 

enzima papaína extraída do mamão (SANCHEZ NETO et al., 1993), proteínas 

extraídas do látex da seringueira Hevea brasiliense (FRADE et al., 2006) dentre o 

estudo com outras plantas medicinais (BAHRAMSOLTANI et al., 2014).  

Muitos outros compostos fitoquímicos derivados de plantas com altos níveis 

de propriedades cicatrizantes de feridas, também vem sendo isolados e usados 

para o design de formulações tópicas e curativos de feridas. Esses compostos 

pertencem a famílias dos alcalóides, óleos essenciais, flavonóides, taninos, 

terpenóides, saponinas e fenólicos (THANGAPAZHAM; SHARAD; 

MAHESHWARI, 2016). No entanto, há ainda uma falta de relatórios sobre o nível 

de dosagem, efeitos toxicológicos e adversos destes compostos. A partir de então, 

um protocolo padronizado e ensaios clínicos devem ser seguidos para fornecer 

evidências mais sólidas, apoiar o uso de compostos farmacologicamente ativos 

derivados de plantas no tratamento e gereciamento de feridas (REX; MSA 

MUTHUKUMAR; PAULRAJ., 2018).  

Esses agentes naturais induzem cicatrização e regeneração do tecido 

perdido por vários mecanismos devido sua natureza química atuando como 

antioxidante, antibacteriano, antiinflamatório, além da atividade cicatrizante de 

feridas (THAKUR et al., 2011; HALLIWEL, 1995).  Vários relatórios farmacológicos 

estão disponíveis em algumas espécies de plantas para a validação de uso 

tradicional e desenvolvimento seguro e eficaz e medicamentos fitoterápicos 

mundialmente aceitos para feridas (THAKUR et al., 2011). 
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1.5 Calotropis procera  

 

Calotropis procera (Ait.) R. Br. é uma planta laticífera pertencente a sub-

família Asclepiadaceae da família Apocynaceae. É um género de cerca de seis 

espécies de arbustos ou árvores pequenas, distribuídas em regiões tropicais e 

subtropicais da Ásia e África. C. procera é nativa da África Ocidental até o sul de 

Angola, África do Norte e Oriente, e atualmente a espécie encontra-se presente 

na Austrália, ilhas do Pacífico e do Caribe, México, América Central e do Sul 

(PARIHAR; BALEKAR, 2016). A espécie representada na figura 4, possui vários 

nomes populares de acordo com a região onde se encontra no Brasil: ciúme e 

hortência (CE), algodão-de-seda e seda (PE), flor-de-seda, paininha-de-seda (SP) 

e leiteiro (SP, MG) (KISMANN; GROTH, 1999). 

  

Figura 4: Calotropis procera (Ait.). 

 

(A) planta; (B) folhas e flores; (C) caule da planta e exsudação do látex. Fonte: KHAIRNAR et 
al., (2012); CHAUDHARY et al., (2017); SUDESH., (2012). 
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C. procera é bem conhecida por ser uma planta tóxica e por suas 

propriedades medicinais. Várias partes da planta são utilizadas em vários 

sistemas de medicina tradicional em todo o mundo. A raiz, casca, folhas e seu 

látex são usados para fins medicinais nas regiões mais pobres da Índia e da África, 

bem como no Brasil em menor grau (KUMAR; ARYA, 2006).  

O látex ou seiva leitosa obtida das partes aéreas da planta C.procera, tem 

sido eficaz no tratamento de diversas desordens da derme como lepra, eczema, 

infecções cutâneas, malária, e picadas de cobra (KUMAR; BASU, 1994; 

RAHMAN; WILCOCK, 1991).  

Um vasto número de pesquisas e artigos de revisão apresentam as 

propriedades fitoquímicas de C. procera (BRUNO-MORENO et al., 2013; EDMAN, 

1983; PARIHAR e BALEKAR, 2016) além de determinar sua natureza ácida e 

presença de 14,8% de teor de sólidos (SHUKLA; KRISHNAMURTI, 1961). Dentre 

os constituintes químicos da planta inteira foram relatados a presença de 

alcalóides, esteróis, flavonóides, glicosídeos, triterpenóides (EDMAN, 1983). 

Estudos apontam que todas as partes da planta tem um potencial tóxico, devido 

a presença de cardenolídeos sendo considerados glicosídeos cardíacos 

(PARIHAR; BALEKAR, 2016). Particularmente, o látex de C. procera é composto 

de uma mistura complexa de metabólitos secundários e proteínas, presente no 

citoplasma de células altamente especializadas denominadas laticíferos (BRUNO-

MORENO et al., 2013).  

Utilizando o látex na sua forma natural, baseado no uso tradicional, a 

primeira demonstração científica das propriedades estimuladoras da cicatrização 

de feridas por látex C. procera surgiu na Índia em 1999 (RASIK et al., 1999). 

Porcos da guiné foram avaliados durante 7 dias após aplicação tópica diária de 

20 μl de solução estéril contendo 1.0% do látex da planta usando propilenoglicol 

como veículo. O tratamento aumentou significantemente o processo de 

cicatrização através do aumento do colágeno, síntese de DNA e reepitelização, 

levando à redução da área da ferida. Assim este resultado prevê um suporte 

racional científico para o estudo desta planta na modulação da cicatrização.  

Seguindo as várias reivindicações tradicionais sobre o uso de Calotropis 

procera na cura de doenças, esforços consideráveis foram feitos pelos 

pesquisadores para verificar sua utilidade através de estudos farmacológicos 

científicos utilizando as proteínas laticíferas (GUPTA et al., 2012). Estudos em 
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animais com proteínas do látex de C.procera, demonstraram diversas atividades 

biológicas como potenciais agentes anti-inflamatórios, antisséptico e cicatrizante 

de ferida além de efeitos analgésicos (KHAIRNAR; BHAMARE, 2012).  

Atualmente, uma grande rede de grupos de pesquisadores de laboratórios 

de diferentes instituições de ensino e pesquisa nacionais e internacionais atuam 

de forma colaborativa estudando moléculas de fluidos laticíferos em termos 

moleculares, funcionais e aplicados em agricultura e saúde. Tais pesquisas em 

rede tem contribuído com relevantes publicações na área de Biotecnologia 

Molecular de Látex Vegetal incluindo o estudo de proteínas vegetais extraídas do 

látex de C. Procera pelo grupo de pesquisadores cearenses dos laboratórios de 

Plantas Laticíferas e Laboratório de Biotecnologia de Proteases Vegetais do 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do 

Ceará (UFC) coordenados respectivamente pelo Dr. Márcio Viana Ramos e Dr. 

Cléverson Diniz Teixeira de Freitas. Desta forma, propriedades biológicas já foram 

detectadas avaliando a fração protéica de proteínas do látex (LP) isoladas de 

Calotropis procera. A atividade anti-inflamatória de proteínas de látex tem sido 

bem documentada usando diferentes modelos inflamatórios (ALENCAR et al., 

2004; CHAUDHARY et al., 2016; FREITAS et al., 2012; KUMAR et al., 2011; 

KUMAR et al., 2015; RAMOS et al., 2009b). Também foi demonstrado 

investigando LP e suas sub-frações protéicas, as propriedades pró-inflamatórias 

e antibióticas (ALENCAR et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012), ação 

imunoestimulantes, imunomoduladora (FREITAS et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 

2016) e potencial alergênico (RAMOS et al., 2007).   

Outros estudos com as proteínas do látex reportaram propriedades 

preventivas de choque séptico (LIMA-FILHO et al., 2010), ação antioxidante 

(KUMAR et al., 2015), propriedades anti-tumorigênicas e de citotoxidade seletiva 

(OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010), ação anti-noniceptiva (RAMOS et 

al., 2005)  e anti-convulsivante (LIMA et al., 2010), além de efeitos no sistema 

nervoso central (LIMA et al., 2012). Recentemente, nosso grupo de pesquisa 

estudou várias atividades biológicas das proteínas solúveis extraídas do latex de 

Calotropis procera as quais demonstraram adicionalmente aliviar a artrite; 

minimizar o estresse oxidativo (CHAUDHARY et al. 2016; CHAUDARY et al., 
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2015) e evitar a mucosite oral e intestinal induzida por quimioterápicos (FREITAS 

et al., 2012; ALENCAR et al. 2017). 

Dentre as biomoléculas presentes no látex de C. procera encontram-se 

proteínas que são de natureza básica com forte atividade anti-oxidante 

(superóxido-dismutase e ascorbato peroxidase) e proteolítica (proteases 

cisteínicas), quitinases e a osmotina (CpOsm). Após fracionamento do látex e 

obtenção de 3 frações proteícas denominadas por nosso grupo de pesquisa PI, 

PII e PIII, a osmotina, uma proteína de 22 kDa foi purificada, estando presente na 

fração protéica PII do látex de C. procera CpPII (também chamada de LPPII) na 

qual também foi detectada a presença de proteínas com atividade proteolítica 

como as proteases (FREITAS et al., 2007; FREITAS et al., 2011). Ademais, no 

látex de C. procera foram identificadas e caracterizadas recentemente, duas 

proteínas do tipo germinas ou “germin-like proteins” (GLPs) também encontrada 

em alguns cereais como o trigo, porém, apresentando atividade enzimática de 

oxalato oxidases (FREITAS et al., 2017). 
Estudos de imunomodulação com algumas frações protéicas como a PI  

obtida de proteínas solúveis totais do látex de C. procera (LPPI) foram previamente 

investigadas. A sub-fração protéica de alto peso molecular, LPPI, aumentou a 

expressão de TNF-α, IL-6 e IL-1β comparada aos grupos controles contra infecção 

experimental por Listeria monocytogenes. Em ensaios in vivo, houve maior 

migração de leucócitos em camundongos tratados com LPPI, após 24 h de 

infecção. Esse grupo também apresentou número reduzido de bactérias viáveis 

nos fluidos peritoneal e sanguíneo bem como no fígado. Esta atividade foi 

associada a presença de proteínas quitinases (DE OLIVEIRA et al., 2016).  
A fração LPPI também demonstrou efeitos anti-inflamatórios dose-

dependente em um modelo pré-clínico de artrite utilizando diclofenaco como 

controle positivo. Houve melhora da inflamação articular e hiperalgesia com 

redução do influxo de neutrófilos e edema na articulação artrítica além de 

normalização dos níveis de marcadores de estresse oxidativo (CHAUDHARY et 

al., 2016). 
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Ressalta-se a importância de 3 estudos do grupo de pesquisadores 

ceareses para o entendimento do papel das proteínas do látex no tratamento das 

desordens dérmicas, como a capacidade de manter a homeostase da coagulação 

em camundongos (RAMOS et al., 2012) e efeitos cicatrizantes de feridas 

utilizando LP associado a uma biomembrana sintética (RAMOS et al., 2016; 

FIGUEIREDO et al., 2014).  

Nestes dois últimos estudos,  utilizando modelos de feridas incisionais e 

excisionais, quando essas proteínas (LP) foram incorporadas em uma 

biomembrana de álcool polivinil, aceleraram o processo de cicatrização Foram 

observadas intensa migração de neutrófilos, degranulação de mastócitos, 

aumento na atividade da mieloperoxidase e de óxido nítrico.  Os autores sugeriram 

que os mecanismos subjacentes pelos quais as proteínas totais do látex em 

biomembrana, aceleraram a cicatrização envolveram a modulação de citocinas 

pró-inflamatórias como TNF e IL-1ȕ (FIGUEIREDO et al., 2014; RAMOS et al. 

2016).  

 
1.6 Hemiceluloses e hidrogéis para cicatrização de feridas 

 

Hemiceluloses são polissacarídeos presentes na parede celular de vegetais 

funcionando como polissacarídeos de reserva. Recebem essa denominação por 

apresentarem comportamento semelhante à celulose, dando elasticidade ao 

tecido formado (KLEMM et al., 2005). 

Caesalpinia pulcherrima (Fabaceae), é uma planta leguminosa nativa do 

nordeste do Brasil (Figura 5). Esta espécie é uma fonte alternativa de 

hemiceluloses, que são extraídas de suas sementes e vêm sendo utilizadas como 

ingredientes de alimentos e fármacos por possuírem propriedades como alta 

viscosidade, tolerância ao pH e adesividade (BURITI et al., 2014; 

JEEVANNANDHAM et al., 2011; SILVA, 2005). 
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Figura 5: Caesalpinia pulcherrima  

 
Planta (A); flores (B); caule da planta, flores e sementes (C). Fonte: 

http://www.ehorticulture.com/tree-plants-seeds/ornamental-shrubs/caesalpinia-pulcherrima-

detail.html, (2017). 
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Galactomananas são exemplos de hemiceluloses obtidas do endosperma 

de sementes C. Pulquerrima (ANDRADE et al., 1999). Esses polissacarídeos 

caracterizam-se por serem neutros. A cadeia principal é composta por unidades 

de (1 → 4) -ȕ-D-manose (M) com diferentes graus de substituição em O-6 com 

unidades α-D-galactopiranosil (G). Sua estrutura química está representada na 

figura 6 (ALBUQUERQUE et al., 2016). 

 

Figura 6. Segmento de uma cadeia principal de galactomanana vegetal. 
 

 
Fonte: Albuquerque et al., 2016. 

 

As galactomananas são considerados hidrocolóides altamente solúveis em 

água, produzindo soluções aquosas altamente viscosas e estáveis, além disso, a 

sua solubilidade depende da composição (ou razão M/G) e da distribuição de 

unidades de galactose ao longo da cadeia principal de manana: quanto maior o 

teor de galactose, maior a solubilidade na água (THOMBRE; GIDE, 2013; 

RINAUDO, 2008). 

A utilização de biomateriais poliméricos na forma de hidrogéis para tratar 

feridas tem aumentado ultimamente (LI et al., 2017). Existe uma grande variedade 

de hidrogéis naturais e ou sintéticos em termos de composição; eles consistem 

em carboximetilcelulose (CMC), poliuretano, poliacrilamida, ágar, quitosana e 

polivinil-pirrolidona (PVP), assim como derivados de ácido hialurónico (HA) com 

ou sem alginatos. Ambos os polímeros sintéticos e biopolímeros são facilmente 

processados a forma desejada e design e estabilizado usando diferentes técnicas 

para prolongar sua validade. Além disso, curativos à base de hidrogel feitos de 

diferentes polímeros podem ser usado como carreadores de drogas 

(MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).  
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Atualmente existe no mercado um hidrogel usado clinicamente para tratar 

feridas (Purilon Gel®), à base de  alginato de cálcio que possue além de sódio, 

carboximetilcelulose, sendo constituído de mais de 90% de água. O Purilon Gel® 

é indicado para feridas necróticas secas e escuras, bem como feridas com uma 

mistura de tecido necrótico e granulado, como úlceras de perna, úlceras de 

pressão, úlceras de pé diabético não infectadas e queimaduras de primeiro e 

segundo grau. Pode ser usado em todo o processo de cura para fornecer um 

ambiente de cura úmido (GHADI et al., 2016). 

Entretanto, de acordo com Caló e Khutoryansky (2015), alguns 

polissacarídeos oriundos de fontes naturais são amplamente utilizados para o 

tratamento de feridas quando administrado sob a forma de hidrogéis: neutro 

(celulose, dextrano, ȕ-glucano), ácido (ácido algínico, HA), básicos (quitina, 

quitosana) ou polissacarídeos sulfatados (sulfato de condroitina, sulfato de 

dermatano, heparina, sulfato de queratano). Neste contexto, os hidrogéis à base 

de polissacarídeos têm surgido como formulações interessantes para diversas 

aplicações por suas caracterísiticas físico-químicas (SANTOS et al., 2015; 

THOMBRE; GIDE, 2013). Em particular, a associação estável de polissacarídeos 

com uma variedade de compostos bioativos como sistemas de administração de 

fármacos é de interesse para as empresas farmacêuticas. A literatura também 

relata atividades farmacológicas e antimicrobianas intrínsecas de alguns 

polissacarídeos que aumentam suas potencialidades para aplicação 

farmacológica (LI et al., 2017). 

Galactomananas já vem sendo utilizadas para formulação de hidrogel (DA-

LOZZO et al., 2013). Em estudo realizado por Koop et al., (2015), hidrogéis 

baseados em galactomananas foram investigados quanto aos possíveis efeitos 

irritantes e apresentaram-se seguros para aplicação em feridas cutâneas.  

Muitos agentes cicatrizantes possuem vantagens e desvantagens e cabe a 

correta escolha para o tratamento de cada tipo de ferida (LORENZ; LONGAKER, 

2003). Um ambiente quente e úmido com material adequado, pode contribuir para 

resultados mais rápidos e bem-sucedidos na cicatrização de determinados tipos 

de feridas; portanto, curativos à base de polímeros e hidrogéis têm tornado-se 

popular (BOATENG et al., 2008). Além disso, os hidrogéis mostram vantagens 

como alívio da dor, absorção de exudato, barreira a microorganismos, 

permeabilidade ao oxigênio, transparência dentre outras vantagens que podem 
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ser adequadas de acordo com sua aplicação e habilidade geral para liberação de 

medicamentos de forma controlada (DAFNA et al., 2013; GONEN-WADMANY et 

al., 2011; Rogero et al., 2003).  O requerimento mais críticos para qualquer tipo 

de hidrogel produzido a partir de biopolímeros é que esses géis devem ter a 

capacidade de absorver uma grande quantidade de água relativa a sua massa e 

o material deve resistir à dissolução (SANTOS et al., 2015; PAL et al., 2007). 

 

1.7 Biocompatibilidade dérmica de biomateriais de origem vegetal  

 

Geralmente, produtos vegetais são ricos em antioxidantes, óleos 

essenciais, hidrocolóides, compostos bioativos e proteínas e podem prover 

diferentes propriedades biológicas para a pele de acordo com sua composição 

(DUREJA et al., 2005; DUBEY; KUMAR; TRIPATHI, 2004). No entanto, muitos 

destes produtos naturais ou biomateriais por apresentarem-se como complexas 

misturas de compostos químicos podem ser responsáveis pelo desenvolvimento 

de reações adversas. Ademais, o potencial irritante e citotóxico dessas 

formulações contendo substâncias naturais deve ser investigado antes do uso em 

humanos (RIBEIRO et al., 2015). 

Biomateriais são definidos como materiais que podem ter interface com 

sistemas biológicos em ordem para avaliar, tratar, aumentar, ou substituir 

qualquer tercido do corpo (WILLIAMS, 1987).  

Todos os materiais destinados a aplicação em seres humanos, estimulam 

respostas teciduais, que envolvem lesões, cicatrização e respostas inflamatórias. 

A avaliação histológica é o método mais utilizado para avaliar in vivo, 

determinando as características de desempenho e de segurança ou de 

biocompatibilidade dos biomateriais em desenvolvimento. Do ponto de vista 

prático, o objetivo da avaliação da compatibilidade de biomateriais in vivo é o de 

determinar e prever se tais dispositivos funcionam como pretendido e não 

apresenta nenhum dano potencial ao paciente ou usuário por avaliações em 

condições que simulam o uso clínico (AAMI, 1997; ANDERSON, 2001). Vale 

ressaltar que fatores locais e sistêmicos podem desempenhar um papel na 

resposta de cicatrização de feridas a biomateriais (ANDERSON, 2001). 

Grandes esforços têm sido feitos por agências governamentais, para testar 

os procedimentos, protocolos, orientações e padrões que podem ser utilizados na 
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avaliação in vivo utilizando por base os padrões estabelecidos pela International 

Standard Organization (ISO), ISO número 10.993 (AAMI, 1997; CHAPEKAR, 

1996; LANGONE, 1998; FDA, 1995; ISO, 1993; ASTM, 1999).  

Os testes in vivo com animais para avaliação da biocompatibilidade de um 

novo biomaterial são escolhidos para simular uso clínico. Tais testes avaliam as 

respostas do tecido, bem como fornecem informação adicional de reações 

biológicas adversas de componentes químicos desconhecidos. Tais reações 

observadas nesta fase de desenvolvimento exigem mais esforços para melhorar 

a biocompatibilidade do biomaterial e para identificar os agentes responsáveis. O 

teste de irritação dérmica trata da exposição ou contato com quantidades ainda 

pequenas de potenciais agentes irritantes que podem resultar em reações 

alérgicas ou sensibilização (ISO, 1993).  

A aplicação clínica de um biomaterial não deve causar qualquer reação 

adversa no organismo, porém, algumas substâncias químicas podem causar 

irritação da pele e das mucosas, irritação ocular e sensibilização de contato 

retardada, portanto, os testes de biocompatibilidade são imprecindíveis para 

avaliar possíveis riscos de contato (ROGERO et al., 2003).  

 

1. 8 Controle de qualidade de formulações para uso tópico 

 

Durante o desenvolvimento de uma formulação para uso tópico, deve haver 

um controle da qualidade de produtos, previstos nas boas práticas de fabricação, 

que devem garantir que o produto cumpra as especificações determinadas aos 

limites aceitáveis para microorganismos antes de ser comercializado e utilizado 

pelo consumidor (DE MORAES SOARES, 2015; BRASIL, 2010). É importante 

destacar que as matérias-primas oriundas de plantas podem estar contaminadas 

por fatores ambientais como temperatura, práticas de manuseio e condições de 

armazenamento podendo comprometer sua qualidade e eficácia (DE FREITAS; 

BAUAB., 2012; KNEIFEL et al., 2002). Portanto, o controle de qualidade em 

amostras não estéreis deve começar antes do processo de formulação, continuar 

durante o processamento da matéria-prima até o armazenamento do produto. 

Além das condições assépticas, é importante monitorar algumas características 

físicas das amostras como aspecto visual, pH e níveis de contaminação 
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microbiológico para aumentar a segurança do produto (ABBA., 2009; 

RATAJCZAK et al., 2015).  

De acordo com Bazzo et al. (2006), o controle de qualidade microbiológico 

de hidrogéis deve ser realizado principalmente em formulações cujo veículos e 

princípios ativos constituam um ambiente ideal para o crescimento de 

microorganismos, desde que eles possam encontrar nas formulações uma fonte 

de carboidratos, proteínas, aminoácidos, água, entre outros (SMART; 

SPOONER., 1972).  

A presença de contaminantes em produtos farmacêuticos não estéreis, 

pode reduzir ou inativar a atividade terapêutica do produto e tem o poder de afetar 

potencialmente os pacientes, assim, grandes esforços são necessários para 

garantir a qualidade constante e adequada em produtos originários de fontes 

biológicas (DE FREITAS; BAUAB, 2012). 

Uma das etapas prirmordiais no controle de qualidade é realizar estudo da 

estabilidade das formulações. O estudo da estabilidade consiste de uma série de 

testes para obter a garantia de estabilidade do produto embalado e armazenado 

na condição estabelecida dentro do período de tempo determinado no qual o 

produto ainda satisfaz as suas especificações estabelecidas. Quando o produto 

não é suficiente estável, observa-se alterações nas características físicas como a 

separação de fases e químicas como a mudança de pH, cor e odor (KUMAR; 

RAJAN; CHETTY et al, 2011). 

Desta forma, se faz necessário realizar teste de qualidade e avaliação da  

segurança com qualquer formulação para aplicação dérmica, antes de sua 

comercialização evitando possíveis efeitos adversos, garantindo a eficácia do 

produto e seu uso seguro (RATAJCZAK et al., 2015 ; KUMAR et al, 2011 ; 

ROGERO et al., 2003). 
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2 JUSTIFICATIVA  
Feridas cutâneas são um dos graves problemas de saúde pública da 

atualidade e os tratamentos nem sempre produzem os resultados esperados. Em 

todo o mundo, pesquisas são conduzidas para identificar novos agentes capazes 

de promover o processo de reparação de feridas, não tóxicos, a partir de plantas 

medicinais. As plantas são fontes potenciais de medicamentos para a indústria 

biomédica ou farmacêutica, uma vez que a produção de drogas sintéticas incluem 

custo mais elevado, e sua utilização está associada há vários efeitos secundários 

havendo a necessidade de buscar-se fármacos alternativos. 

No Brasil, cerca de 71 plantas estão incluídas na  Relação Nacional de 

Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), pelo Ministério da Saúde. As 

espécies apresentam potencialidades medicinais e são estudadas quanto às suas 

propriedades farmacológicas, das quais cerca de 18 espécies são indicadas na 

medicina popular para o tratamento de feridas (SCHEFFER et al. 1999; SILVA, 

2006).  

Um dos objetivos do RENISUS é reconhecer o uso de espécies vegetais 

utilizadas tradicionalmente em diferentes regiões do país, além de orientar 

estudos e pesquisas que possam subsidiar o desenvolvimento e a inovação na 

área de plantas medicinais. Desta forma, faz-se necessário a identificação e 

estudos de plantas que possuam comprovada ação farmacológica e(ou) 

substâncias biologicamente ativas (SCHEFFER et al., 1999). 

Calotropis procera é uma planta encontrada em regiões tropicais e 

subtropicais do país e é amplamente distribuída na cidade de Fortaleza e Região 

Metropolitana do Estado do Ceará. Produz em quantidade significativa um líquido 

de aspecto leitoso denominado látex, o qual exsuda quando esta sofre algum tipo 

de injúria. A planta C. procera é conhecida na medicina tradicional por sua 

importância farmacológica durante séculos e vem sendo  utilizada em várias 

enfermidades dérmicas, porém, ainda não é reconhecida pelo ministério da saúde 

e nem está incluída na lista de plantas do RENISUS como agente cicatrizante.  

Evidências científicas correlacionam as propriedades cicatrizantes de 

plantas laticíferas à ação de proteínas com atividade proteolítica, como as 

proteases. Estas moléculas também são liberadas endogenamente funcionando 
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como biomarcadores de feridas agudas e crônicas (IUONUT et al., 2011). Papaína 

é um exemplo de protease de origem vegetal, que já vem sendo utilizada como 

agente debridante de tecidos, diluídas em água. Sua aplicação no tratamento de  

feridas crônicas requer cuidados pois há riscos durante a manipulação, 

necessitando de um excipiente mais adequado (MONETTA, 1987). Estudos com 

outras plantas laticíferas foram desenvolvidos no Brasil incorporando frações de 

proteínas do látex de H. Brasiliense em biomembrana sintética indicada como 

alternativa para o tratamento de feridas crônicas (FRADE et al., 2006). 

Nosso grupo de pesquisa demonstrou previamente a ação cicatrizante de 

proteínas solúveis do látex de C. procera, em modelo de feridas incisionais e 

excisionais quando incorporadas em uma biomembrana de álcool polivinil 

(FIGUEIREDO et al., 2014; RAMOS et al. 2016). Os mecanismos subjacentes 

envolveram modulação da liberação de citocinas pró-inflamatórias.  

Ressalta-se que Ramos et al., (2013) realizou o fracionamento dessas 

proteínas solúveis do látex de C. procera levando ao estabelecimento de um 

protocolo de purificação de proteases obtendo-se a fração denominada CpPII de 

C. Procera, a partir da qual foram isoladas 3 diferentes tipos de proteases 

cisteínicas (RAMOS, 2013). Portanto, a fração CpPII, rica em proteases, foi 

escolhida para ser testada, quanto ao potencial cicatrizante, no presente trabalho.  

Destaca-se que o estudo das proteínas do látex pode ser uma ferramenta 

promissora na pesquisa de novos medicamentos de origem natural para a 

cicatrização de feridas. Uma vez que C. procera é uma planta nativa e produz 

látex em quantidade significativa pode contribuir como fonte natural de moléculas 

bioativas para aplicações biotecnológicas. No entanto, não existe estudo de 

cicatrização in vivo avaliando a eficácia de frações ricas em proteases oriundas 

de proteínas solúveis totais de C. procera quando associadas a um veículo natural 

na forma de hidrogel a base de hemiceluloses vegetais especificamente, 

galactomananas, extraídas de C. pucherrima. 

Considerando a hipótese de que as proteases presente na fração CpPII do 

látex de C. procera estimulam a cicatrização, o presente trabalho testou o efeito 

cicatrizante de um hidrogel de hemiceluloses vegetais, como excipiente, 

associado a fração de proteínas CpPII, extraídas do látex de Calotropis procera, 

em modelo de feridas experimentais. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Este trabalho teve como objetivo desenvolver um hidrogel cicatrizante 

baseado em hemiceluloses vegetais e proteínas laticíferas de Calotropis procera 

e avaliar seu efeito em modelo experimental de cicatrização de feridas.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

Os objetivos específicos do presente trabalho consistem em : 

 

1. Elaborar hidrogéis a base de hemiceluloses contendo a fração CpPII 

de proteínas laticíferas de C. procera; 

2. Realizar a caracterização microbiológica e físico-química 

(estabilidade) dos hidrogéis; 

3. Investigar o efeito dos hidrogéis em diferentes modelos de irritação 

dermal e determinar o índice de irritação primária ao desafio na pele íntegra e 

escarificada. 

4. Avaliar o efeito dos hidrogéis em diferentes concentrações de 

proteínas laticíferas (CpPII) na cicatrização de feridas; 

5. Avaliar o efeito das proteínas laticíferas livre de hemiceluloses ou 

com a atividade proteolítica inibida na cicatrização de feridas; 

6. Avaliar a possível ação do tratamento tópico com hidrogéis na 

modulação de mediadores inflamatórios e marcador oxidativo durante a 

resposta cicatricial;   
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais  

 

Os reagentes, materiais vegetais, bem como os animais utilizados 

neste trabalho estão descritos abaixo. 

 

4.1.1. Reagentes 

 

Cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®- Vetbrands). Cloridrato de 

ketamina 10% (Dopalen®- Vetbrands). Sabonete líquido anti-séptico (LM farma). 

Álcool etílico 70%. Iodopovidona 10% (Biotrat). Solução salina, cloreto de sódio 

estéril a 0,9% (Pharmace – Ceará). Brometo de cetiltrimetil amônio (CTAB, Sigma, 

São Paulo). Iodoacetamida (Armesham Bioscience, USA). Purilon® gel 

(Mcsurgical). 

 Os demais reagentes foram de grau analítico foram obtidos de 

diferentes fornecedores. 

 

4.1.2 Materiais vegetais 

 

Para realização deste estudo, foi utilizado o látex da planta Calotropis 

procera (Ait) R. Br., pertencente à sub-família Asclepiadaceae, família 

Apocynaceae e amplamente distribuída na cidade de Fortaleza e Região 

Metropolitana do Estado do Ceará, Brasil. C. Procera foi identificada e depositada 

no Herbário Prisco Bezerra – EAC (Escola de Agronomia do Ceará) que integra a 

Universidade Federal do Ceará (UFC), sob o número 32663.  

As sementes de Caesalpinia pulcherrima (Fabaceae) também foram 

utilizadas. As mesmas foram coletadas no estado do Ceará-Brasil, identificadas e 

registradas no Herbário Prisco Bezerra - EAC (UFC) sob o número 56367.  
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4.1.3 Animais 

 

Camundongos Swiss machos adultos, com 12 semanas de idade e 

pesando 25 ± 3,0 g, foram obtidos do Biotério da Universidade Federal do Ceará, 

Brasil. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas individuais em condições 

experimentais padrão (12/12 ciclos luz/escuro, temperatura de 25 °C e humidade 

55 ± 10%) e alimentados com dieta comercial esterilizada e água ad libitum. Antes 

de manusear os animais, os procedimentos experimentais foram avaliados pelo 

comitê institucional para uso e cuidado dos animais, seguindo-se de aprovação 

sob o número 64/2014. 

 

4.2 Métodos 

 

O látex de C. procera foi coletado quinzenalmente de plantas sadias 

que crescem espontaneamente a beira de estradas da zona urbana de Fortaleza, 

seguindo uma estratégia descrita por Ramos et al. (2010). 

 A coleta do material vegetal foi realizada em tubos de plástico Falcon 

(Figura 7), no período da manhã, entre 7 e 8h, após a quebra do ápice caulinar da 

planta e exsudação do látex sobre um volume de água destilada para finalizar uma 

razão de 1:1 (v:v). As proteínas solúveis do látex (PL), retendo a atividade 

imunomoduladora, foram obtidas após o processamento do látex bruto de acordo 

com protocolo reportado previamente (ALENCAR et al., 2006).  

A fração de proteína livre foi denominada CpPL, o que significa 

proteínas de látex de Calotropis procera. Esta preparação foi ainda 

cromatografada em CM-Sepharose (pH 5,0) de acordo com o protocolo descrito 

em (RAMOS et al., 2009a). As frações de proteína resultantes (CpPL-PI, CpPL-

PII e CpPL-PIII) foram recuperadas, dialisadas e liofilizadas (Figura 8). CpPL-PII, 

onde se encontra quase toda a atividade proteolítica de CpPL, foi testada em 

experimentos adicionais sendo indentificada ao longo dos estudos como fração 

CpPII, para fins didáticos.  

Quando necessário para controle, CpPII foi tratada com iodoacetamida 

20 mM (IAA) para inibir irreversivelmente a sua atividade proteolítica endógena 

(RAMOS et al., 2013).   

 



46 

 

Figura 7. Fluxograma de obtenção das proteínas solúveis do latex de Calotropis 

procera. 

 
Fonte: elaborada pelo próprio autor. 

 

Figura 8. Fluxograma de obtenção da fração CpPII do látex de Calotropis procera. 

 
Fonte : elaborada pelo próprio autor. 
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A extração de hemiceluloses vegetais (Figura 9) foi realizada conforme 

descrito por Cerqueira et al. (2009). As sementes foram moídas e o endosperma 

separado do cotilédone e da casca. Em seguida, o endosperma foi imerso numa 

solução a 96% de etanol em ebulição, durante 10 minutos para desativar as 

enzimas (EGOROV; MESTECHKINA; SHCHERBUKHIN, 2004). Após lavagem 

com água destilada, os endospermas foram suspensos em água (m:v, 1:5) e 

mantidos a 7 °C durante, aproximadamente, 12 h. As suspensões foram então 

adicionadas a 10 volumes de água e misturadas num liquidificador. 

 À solução viscosa obtida foram adicionados dois volumes de etanol a 

96% e a galactomanana precipitada foi imersa em acetona numa proporção de 

1:5 (m:v, precipitado:acetona) durante 15 min, seguido por secagem com fluxo de 

ar. O pó obtido foi então suspenso em água 1:100 (m:v) e o processo de 

precipitação repetido. Finalmente, o biopolímero foi moído e passado através de 

uma malha de 0,125 mm. 

 

Figura 9. Extração de hemiceluloses vegetais (galactomanana) de sementes de 

Caesalpinea pulcherrima.  

 
Fonte : elaborada pelo próprio autor. 
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4.3 Preparação do hidrogel 

 

Para a preparação do hidrogel, CpPII e CpPII-IAA (inibida por 

iodoacetamida) foram utilizadas em diferentes proporções massa/volume, 

obtendo-se as formulações testadas neste trabalho (Figura 10).  

O gel de galactomanana foi utilizado como veículo para liberar a 

substância ativa testada. O conservante Brometo de Cetiltrimetilamina (CTAB) a 

0,1% (m/v) e água Milli-Q q.s.p. foram adicionados às soluções de galactomanana 

1,5% (m/v). A mistura foi homogeneizada num agitador Turratec Tecnal TE-102 a 

20500 rpm durante 1 minuto e centrifugada a 4 °C, 10000 g durante o período de 

15 minutos.  

Após homogeneização e obtenção do gel de galactomanana, 

adicionou-se lentamente a fração de proteínas do látex CpPII. Os hidrogéis 

permaneceram sob agitação por cerca de duas horas. O produto, obtido pela 

mistura de soluções aquosas de proteínas do látex e do polímero natural baseado 

em hemiceluloses de plantas, foi denominado HgCpPII e HgCpPII-IAA.  

Após 24 horas de preparo, todos as amostras testadas nos ensaios in 

vivo foram submetidos a determinação de sua atividade proteolítica conforme 

Freitas et al., (2007). 

 Esses hidrogéis foram preparados para atingir a concentração final de 

proteínas laticíferas em 0,2 e 0,5%, e utilizados em todos os experimentos do 

presente trabalho. 
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Figura 10. Fluxograma de elaboração dos Hidrogéis (HgCpPII) contendo a fração 

CpPII de proteínas do latex de Calotropis procera. 

 

 

(A) nas concentrações de 0,2 e 0,5% [m/v] em gel de galactomanas extraídas das sementes de 
Caesalpinea pulcherrima (B). Hidrogéis com atividade proteolítica inibida (HgCpPII-IAA) foram 
elaborados da mesma forma porém em uma única concentração (0,2% m/v). A formulação 
contendo somente a galactomana foi denominada de Hemi e foi utilizada como veículo para CpPII. 
Fonte : elaborada pelo próprio autor. 
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4.4 Caracterização microbiológica e físico-química dos hidrogéis 

 

Foram utilizadas análises microbiológica e físico-química para 

caracterização dos hidrogéis. A análise da físico-química permitiu o estudo da 

estabilidade das amostras. A análise microbiológica foi realizada a fim de verificar 

a possibilidade de contaminação na elaboração e/ou envase da amostra.  

 

4.4.1. Análises microbiológicas 

 

A avaliação da qualidade microbiológica (FIGURA 11) foi realizada no 

Laboratório de Controle de Qualidade Microbiológico da Universidade de 

Fortaleza. Imediatamente após manipulação seguida de envase em tubos 

plásticos éstereis de 1,5 mL, amostras de hidrogéis foram analisados através do 

método pour plate para contagem de microorganismos viáveis de acordo com a 

Farmacopéia  Brasileira (BRASIL, 2010).  

Os resultados foram dispostos como Unidade Formadora de Colônia 

(ufc/g) de acordo com o número de microorganismos viáveis (NMV) calculados a 

partir da média aritmética de cada diluição multiplicada pelo número de colônias 

da placa dividido por 3. 

 

Figura 11. Análise da qualidade microbiológica dos hidrogéis. 

          

 (A) Amostras manipuladas e envasadas imediatamente após o preparo foram analisadas quanto 
a presença de contaminação por fungos ou bactérias. (B) O método pour plate foi utilizado para 
contagem de microorganismos viáveis. 

A B 
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4.4.2 Avaliação da estabilidade  

 

As amostras de hidrogéis foram avaliadas no tocante a estabilidade 

através de medidas do pH, da análise macroscópica (cor, odor e aspecto) e da 

atividade proteolítica.  

As amostras foram avaliadas após 24 h, tempo de manipulação (tempo 

zero),  e após armazenamento, sob diferentes condições de temperatura, ao longo 

de 1 ano após envase (BRASIL, 2004). Uma gota de cada amostra de hidrogel 

era aplicada sobre uma tira de papel reveladora de pH, na faixade 0-14 (Merck®), 

após 24h de manipulação. O pH das amostras de hidrogel, era determinado com 

base na coloração resultante da fita, comparada com uma fita padrão indicadora 

de pH fornecida pelo fabricante. O pH das amostras e a análise macroscópica das 

formulações também foram acompanhados ao cabo de 30, 60, 90, 180 e 365 dias 

pós-preparo sob armazenamento a 4 ºC. 

A atividade proteolítica de CpPII foi utilizada como parâmetro para 

estimar a estabilidade do ativo CpPII na formulação. A atividade proteolítica total 

do hidrogel foi determinada tendo azocaseína como substrato, a pH 5,0 e 6,0, e 

estimada com base nas leituras espectrofotométricas (420nm) de acordo com 

FREITAS et al., (2007). A atividade proteolítica retida nas amostras de hidrogel 

armazenadas durante 7, 14, 21, 30, 90, 180, 365 dias pós-preparo era avaliada 

ao longo do tempo. Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade 

de enzima capaz de aumentar a absorbância de 0,01 medida em  420 nm. A 

quantidade de proteína nas amostras foi determinada pelo método de Bradford 

(1976).  

As medidas de atividade proteolítica foram expressas como UA/ μg de 

proteína correspondendo a médias ± erro padrão da média (S.E.M.) de triplicatas 

de ensaios independentes. 
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4.5 Modelo de irritação dermal 

 

Testes de irritação cutânea foram conduzidos para verificar a 

segurança da aplicação tópica dos hidrogéis. 

 

4.5.1 Pré-preparo dos animais para o teste de irritabilidade dérmica 

  

Testes de irritação da pele foram realizados com algumas modificações 

(JIA; ZHAO; JIA, 2008). Os animais foram submetidos a tricotomia 24 horas antes 

da aplicação dos hidrogéis e após deixados sob observação durante 24 h para 

examinar se havia quaisquer respostas anormais da pele. Os animais raspados  

foram  distribuídos  aleatoriamente  em  grupos (n = 6 / grupo), que receberam 

apenas hidrogel com proteínas laticíferas (grupo HgCpPII 0,2%) e que receberam 

veículo contendo apenas hemiceluloses (grupo Hemi) aplicado topicamente na 

área nude da pele de cerca de 1 cm2.   
4.5.2 Teste de irritação dose única e múltipla em pele íntegra e escarificada 

 

Três diferentes tipos de teste de irritação cutânea foram aplicados no 

estudo da irritabilidade dermal: teste em dose única na pele intacta; teste de 

irritação em doses múltiplas em pele íntegra e teste de irritação com doses 

múltiplas na pele escarificada. 

 

O teste em dose única na pele intacta foi utilizado para avaliar a reação 

cutânea aguda após aplicação de hidrogel (durante as 6 horas). Os testes de 

irritação em doses múltiplas em pele íntegra e em doses múltiplas na pele 

escarificada, foram realizados em animais que foram tratados com HgCpPII 0,2%, 

uma vez por dia, durante sete dias consecutivos.  

 

A abrasão de pele de camundongos foi feita usando uma lâmina de 

bisturi até a presença do fluido tissular tecido notável, mas não sangue. Os 

animais foram tratados com hidrogéis numa dose (50 μL). O grupo de controle 

(Sham) foi realizado na área da derme do animal que não foi submetido à 

aplicação de qualquer formulação.  
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4.5.3 Avaliação e classificação das reações cutâneas 

 

As reações irritativas ao desafio cutâneo, foram registradas durante 7 

dias consecutivos após observações macroscópicas dos sinais da inflamação e 

espessura da pele a qual foi medida antes e 24h após a aplicação dos 

tratamentos, utilizando um micrômetro (Mitutoyo Serie 293).  Edema (Ed) e 

hiperemia (Hi) observados após aplicação das amostras, foram graduados 

conforme escala de Draize et al. (1944), obtendo-se os Escores Totais de Irritação 

Dermal para edema e para hiperemia (DUTOK et al., 2015).  O método de 

pontuação para a irritação da pele seguiu a seguinte classificação: 1-ausente; 2-

leve; 3-moderado; 4-intenso (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944). Os 

resultados foram expressos como média das leituras de edema e hiperemia nas 

24 e 72 horas após aplicação das amostras. De acordo com o resultado obtido 

nos escores de irritação dermal, foi possível determinar o índice de Irritação 

Primária (IPP) da amostra classificada como não irritante (0 – 0.9), levemente 

irritante (1 – 1.9), moderadamente irritante (2 – 4.9) e severamente irritante (5 – 

8) (OECD, 2000). Este ensaio está representado no protocolo experimental I 

(Figura 12). 

 
Figura 12. Protocolo experimental I: Modelo de irritabilidade dermal. 
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4.6 Ensaios de cicatrização: modelo de ferida excisional 

 

 Para testar a hipótese de que a fração de proteínas CpPII do látex de 

C. procera, como ativo em formulação de hidrogel baseado em hemiceluloses, 

estimula a cicatrização em modelo experimental, utilizou-se o o modelo de ferida 

excisional em camundongos. 

Neste modelo, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro 

grupos de 15 animais cada, como se segue: (i) animais submetidos apenas a um 

procedimento cirúrgico que não recebeu qualquer tratamento (Sham); (ii) animais 

que receberam hidrogel de galactomanana sem proteínas laticíficas (veículo); (iii) 

animais tratados com hidrogel a 0,2% (m/v) de proteínas laticíferas (HgCpPII 

0,2%) e (iv) animais tratados com hidrogel a 0,5% (m/v) de proteínas laticíferas 

(HgCpPII 0,5%). Este ensaio esta representado no protocolo experimental II 

(Figura 13). 

 

Figura 13. Protocolo experimental II: Modelo de ferida excisional A 
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Subsequentemente, para testar a hipótese das proteínas laticíferas 

CpPII serem independentemente ativas para promover a cicatrização mesmo 

quando livres de hemiceluloses ou quando sua atividade proteolítica é inibida, um 

experimento adicional em condições semelhantes foi desenvolvido. Foram 

incluídos os grupos com hidrogel HgCpPII-IAA 0,2%; animais tratados com fração 

CpPII 0,2% dissolvidos em água (WCpPII 0,2%) e um hidrogel comercial (Purilon® 

Gel, MCsurgical) introduzido como grupo de controle positivo. Os grupos Sham, 

Hemi e HgCpPII 0,2%  foram utilizados novamente neste experimento. Este 

ensaio esta representado no protocolo experimental II (Figura 14). 

 

Figura 14. Protocolo experimental III. Modelo de ferida excisional B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina 10% (115 

mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kg) antes do procedimento cirúrgico 

(HALL; CLARK, 1991). A pele da superfície dorsal foi raspada e preparada 

adicionalmente para cirurgia asséptica utilizando iodopovidona 1% seguida de 

etanol a 70%.  



56 

 

Realizou-se uma única ferida, 1 cm2 de espessura total, excisando a 

pele, com um instrumento de biópsia (punch) na região dorsal de cada 

camundongo (VASCONCELOS et al., 2015). 

A aplicação tópica de hidrogéis (100 μL) foi realizada no leito da ferida, 

uma vez por dia durante 14 dias. Todos os grupos foram transportados na 

respectiva gaiola durante 14 dias consecutivos a partir do dia 0.  

As feridas excisionais ficaram expostas ao ambiente e foram 

diariamente observadas e analisadas até o 14º dia pós-cirurgia.  

 

4.6.1 Análises macroscópicas 

 

As feridas excisionais foram avaliadas com 48 h após a cirurgia em 

termos de edema, hiperemia. O edema foi registrado quando se observou um 

aspecto tumefeito no do leito e/ou bordas da lesão e confirmado, quando 

necessário, por meio de compressão digital com o polegar revestido por luva 

estéril, onde estando o edema presente, forma-se uma depressão. 

 A presença de hiperemia foi notificada quando se constatou um 

aspecto avermelhado “rubor”. Esses sinais clínicos de inflamação foram 

pontuados cegamente de forma semi-quantitativa, conforme sua intensidade, e de 

acordo com os escores (0): ausente; (1): leve; (2): moderado e (3): intenso (Draize, 

1944). 

As áreas feridas de feridas excisionais foram medidas utilizando um 

paquímetro digital e foram calculadas da seguinte forma: A = π × R × r, onde A, R 

e r são área, raio maior e raio menor, respectivamente (PRATA et al., 1988).  

A partir da obtenção da área da ferida não cicatrizada foi possível 

calcular o percentual de redução da lesão considerando como padrão o dia zero, 

de acordo com a seguinte fórmula: % contração da ferida = [(área da lesão 

realizada no procedimento cirúrgico – área da ferida não cicatrizada avaliada no 

dia escolhido) x 100] / área da lesão realizada no procedimento cirúrgico (KUMAR 

et al., 2008). 

Assim, a área e percentagem de contração da ferida foram calculadas 

e utilizadas para análise estatística.  
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A evolução da cicatrização das feridas também foi acompanhada pela 

queda da crosta. A queda da crosta foi observada sempre que uma crosta não 

cobria as feridas (ROMANA-SOUZA et al., 2010).  

 Após o estudo macroscópico, as feridas excisionais foram removidas 

para estudo histológico como descrito no tópico 4.6.2, e os animais foram 

sacrificados em seguida com uma sobredosagem anestésica. 

 

4.6.2 Análises microscópicas 

 

As análises microscópicas foram realizadas no intuito de verificar a 

efetividade do tratamento tópico do hidrogel CpPII nas diferentes etapas do 

processo cicatricial. 

 

4.6.2.1 Análise histológica e confecção das lâminas  

 

Amostras das feridas excisionais de cada animal (n = 5) foram 

coletadas no dia 2, 7 e 14 com a utilização de um instrumento cirúrgico (punch)  

medindo 4 mm de diâmetro.  

Durante este procedimento, teve-se o cuidado de remover parte do 

fragmento de pele normal em volta da lesão, abrangendo um centímetro além de 

cada margem e aprofundando-se até o plano muscular. Após ressecção das 

feridas, os animais foram submetidos à eutanásia por deslocamento cervical.  

As biópsias das feridas, foram fixadas em formaldeído 10% dissolvido 

em solução tamponada de PBS 0,01 M a pH 7,2, durante 24 horas e, 

posteriormente submetidas a procedimentos histopatológicos. Secções de 5 

micrômetros foram cortadas e coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) para 

análise do infiltrado inflamatório, fibroblastos e estimar o progresso da re-

epitelização.  

Colágeno e mastócitos degranulados foram avaliados no 14º dia após 

a indução cirúrgica da lesão, em lâminas histológicas coradas respectivamente 

com tricrômico de Masson e azul de toluidina.   

O mesmo investigador avaliou cegamente todos os dados histológicos 

das seções. 
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4.6.2.2 Obtenção e análise das fotomicrografias 

 

As fotomicrografias de lâminas histológicas representativas das feridas 

excisionais para avaliação de fibroplasia, colagênese, re-epitelização e espessura 

da derme foram obtidas pelo microscópio óptico Zeiss acoplado a uma câmera 

digital de alta resolução (AxioCam Icc 3).  As imagens capturadas foram salvas 

em formato TIF pelo software Axio Vision (versão 4.8.2, SP1/2011), padronizando 

a luminosidade, objetiva e a altura do condensador (NOURSADEGHI et al., 2008) 

e analisados posteriormente utilizando o software ImageJ® versão 1.4.3.67 (U.S. 

National Institutes of Health, USA). 

 

4.6.2.3 Avaliação de Edema e infiltrado de leucócitos  

 

Edema e infiltrado de leucócitos foram avaliados semi-

quantitativamente, em lâminas histológicas coradas com H&E provenientes de 

biópsias de feridas (n = 5/grupo) coletadas  no 2º dia após a indução cirúrgica da 

lesão. As regiões da derme com maior densidade de células foram graduadas 

(TABELA 2), de acordo com o sistema de pontuação histológica proposto por 

VASCONCELOS et al.(2015) e expressas como intervalo de escores para 

infiltrado inflamatório, com distinção de polimorfonucleares e mononucleares 

(AKKOL et al., 2009). 

 

Tabela 2. Escores para avaliação semi-quantitativa de parâmetros relacionados à 
cicatrização de feridas a nível histológico. 
 Parâmetros Ausente (-) Leve (+) Moderado (++) Intenso (+++) Edema* 0 <50 50 >50 PMN** 0 1-5 6-10 11-20 MNC** 0 1-5 6-10 11-20 PF** 0 10-15 16-25 >26 NV*** 0 <5 6-10 >10 
     *Percentagem/campo/seção ; **Células/campo/seção ; ***Capilares/campo/seção. PMN : 

células polimorfonucleares ; MNC : células mononucleares ; PF : proliferação de 
fibroblastos ; NV : neovascularização. Fonte: (VASCONCELOS et al., 2015). 
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4.6.2.4 Avaliação de Fibroplasia 

 

A quantificação dos fibroblastos foi realizada a partir de 8 fotomicrografias, 

adquiridas no aumento de 400x, de lâminas de biópsias de feridas coletadas no 

14º dia após a cirurgia. As imagens foram capturadas de 4 regiões na derme 

papilar (superior) e 4 regiões na derme reticular (inferior) no leito de cada ferida 

(n=5/grupo).  

A quantificação das células foi realizada pelo programa ImageJ® versão 

1.46 utilizando o plugin “Cell counter”, do software ImageJ®. Os resultados foram 

expressos como a média ± EPM do número de fibroblastos de cada ferida 

(ANDRADE et al., 2011). 

 

4.6.2.5 Avaliação da colagênese 

 

A quantificação do colágeno foi realizada a partir de 6 fotomicrografias, 

adquiridas no aumento de 400x, de lâminas de biópsias de feridas coletadas no 

14º dia após a cirurgia.  As imagens foram capturadas abrangendo 3 regiões da 

derme superior e 3 da derme inferior de cada lesão (n=5/grupo).  

Cada fotomicrografia foi desmembrada em 15 imagens (372x272 

pixels) e, em seguida, analisadas pelo programa ImageJ® versão 1.46, utilizando 

o plugin “Colour deconvolution” para a coloração “Azan-Mallory”, onde somente a 

coloração azul foi mensurada pelo outro plugin “Threshold”, no qual permite a 

obtenção do resultado em porcentagem de colágeno existente em cada imagem 

equivalente ao número total de pixels, sendo o resultado expresso pela média ± 

erro padrão da média (EPM) de cada ferida (ANDRADE et al., 2011). 

 

4.6.2.6 Avaliação de mastócitos íntegros e degranulados 

 

Para avaliar a participação dos mastócitos durante o processo 

cicatricial, foram selecionadas lâminas histológicas representativas das feridas 

excisionais nos dias (2, 7 e 14) após a indução da lesão.  

Com o auxílio de um microscópio óptico (aumento de 400x), 15 campos 

por ferida foram selecionados aleatoriamente, dispostos a partir das bordas da 
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lesão para diferenciação de mastócito íntegro (I) e degranulado (D), cuja soma 

representa o número total de mastócitos.  

A contagem permitiu quantificar mastócitos íntegros e degranulados por 

campo (n=5/dia/grupo). A percentagem de mastócitos degranulados foi estimada 

utilizando a seguinte fórmula: percentagem de mastócitos degranulados (%) = 

(número de mastócitos degranulados / número de mastócitos totais) × 100 

(MATSUMURA, 2007).  

 

4.6.2.7 Avaliação da re-epitelização 

 

A re-epitelização dos tecidos foi avaliada por microscopia óptica com 

um aumento de 100x em secções de feridas coletadas 14 dias após a cirurgia. 

Todas as secções histológicas foram graduadas e avaliadas semi-

quantitativamente (TABELA 2), e expressas como intervalo de escores em 

parâmetros relacionados a cicatrização de feridas (VASCONCELOS et al., 2015; 

AKKOL et al., 2009). 

Para análise da espessura da epiderme recém formada foram obtidas 

fotomicrografias de lâminas coradas pelo método de H&E (aumento de 400x) e 

analisadas pelo software ImageJ®.  

Ao longo do novo epitélio, a  espessura foi obtida por 20 medidas da 

camada basal à granular, excetuando-se o extrato córneo (queratina) no 14º dia  

(BARANOWSKY et al., 2010). Os resultados foram expressos pela média ± erro 

padrão da média (EPM) de espessura do novo epitélio (µm). 

 

4.7 Avaliação dos mediadores-alvos da resposta cicatricial 

 

Os mediadores (MPO, NO, citocinas IL-1ȕ e IL-6 e MDA) envolvidos na 

fase inflamatória e proliferativa da cicatrização foram investigados por meio de 

técnicas bioquímicas e imunoenzimáticas, descritas a seguir, após a aplicação 

tópica de hidrogéis Hemi e HgCpPII 0,2% no modelo experimental de cicatrização. 
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4.7.1 Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) 

 

Amostras de feridas excisionais coletadas no dia 2 pós-cirurgia 

(n=5/grupo) foram utilizadas para determinação de atividade da enzima 

mieloperoxidase (MPO) de acordo com metodologia descrita (SOUZA et al., 

2001).  Esta enzima está presente nos grânulos azurófilos dos neutrófilos sendo 

indicativa de infiltração de polimorfonucleares durante a fase inflamatória da 

cicatrização. 

Os tecidos coletados foram incubados em solução de HTAB 0,5% 

(Brometo de hexadeciltrimetilamonio) na proporção de 50 mg de tecido por mL, 

homogeneizados em POLITRON® e centrifugados (1500 g/15 min a 4oC). 

 O sobrenadante obtido foi transferido para um eppendorf e submetido 

ao choque térmico no pellet de células em três etapas de congelamento e 

descongelamento (- 20°C; 10 minutos cada). O sobrenadante foi novamente 

centrifugado (1500 x g; 15 min a 4oC) para melhor remoção de contaminantes.  

Em seguida, as amostras foram plaqueadas (duplicatas de 7μL em 

placas de 96 poços) e adicionado 200 μL da solução de leitura (5 mg O-dianisidine; 

15 μL H2O2 1%; 3 mL tampão fosfato; 27 mL H2O).  

A leitura da reação foi obtida em comprimento de onda 450 nm (no 

tempo zero e novamente após 1 minuto) em leitor de ELISA. A mudança na 

absorbância foi plotada em uma curva padrão de neutrófilos, expressa como 

neutrófilos/mg de tecido.  

Os valores obtidos foram expressos como unidade de atividade da 

enzima mieloperoxidase por miligrama de tecido (UA MPO/mg de tecido) e 

interpretada como infiltração de neutrófilos no tecido.  

 

4.7.2 Determinação dos níveis de nitrito 

 

Amostras do tecido de feridas excisionais (n=5/grupo)  provenientes 

dos dias 2 e 7 após a cirurgia foram utilizados para determinação do conteúdo 

total de nitrato/nitrito (NO3-/NO2-) pela reação de Griess como um indicador da 

produção de óxido nítrico (CHEN et al., 2000).  

Após coletadas, as amostras foram pesadas, homogeneizadas com 

auxílio de um POLITRON® em uma solução resfriada de cloreto de potássio (KCL) 
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a 1,15% (homogenato a 10%) e centrifugadas (1500 x g; 15 minutos) para 

obtenção do sobrenadante.  

O sobrenadante do macerado foi plaqueado (placas de 96 poços) em 

duplicata (80 μL de cada amostra) e incubados em uma solução (0,04 mL de 

nitrato redutase, NADPH, KH2PO4 e água destilada) “overnight” para que o NO3– 

das amostras fosse convertido em NO2-.  

No dia subseqüente, uma curva-padrão de referência de NO2–, a partir 

de uma diluição seriada de uma solução de NaNO2 foi preparada e plaqueada. 

Foram adicionados 80 μL da solução de Griess (1% de sufanilamida em 1% 

H3PO4/ 0,1% de N-1-nafitil-etilenodiamina dihidrocloreto/água destilada/1:1:1:1) 

em cada poço.  

A coloração púrpura/magenta obtida pela reação, foi medida em leitor 

de ELISA com filtro de 540 nm (Green et al., 1982). Os valores obtidos para as 

amostras experimentais foram foram expressos em μM de NO3-/NO2-), usando 

como referência a curva padrão de nitrito para a obtenção dos valores (CHEN et 

al., 2000). 

 

4.7.3 Dosagem in situ de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e IL-6) 

 

Amostras dos tecidos de feridas excisionais (n=5/grupo)  foram coletadas 

no dia 2 após a cirurgia, para dosagem de IL-1ȕ e IL-6. Os tecidos coletados foram 

homogeneizados individualmente em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS) pH 7,4, e processados como descrito por Safieh-Garabedian e 

colaboradores (1997).  

A detecção de IL-1ȕ e TNF-α foi determinada no sobrenadante do 

macerado da amostra por ELISA (CUNHA et al., 1986). Placas de 96 poços foram 

incubadas por 12h a 4oC com anticorpo anti-IL-1 ou anti-IL-6 murino (4μg/mL ou 

0,8μg/mL; kit da R&D systems- Cat. Nº DY401).  

Após bloqueio das placas, as amostras e a curva padrão foram 

adicionadas em duplicata em várias diluições e incubadas por 24h a 4oC. As 

placas foram então lavadas três vezes com solução tampão PBS/Tween-20 

(0,05% SIGMA) e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-IL-1 ou 

anti-IL-6 diluídos (1:1000 com BSA/Tween 1%).  
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Após o período de incubação à temperatura ambiente por 1h, as placas 

foram lavadas e 50 μL do complexo HRP-avidina diluído 1:5000 foram 

adicionados. Decorridos 15 minutos, o reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD, 

50μL) foi adicionado e as placas incubadas na ausência de luz a 37oC por 15 a 

20min. A reação enzimática foi interrompida com H2SO4 (1M) e a densidade óptica 

medida a 490nm em espectrofotômetro para IL-1 e IL-6.  

As concentrações de citocinas contidas nas amostras foram calculadas 

a partir de uma curva padrão com 11 pontos, obtida por diluição seriada, sendo 

as concentrações iniciais de 4000 pg/mL para IL-1ȕ e 1500 pg/mL para IL-6.  

Os resultado relatados como média ± erro padrão da média (EPM), 

foram expressos em picograma de citocinas/mL (pg/mL) de sobrenadante/mg de 

tecido.  

 

4.7.4 Determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS)  

 

A peroxidação lipídica do homogenato da pele foi quantificada pela 

formação de substâncias reativas tiobarbitúricas (TBARS)  e determinadas por 

método colorimétrico que consiste na reação dos aldeídos formados cujo principal 

representante é o malondialdeído (MDA) com o ácido tiobarbitúrico em meio ácido 

e sobre o aquecimento por 30 minutos a 100°C em banho-maria (FANEM - 

Guarulhos, SP, Brasil). 

 Após a reação é produzido um composto de coloração amarela sendo 

a amostra lida em espectrofotômetro (UV-Vis Modelo Q98U Quimis - Diadema, 

SP, Brasil) no comprimento de onda 532 nm (DRAPER; HADLEY, 1990). 

 Para quantificar o MDA ligado a macromoléculas, as amostras de 

homogenato (n=5 – coletadas de feridas excisionais nos dias 2 e 7/ tratamento) 

foram submetidas à hidrólise alcalina seguindo protocolo proposto por (CIGHETTI 

et al., 1999) com as seguintes modificações: em tubo de ensaio 100 mg de pele 

foram homogeneizadas com 1,0 mL de KCl 1,15% com o auxílio do 

homogeneizador Omni (TH) Tissue Homogenizer (Kennesaw, GA EUA).  

Em seguida foi adicionado 3 mL de água pura (Milli-Q, Milipore – 

Bedford, MA, EUA) e 0,5 mL de NaOH 2M. Após agitação em vortex (PHOENIX - 

Araraquara, SP, Brasil), os tubos foram aquecidos a 60°C por 30 minutos em 



64 

 

banho-maria e, então neutralizados com HCl 2M para seguirem a reação com o 

ácido tiobarbitúrico.  

Os resultados, relatados como média ± erro padrão da média (S.E.M.) 

foram expressos como atividade de MDA (nM/mg de tecido).  Todas as análises 

foram realizadas em triplicata. 

 

4.8 Análise estatística 

 

A significância estatística foi avaliada por ANOVA seguida pelo teste de 

Bonferroni para comparações múltiplas da média ou Kruskal-Wallis para a 

mediana. Todas as análises foram realizadas utilizando o programa Graph-Pad 

PRISM 4.0. e foram considerados significativos em p < 0,05. Os resultados foram 

expressos em média ± média de erro padrão. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização microbiológica e físico-química (estabilidade) dos 

hidrogéis 

 Os resultados da avaliação microbiológica e estudo físico-químico 

caracterizaram os hidrogéis quanto a qualidade na elaboração e estabilidade aos 

armazenamento e estão apresentados a seguir. 

 

5.1.1 Avaliação Microbiológica das formulações de hidrogel 

 

Formulações independentes de hidrogéis, após manipulação e envase, 

foram submetidas a avaliação microbiológica para detectar eventuais 

contaminação através do método pour plate para contagem de microorganismos 

viáveis (BRASIL., 2010). Os resultados das análises microbiológicas estão 

sumarizados na Tabela 3.  

Neste estudo, 8 (oito)  formulações de hidrogéis foram analisados, e 

nenhuma das amostras excederam o limite de microorganismos viáveis para 

bactérias e fungos, aceitos pela legislação para produtos não-estéreis.  
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Tabela 3. Avaliação microbiológica das formulações de hidrogel. 
 
 

Formulações 

            Microorganismos viáveis (UFC/g)* 

          Bactérias                                 Fungos  

Hemi M  < 1  < 1  

Hemi E  < 1  < 1  

HgCpPII 0,2% M   2x101  3x101 

HgCpPII 0,2% E  < 1  < 1  

HgCpPII 0,5 % M  < 1  < 1  

HgCpPII  0,5% E   0  2x101   

HdIAA-CpPII 0,2% M < 1  < 1  

HdIAA-CpPII 0,2% E < 1  < 1  

Os resultados são dispostos como Unidade Formadora de Colônia (UFC/g) de acordo com o 
número de microorganismos viáveis. *Limites permitidos pela legislação: 103 UFC/g para bactérias 
e até 102 UFC/g para fungos.  Formulações: manipulada (M): envasada (E). Hemi (hidrogel de 
hemiceluloses); HgCpPII (hidrogel de proteínas laticíferas); HgCpPII-IAA (hidrogel de proteínas 
laticíferas contendo iodoacetamida 20mM). 
 

 

5.1.2 Avaliação físico-química  

 

A avaliação físico-química e macroscópica das formulações iniciou-se 

após 24h de elaboração e durante 365 dias de armazenamento a 4 ºC. Ambos 

hidrogéis possuíam aspectos homogêneos com 24h de manipulados. Após 

elaboração, os hidrogéis contendo somente hemicelulose apresentaram 

coloração transparente enquanto que os hidrogéis contendo a fração CpPII 

apresentaram uma cor levemente amarelada. 
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5.1.2.1 Atividade proteolítica de proteínas laticíferas em hidrogel a pH 5.0 e 

pH 6.0.  

 

A atividade proteolítica (Figure 15), de proteínas laticíferas (extrato e 

formulações em gel), foi medida em dois distintos pHs (5,0 e 6,0). As atividades 

detectadas em pH 6,0 foram maiores quando comparadas com as atividades 

medidas em pH 5,0. O hidrogel de hemicelulose também foi avaliado e não 

apresentou atividade proteolítica em ambas condições testadas. 

 

Figura 15 – Atividade proteolítica de hidrogéis em pH 5,0 e pH 6,0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todos os testes para perda da atividade enzimática foram realizados em triplicata. Resultados 
foram expressos como Unidade de atividade proteolítica (UAP/µg de proteína).   ap < 0.05 and bp 
< 0.0001 indica diferença estatística entre diferentes pHs (Teste T student). Azocaseína foi usada 
como substrato específico. A atividade foi determinada em hidrogéis com 24h de preparo. 
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5.1.2.2 Atividade proteolítica de hidrogel de proteínas laticífera de Calotropis 

procera sobre diferentes temperaturas de armazenamento  

 

A perda da atividade proteolítica de HgCpPII 0,2% foi mesurada após 

7, 14, 21 e 30 dias a diferentes temperaturas de armazenamento (4 ºC e 25 ºC) a 

fim de investigar a condição de estabilidade do hidrogel (FIGURA 16).  

Os resultados indicam que o hidrogel HgCpPII 0,2% armazenado a 

temperatura de 25ºC apresentou maior perda de atividade proteolítica, 

consequentemente menor estabilidade, após 7, 21 e 30 dias quando comparado 

ao armazenamento a 4 ºC (p < 0,05).  

 

Figura 16 - Atividade proteolítica em hidrogéis armazenados em diferentes 

temperaturas por 30 dias. 

 

A atividade foi determinada em hidrogéis (mesmo lote) com 24 h de preparo. Todos os testes para 
perda da atividade enzimática foram realizados em triplicata. Resultados foram expressos como 
Unidade de atividade proteolítica (UAP/µg de proteína).  *ap < 0.05 and **bp < 0.001 indica diferença 
estatística entre diferentes temperaturas (Teste T student). Azocaseína foi usada como substrato 
específico. A atividade foi determinada em hidrogéis com 24 h de preparo. 
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5.1.2.3 Estabilidade dos hidrogéis ao armazenamento a 4º C por 365 dias   

 

A fim de obter uma garantia de estabilidade do hidrogel de proteínas 

laticíferas ao armazenamento durante um maior período de tempo, avaliou-se a 

atividade proteolítica, pH e características organolépticas após 7, 14, 21, 30, 90, 

180 e 365 dias de armazenamento a 4 ºC (FIGURA 17). 

 No presente experimento, a perda da atividade proteolítica aumentou 

significativamente após 30, 90, 180 e 365 dias de armazenamento quando 

comparada com os valores da atividade medida no hidrogel após 24h de preparo. 

 Ao longo de 365 dias não houve alteração nos valores de pH, durante 

armazenamento das amostras a 4 ºC. As características organolépticas de 

coloração, odor, aparência e consistência também permaneceram inalteradas 

sem separação de fases durante todo o tempo de armazenamento a 4 ºC. 

 

Figura 17 – Estabilidade a longo prazo do hidrogel (0,2%) armazenado a 4ºC 

estimado pela perda da atividade proteolítica. 
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Testes para a perda da atividade enzimática realizados em triplicata. ap < 0,05, bp < 0,01 and cp 
<0,001 indicam diferença estatística comparada com dia 7 (Teste T student). Os ensaios foram 
realizados como citado em materiais e métodos.   
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5.1.2.4  Atividade proteolítica das formulações testadas nos ensaios in vivo.  
A figura 18  representa a atividade proteolítica (AP) das amostras  

elaboradas e testadas nos ensaios in vivo. A atividade proteolítica foi determinada 

usando Azocaseína como substrato em amostras após 24 horas de preparo.  

O resultado da atividade proteolítica revela que a amostra HgCpPII-IAA 

0,2% foi inibida por iodoacetamina 20 mM e não diferiu do grupo controle contendo 

apenas hemiceluloses (p > 0,05).  

Os grupos contendo a fração CpPII apresentaram atividade proteolítica 

superior aos grupos hemi e ao HgCpPII-IAA (p < 0,05) sendo a atividade maior 

quando e proteína está incorporada ao hidrogel como veículo do que dissolvida 

em água (p < 0,05). Os hidrogéis a 0,2% e 0,5% não diferiram entre si quanto a 

AP (p > 0,05). 

 

Figura 18 – Atividade proteolítica das formulações testadas nos ensaios in vivo. 
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A atividade proteolítica foi determinada em pH 6.0 usando Azocaseína como substrato 
após 24 horas de preparo. Todos os testes para a atividade enzimática foram realizados 
em triplicata. ap < 0,0001 e bp < 0,0001 indica diferença estatística comparada aos grupos 
Hemi e HgCpPII-IAA respectivamente. cp < 0,01 indica diferença estatística comparada 
ao grupo WCpPII 0,2% (ANOVA seguido do teste Bonferroni).  
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5.2 Efeito do tratamento tópico com hidrogel HgCpPII 0,2% em teste de 

irritabilidade dermal em camundongos  

 

Neste ensaio foram investigados a biocompatibilidade dérmica de amostras 

de hidrogéis de proteínas laticíferas a 0,2% e hidrogel de hemicelulose (Hemi), 

em diferentes modelos de irritabilidade dermal conforme protocolo I (Figuras 12). 

Após desafio em pele íntegra e escarificada, com aplicação das amostras 

em doses únicas e múltiplas, reações cutâneas (edema e eritema) foram 

graduadas em escores de irritabilidade dérmica e permitiram calcular o índice de 

irritabilidade cutânea primária (IIP). Os resultados estão apresentados a seguir. 

 

5.2.1 Modelos de irritabilidade dermal em pele íntegra e escarificada 

 

A Irritação dermal (Figura 19 A, B, C) foi avaliada por 7 dias consecutivos 

através de medidas na espessura da derme antes e após aplicação dos 

tratamentos (50µL de hidrogel/24 h), usando um micrômetro.  

Foram acompanhados diariamente e graduados em escores quando 

observado a presença de edema ao desafio na pele com o hidrogel a 0,2%. 

No teste de Irritação com uma dose em modelo de pele íntegra (Figura 19 

A). Apesar de haver uma tendência ao aumento da espessura nas 3 primeiras 

horas de aplicação do hidrogel HgCpPII 0,2%, este resultado não foi significativo 

quando comparado com os grupos controles Sham e Hemi.  

No teste de irritabilidade em pele intacta com doses cumulativas ao longo 

de 7 dias (Figura 19 B), também não houve diferença da espessura da pele após 

tratamento tópico com HgCpPII 0,2%.  

No teste de múltiplas-doses em modelo de pele escarificada (Figura 19 C), 

o grupo HgCpPII 0.2% apresentou sinais flogísticos de edema e eritema mais 

intensos nos primeiros 3 dias de teste (p < 0.05).  

No dia 3, os resultados da espessura da pele para este grupo foi 

significantemente maior (1,857±0,202) quando comparado ao grupo Hemi (1,543 

±0,051) e grupo Sham (1,491±0,107). Após o 4º dia de experimento, a espessura 

da pele tendeu a diminuir em todos os grupos (p > 0.05). 
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Figura 19. Efeito do tratamento tópico com hidrogel de proteínas laticíferas de C. 

procera (HgCpPII 0,2%) em modelos de irritação cutânea.  
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 (A) teste de irritação de uma dose para pele íntegra. 
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(B) teste de irritação de doses múltiplas para pele íntegra. 
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(C) teste de irritação de múltiplas doses para pele escarificada. 
Modelo de irritação da pele: as medidas de espessura em pele íntegra e na pele escarificada foram 
obtidas antes e após a aplicação dos tratamentos (50μL de hidrogel / cada 24 h), utilizando um 
micrômetro. (A) teste de irritação de uma dose para pele íntegra; (B) teste de irritação de doses 
múltiplas para pele íntegra; (C) teste de irritação de múltiplas doses para pele escarificada. Os 
dados são expressos como média ± erro padrão da média (E. P. M) da espessura da pele (mm). 
ap < 0,01 indica diferença estatística em relação ao Sham e bp < 0,05 indica diferença estatística 
em relação ao grupo Hemi - (n = 6 animais / grupo, teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni). 
 

B 

C 
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5.2.2 Escore de Irritabilidade dérmica após teste tópico com hidrogel 

HgCpPII 0,2%. 

 

A Tabela 4 apresenta os Escores de Irritabilidade Dérmica (EID) após 

o desafio com a aplicação tópica de hidrogéis Hemi e HgCpPII a 0,2%. O resultado 

representa médias de escores para diferentes graus de reações da formação de 

edema e aparecimento de eritema em modelos de teste de irritação em pele 

íntegra e escarificada.  

De acordo com a escala de Draize, o grupo HgCpPII a 0,2% apresentou 

intensidades de reações na pele como edema (0,800) e hiperemia (1,167), 

revelando maiores escores de irritabilidade dérmica que o grupo Sham (0,367: 

0,867) e Hemi (0,600; 0,867) em modelo de irritação em pele escarificada (p < 

0,05).  

Os escores relativos a edema e eritema em pele íntegra foram 

inferiores ao modelo em pele escarificada e  não houve diferença significante entre 

os grupos. 
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Tabela. 4. Escores de Irritação dermal após aplicação tópica de hidrogéis de 

hemiceluloses e proteínas laticíferas. 

INTEGRA ESCARIFICADA 

Edema Eritema Edema Eritema 

Sham 0,000 0,000 0,367 0,867 

Hemi 0,033 0,000 0,600 0,867 

HgCpPII 0,2% 0,017 0,000 0,800 a 1,167ab 

Total de escores do teste de edema e eritema após aplicação de hidrogéis de hemiceluloses 
(Hemi) e hidrogéis contendo fração CpPII a 0,2% de proteínas laticíferas, em pele intacta e 
pele escarificada. A graduação para a irritação da pele seguiu a seguinte classificação: 1-
ausente; 2-leve; 3-moderado; 4-intenso (DRAIZE et al.,1944). Os resultados foram 
expressos como médias para edema e hiperemia em 24 e 72 horas após aplicação das 
amostras. a p <  0,05 indica diferença estatística comparada com o grupo Sham (n = 6 
animals/grupo, Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn). 
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5.2.3 Índice de Irritação Primária em teste de irritabilidade dérmica de 

hidrogéis  

A Tabela 5 mostra o índice de Irritação Primária (IIP) após avaliação do 

hidrogel HgCpPII 0,2% em pele íntegra (PI) e pele escarificada (PE). Não foi 

observado nenhum  sinal de corrosão na pele de animais tratados com hidrogel 

Hemi e HgCpPII 0,2% quando comparados com o grupo de controle Sham.  

O total de escores para ambos os modelos de Irritação em PI e PE, 

foram respectivamente 0,03 IIP e 0,98 IIP indicando que a formulação de hidrogel 

HgCpPII a 0,2% (m/v) não é irritante para uso dérmico. 

 

Tabela 5. Hidrogel de Proteínas fitomoduladoras HgCpPII 0,2% não é irritante 

para aplicação dérmica.  
 

Pele íntegra 
(PI) 

Pele 
escarificada 

(PE) 

Classificação (IIP) 

Sham 0.00 0.62 Não irritante 

Hemi 0.02 0.73 Não irritante 

HgCpPII 
0.2% 

0.03 0.98ab Não irritante 

Critério de escores totais, foi calculado como a média aritmética das leituras de edema 
e eritema realizadas em 24 e 72 horas, seguida da classificação dos hidrogéis como: não 
irritante (0 – 0.9), levemente irritante(1 – 1.9), moderadamente irritante(2 – 4.9) e 
severamente irritante (5 – 8), de acordo com o respectivo valor em parêntese como Índice 
de Irritação Primária (IIP) - a p <  0,05 indica diferença estatística comparada com o grupo 
Sham e b p <  0,05 indica diferença estatística comparada com o grupo Hemi (n = 6 
animais/ grupo).  
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5.3 Efeito dos hidrogéis de proteínas laticíferas na cicatrização de feridas  

 

Para avaliar os efeitos dos hidrogéis de proteínas laticíferas, na 

cicatrização de feridas, foram utilizadas duas concentrações de hidrogéis de 

proteínas laticíferas a 0,2% e 0,5% (m/v), conforme protocolo II (Figura 13).  

 

5.3.1 Análise macroscópica 

 

Avaliou-se aspectos macroscópicos das feridas obtendo-se resultados 

como:  sinais flogisticos no 2º dia pós-cirurgia, a queda da crosta do 6º ao 14ºdia 

pós-cirurgia e o progresso da cicatrização durante 14 dias através do percentual 

de contração das feridas. 

  

5.3.1.1. Aspectos macroscópicos de feridas excisionais sob o tratamento 

com hidrogéis contendo a fração protéica (CpPII)  

 

A análise macroscópica do progresso de cicatrização nas feridas 

excisionais e o percentual de contração da ferida, determinados ao longo de 14 

dias após a cirurgia, estão apresentados nas Figuras 20 e 21, respectivamente.  

No modelo de cicatrização de feridas, todos os grupos analisados 

apresentaram margens de feridas limpas e sem exsudação durante o período de 

exame. 
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Figura 20. Aspecto macroscópico do progresso da cicatrização de feridas após 

tratamento com hidrogéis CpPII. 

 

As imagens digitais apresentam os aspectos macroscópicos das feridas ao longo de 14 dias e 
foram selecionadas a partir de animais pertencentes aos grupos experimentais correspondentes. 
A percentagem de contração da ferida nos dias (2, 7, 10, 12, 14) pós-cirurgia é dada na Figura 
15). 
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5.3.1.2 O tratamento tópico com hidrogel CpPII influenciou os parâmetros de 

edema e hiperemia tecidual 

 

No pico do período inflamatório (dia 2), observou-se edema e hiperemia nas 

feridas excisionais de todos os grupos, embora estes sinais flogísticos fossem 

mais intensos nas feridas dos animais tratados topicamente com HgCpPII 

0,5%, em relação aos grupos Sham (p < 0,001) e hemiceluloses (p < 0,05) 

(FIGURA 20 e TABELA 6). 

A partir do 2º dia após indução da lesão, todos os grupos apresentaram 

formação de tecido de granulação o qual foi notado nas bordas da ferida com mais 

intensidade nos grupos tratados com hidrogel de proteínas laticíferas (FIGURA 

20). 
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Tabela 6. Avaliação semi-quantitativa de sinais flogísticos induzidos por hidrogel 

contendo proteínas laticíferas.  

                                                                    Sinais Flogísticos 

Grupos Edema Hiperemia 

Sham 1 (0-2) 1 (1-2) 

Hemi 1 (0-2) 1 (0-3) 

HgCpPII 0,2%  2 (0-2) 2 (1-3)  

HgCpPII 0,5% 2 (0-3)bc  2 (1-3)a  

Os parâmetros de edema e hiperemia foram observados no 2º dia em relação à intensidade (0 - 
ausente, 1 - leve, 2 - moderada e 3 - intensa) e expressos como mediana e variação, 
respectivamente. ap < 0,05 e bp < 0,001 indicam diferença estatística comparada com o grupo 
Sham e cp < 0,05 em comparação com o grupo Hemi (n = 15 animais / grupo, teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn). 
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5.3.1.3 O tratamento tópico com hidrogel CpPII acelerou a queda da crosta 

das feridas  

 

A crosta da ferida nos animais tratados com HgCpPII 0,5% começou a 

cair mais cedo, no dia 6, enquanto que nos outros grupos iniciou-se a partir do dia 

8  (TABELA 7). O grupo HgCpPII 0,2%  apresentou o maior pecentual de queda 

da crosta (86,67%) a partir do 13º dia pós-cirurgia quando comparados aos grupos 

HgCpPII 0,5%(80%), Hemi (73,33%) e Sham (53,33%).  O aspecto hiperêmico 

das feridas sem crosta em animais do grupo HgCpPII 0,5% permaneceu evidente 

até o dia 10 pós-cirurgia. 

Isso foi sugestivo de um processo inflamatório mais intenso e 

prolongado. O aspecto macroscópico das feridas tratadas com hemiceluloses 

sugeriu menor inflamação e foi comparável ao grupo Sham. 
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Tabela 7. Hidrogel de proteínas laticíferas (HgCpPII) a 0,2 e 0,5% (m/v) acelera a 

queda da crosta da ferida.  

Dias 

Grupos 

       6        7       8 9 10 11 12 13 14 

Sham  0 0 6,67 6,67 13,33 20 40 53,33 86,67 

Hemi 0 0 6,67 13,33 26,67 46,67 53,33 73,33 80 

HgCpPII 

0,2% 

0 0 13,33 13,33 33,33 33,33 60 86,67abd 100ab 

HgCpPII 

0,5% 

13,33 13,33 33,33abc 46,67 53,33abc 60 66,67 80 100ab 

ap < 0,05 indica diferença estatística em comparação com o grupo Sham, bp < 0,05 em comparação 
com o grupo Hemi, cp < 0,05 em comparação com o grupo HgCpPII 0,2% e dp < 0,05 em 
comparação com o grupo HgCpPII 0,5% (n = 15 animais / grupo, teste de Kruskal-Wallis seguido 
do teste de Dunn). 

 

 

5.3.1.4  O tratamento tópico com hidrogel CpPII promove a contração das 

feridas 

 

 A contração da ferida progrediu mais rapidamente nos animais 

tratados com HgCpPII 0,2% (percentual de contração da ferida no dia 2 (32.63% 

± 3.02); dia 10 (90.22% ± 3.18) e dia 12 (97.11% ± 0.67)  em comparação com os 

grupos controles. HgCpPII 0,5% apresentou aumento significativo de fechamento 

da ferida apenas no dia 10 (87.49% ± 2.48) em comparação ao grupo controle 

(FIGURA 21).  

O processo de cicatrização de todos os grupos seguiu uma evolução 

normal mostrando a área da ferida não cicatrizada diminuída ao longo de 14 dias, 

consequentemente aumentando o processo de contração da ferida (FIGURA 20 

e FIGURA 21). Pela avaliação macroscópica e morfométrica verifica-se que 

ambos os hidrogéis promoveram a cicatrização, porém, hidrogel contendo fração 

CpPII a 0,2% revelou maior eficácia. 
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Figura 21 - Os hidrogéis foram eficientes para promover a contração da ferida.  

2 7 10 12 14
0

50

100

150

HgCpPII 0,5%
HgCpPII 0,2%

Hemi
Sham

a

      Dias

ab
ab

ab

b
a

C
o

n
tr

a
ç
ã
o

 d
a
 F

e
ri

d
a
 (

%
)

 

Porcentagem de contração da ferida no período de tempo até 14 dias após a cirurgia. Os dados 
são expressos como média ± média de erro padrão (S.E.M) da média da contração da ferida (ap 
<0,05 indica diferença estatística em comparação ao grupo Sham e bp <0,05 ao grupo 
Hemicelulose - (n = 15 animais/grupo, Teste ANOVA seguido pelo Teste de Bonferroni). 
 

5.3.2 Análise Microscópica  
A análise microscópica de seções histológicas relativas ao ensaio de 

cicatrização conforme protocolos II e III (Figura 13 e 14 respectivamente), obteve 

resultados como a presença de infiltrado inflamatório de forma semi-quantitativa, 

no 2º dia pós-cirurgia.  

Também foram obtidos resultados qualitativos e quantitativos da 

degranulação de mastócito, proliferação de fibroblastos, neovascularização, 

colagênese, re-epitelização e espessura do novo epitélio no 14º dia pós-cirurgia. 

 

5.3.2.1 O tratamento tópico com hidrogéis CpPII aumenta a intensidade do 

infiltrado polimorfonuclear  

 

Na análise microscópica de biópsias de feridas coletadas no dia 2, foi 

possível observar em todos os grupos experimentais a presença de infiltrado 

inflamatório tanto na crosta quanto na derme superior  (derme papilar).  
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Esse processo ocorreu com maior intensidade nos grupos tratados com 

hidrogel contendo a fração CpPII,  sendo predominante a presença de células 

mononucleares (TABELA 8 e FIGURA 22). 

 

Tabela 8. Avaliação semi-quantitativa de cortes histológicos no dia 2 e dia 14. 

Grupos  Ed  PMN  MNC  PF  NV  RE  U  

Dia 2 
       

Sham  + ++  ++  -  -  -  +  

Hemi + ++  ++  -  - -  +  

HgCpPII 0.2%  ++  ++  +++  -  -  -  +  

HgCpPII 0.5%  +++  +++  +++  -  -  -  +  

Dia 14 
       

Sham  -  -  -  ++  ++  +  -  

Hemi -  -  -  +++  ++  +  -  

HgCpPII 0.2%  -  +  +  +++  +++  +  -  

HgCpPII 0.5%  +  +  ++  ++  +++  +  -  

Secções coradas com hematoxilina e eosina no dia 2 e 14 após a cirurgia foram 
classificadas como leves (+), moderadas (++) e severas (+++) para re-modelação 
epidérmica e/ou dérmica. Re-epitelização e ulceração foram marcadas como presentes 
(+) e ausentes (-). Ed: edema; PMN: células polimorfonucleares, MNC: células 
mononucleares; FP: proliferação de fibroblastos; NV: neovascularização; RE: re-
epitelização e U: ulceração. Sham: não recebeu tratamento; Hemi: hidrogel de 
hemicelulose; HgCpPII 0,2% e 0,5% (mg/ml de fração de proteína CpPII de Calotropis 
procera em hidrogel de hemicelulose). 
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Figura 22. Infiltrado inflamatório intenso em biópsias de feridas tratadas com 

hidrogel contendo fração CpPII de proteínas laticíferas 

 

 

Imagens microscópicas em H&E de seções coletadas de feridas do 2º dia pós-cirurgia. 
(A) Presença de intenso infiltrado inflamatório (a) na crosta e na derme superior (DS) 
do grupo tratado com  HgCpPII a 0,2%, aumento de 200x. (B) Predominância de células 
mononucleares em infiltrado inflamatório de feridas excisionais tratadas com HgCpPII 
0.5%. Aumento de 400x. Todas as seções histológicas foram coletadas de feridas 
obtidas no 2ºdia após a cirurgia.  
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5.3.2.2 O tratamento tópico com hidrogéis CpPII 0,2% e 0,5% estimulam a 

degranulação de mastócitos 

 

As lâminas histológicas coradas por azul de toluidina foram confeccionadas 

com a finalidade de analisar o efeito do tratamento dos hidrogéis contendo CpPII 

sobre a degranulação dos mastócitos. A avaliação foi feita no 14 após a indução 

da ferida excisional no tecido correspondente a área lesionada (FIGURA 23). 

 Os grupos tratados com hidrogéis CpPII a 0,2% e 0,5% apresentaram 

85,49% ± 1,76 e 98,29% ± 1,09 de mastócitos degranulados respectivamente 

sendo significativa tal diferença quando comparados aos grupos controles Sham 

(59,59% ±4,16) e Hemi (67,67% ± 2,03) (p < 0,0001). O grupo HgCpPII 0,5% 

apresentou maior estimulação da degranulação de mastócitos em relação ao 

grupo HgCpPII 0,2% (p < 0.05). 

 

Figura 23. Os hidrogéis de proteínas laticíferas estimulam a degranulação dos 

mastócitos. 
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As seções coradas com azul de toluidina foram utilizadas para estimar a degranulação dos 
mastócitos (aumento de 400 ×) no dia 14 após a cirurgia. Os dados estão expressos como média 
± média de erro padrão (S.E.M.) do percentual de mastócitos desgranulados. ap < 0,0001 indicam 
diferença estatística em comparação com o grupo Sham, bp < 0,0001 indica diferença estatística 
comparada com grupo Hemi e cp < 0,05 em comparação com HgCpPII 0,2% (n = 5 
animais/grupo/tempo /experimento, teste ANOVA-Bonferroni). 
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5.3.2.3 O tratamento tópico com HgCpPII 0,2% estimula a fase proliferativa 

da cicatrização de feridas excisionais 

 

O processo de fibroplasia foi avaliado quantitativamente em lâminas 

histológicas de feridas excisionais, correspondentes aos dias 14 após a cirurgia 

(FIGURA 24).  Os resultados revelam que HgCpPII 0,2% estimulou maior 

proliferação de fibroblastos (312.3 ±14.56 – p < 0,05) quando comparado aos 

grupos Sham (227.9±12.24) e Hemi (275.4±10.16).  

 

Figura 24. Os hidrogéis de proteínas laticíferas estimulam a fase proliferativa do 

processo de cicatrização. 
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Quantificação de fibroplasia nos grupos experimentais no 14º dia, pós-cirurgia. Os dados 
estão expressos como média ± erro padrão da média (S.E.M.) do número de fibroblastos. 
ap < 0,05 indica diferença estatística em comparação com o grupo Sham, bp < 0,05 em 
comparação com grupo Hemi e cp < 0,05 em comparação com HgCpPII 0,5% (n = 5 
animais/grupo/tempo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni). 
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Fotomicrografias de lâminas histológicas coradas por H&E, no aumento de 

400x, foram capturadas para representar o processo de fibroplasia na derme 

superior (DS) e derme inferior (DI) em todos os grupos experimentais (vide 

FIGURA 25). 

 

Figura 25. Representação histológica do processo de fibroplasia. 

 

Fotomicrografias de seções histológicas, coradas em H&E, representando a deposição de 
fibroblastos no dia 14 após a cirurgia (seções acima correspondem a derme superior (DS) e seções 
para baixo, derme inferior (DI). Aumento de 400x).  
 

5.3.2.4 Os tratamentos tópicos com hidrogéis CpPII 0,2 e 0,5% intensificam 

a deposição de colágeno em feridas excisionais 

 

A colagênese foi avaliada quantitativamente no 14º dias após a indução 

das feridas excisionais (FIGURA 26). A avaliação quantitativa das seções 

histológicas mostraram maior deposição de colágeno (DC) nos grupos tratados 

com hidrogel CpPII a 0,2% e 0,5%, correspondente a 66,04% e 65,31% de 

deposição de colágeno respectivamente, quando comparados com os grupos 

controles (p < 0.0001). 
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Figura 26. Os hidrogéis de proteínas laticíferas estimulam a colagênese. 
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Deposição de colágeno nos grupos experimentais no 14º dia, pós-cirurgia. Os dados são 
expressos em percentagem como média ± erro padrão da média (S.E.M.) do número total de pixels para o teor de colágeno. ap < 0,05 indica diferença estatística em comparação com 
o grupo Sham, bp < 0,05 em comparação com grupo Hemi (n = 5 
animais/grupo/tempo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni).   
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Fotomicrografias de lâminas histológicas coradas por Tricrômio de 

Masson, no aumento de 100x, foram capturadas para representar o processo de 

colagênese em todos os grupos experimentais As fibras colágenas foram 

formadas e dispostas em paralelo a superfície da cama da ferida (FIGURA 27). 

 

Figura 27. Representação histológica do processo de colagênese. 

 

Fotomicrografias de seções histológicas, coradas por Tricômio de masson, representando 
a deposição de colágeno no dia 14 após a cirurgia. Grupo Sham (1); Grupo Hemi (2); 
Grupo HgCpPII 0,2% (3) e Grupo HgCpPII 0,5% (4). Aumento de 100x.  
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5.3.2.5 O tratamento tópico com hidrogéis CpPII 0,2 e 0,5% estimulam o 

processo de re-epitelização em feridas excisionais 

 

O exame histológico de amostras de tecido pertencentes a todos os 

grupos experimentais foi registado no 14º dia após a cirurgia, e estão 

apresentados na  Figura 28. Os dados foram classificados e apresentados na 

Tabela 8.  

No 14º dia, os animais tratados com HgCpPII 0,2% apresentaram 

tecidos com discreta presença de foco inflamatório remanescente, com 

predominância de células PMN (FIGURA 28) e intensa proliferação de fibroblastos 

(TABELA 8)  

No grupo HgCpPII 0,5% observou-se apenas uma ligeira formação de 

edema com presença de inflamação moderada, mas predominância de linfócitos 

(MNC) próximos aos folículos pilosos, embora pouco significativa (FIGURA 28).  

A neovascularização foi mais pronunciada entre os grupos tratados 

com os hidrogéis quando comparados aos grupos de controle. No entanto, todos 

os grupos exibiram re-epitelização no dia 14 e não se observou ulceração 

(TABELA 8).  

As setas na Figura 28 indicam a epiderme re-epitelizada com queratina, 

a formação de novos vasos capilares e a reorganização das fibras colágenas e 

das papilas dérmicas. 
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Figura 28. Análises microscópicas de re-epitelização da ferida. 

 

 

As lâminas coradas com hematoxilina e eosina (H & E) correspondem aos dados registados no dia 14. (a) re-
epitelização da epiderme com queratina; (B) edema; (C) infiltração de células inflamatórias; (D) 
neovascularização; (E) proliferação de fibroblastos; F) reorganização das fibras colágenas. Ampliação 
original: 100 × (Barra de escala: 200 μm). Grupo Sham (A); Grupo Hemi (B); Grupo HgCpPII 0,2% (C) e grupo 
HgCpPII 0,5% (D). 
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5.3.2.6 O tratamento tópico com HgCpPII 0,2% aumenta a espessura do novo 

epitélio em feridas excisionais 

 

A Figura 29 mostra lâminas histológicas coradas pelo H & E do novo 

epitélio em diferentes grupos recolhidos no dia 14 pós-operatório e a Figura 24 

apresenta os aspectos graduados desses dados. A espessura do epitélio (Figura 

30) nos leitos das feridas foi maior no grupo HgCpPII 0,2% (120.7±2.97) diferindo 

significantemente dos demais grupos (p <  0,05).  

 

Figura 29. Fotomicrografias de lâminas histológicas coradas com H&E, com 

ênfase na espessura do novo epitélio (NE). 

 

Foram registradas as imagens de todos os grupos experimentais no 14º dia após a cirurgia 
(ampliação 40 × - Barra de escala 0,05 mm). Grupo Sham (A); Grupo Hemi (B); Grupo HgCpPII 
0,2% (C) e Grupo HgCpPII 0,5% (D). A medida da espessura epitelial média (μm) em diferentes 
grupos no dia 14 após a cirurgia foi calculada e os dados são apresentados na Fig. 24. 
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Figura 30. O hidrogel CpPII 0,2% aumenta a espessura do novo epitélio no modelo 

de feridas excisionais. 
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As medidas da espessura epitelial (μm) em diferentes grupos foram realizadas no dia 14 pós-
cirurgia. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média (S.E.M)  da espessura do 
novo epitélio. ap < 0,0001 indica diferença estatística em comparação com o grupo Sham, bp < 
0,05 indica diferença estatística em comparação com o grupo Hemi e cp < 0,001 indica diferença 
estatística comparada com o grupo HgCpPII 0,5% - (n = 5 animais / grupo, teste ANOVA seguido 
pelo teste de Bonferroni). 
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5.4 Efeito do tratamento com hidrogel HgCpPII 0,2% sobre os mediadores 

inflamatórios em feridas excisionais 

 

A avaliação do efeito dos hidrogéis sobre os mediadores inflamatórios 

foi realizada nos dia 2 e 7 pós-cirurgia. O hidrogel HgCpPII contendo 0,2% de 

proteínas laticíferas, foi investigado por ser a menor dose que apresentou 

atividade biológica no ensaio de cicatrização descrito no protocolo II (Figura 13).  

O hidrogel livre de hemiceluloses (Hemi) também foi testado. O grupo 

Sham, representado por animais que não receberam nenhum tratamento foi 

utilizado como controle negativo. 

Os resultados dos mediadores-alvos (MPO, NO e citocinas pró-

inflamatórias IL1-ȕ e IL-6) do processo cicatricial produzidos em resposta ao 

tratamento tópico de hidrogéis Hemi e HgCpPII 0,2% estão apresentados a seguir. 

 

5.4.1 O tratamento tópico com hidrogel de hemicelulose diminui a atividade 

da enzima mieloperoxidase (MPO) durante a fase inflamatória da 

cicatrização em feridas excisionais 

 

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi mensurada no dia 2 

após a indução da lesão (Figura 31). Houve uma significante redução (p < 0,05) 

na atividade da enzima MPO pelo grupo tratado com hidrogel contendo somente 

hemicelulose (24,47 ± 4,82) quando comparado ao grupo Sham (40,14 ± 3,86) e 

HgCpPII 0,2% (51,47 ± 6.36). O grupo HgCpPII 0,2% não diferiu do controle. 
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Figura 31. As hemiceluloses diminuem a atividade da enzima MPO 
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 Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) a partir de amostras de feridas no dia 2 após a 
cirurgia. Os dados são expressos como média ± média de erro padrão (S.E.M.) da unidade de 
atividade de MPO (UA / mg de tecido). ap < 0,05 indica diferença estatística comparada com o 
grupo Sham e bp <0 ,05 em comparação com o grupo Hemi (n = 5 animais/grupo/experimento, 
teste ANOVA-Bonferroni).    



97 

 

5.4.2 O tratamento tópico com hidrogel modula os níveis de nitrito nas fases 

inflamatórias e proliferativas de feridas excisionais 

 

Os níveis de óxido nítrico (NO) foram determinados indiretamente pela 

medida de nitrito nas amostras teciduais de feridas excisionais coletadas no dia 2 

e 7 (Figura 32). No dia 2, foi observado redução significativa (p < 0,05) dos níveis 

de nitrito no grupo tratado com hidrogel Hemi, contendo somente hemicelulose 

(19,71 ± 2,69). Não houve diferença entre o grupo Sham (44,75 ± 4,85) e grupo 

tratado com hidrogel de CpPII a 0,2% (41,92 ± 3,74).  

No dia 7, o grupo HgCpPII 0,2% apresentou uma redução dos níveis 

de nitrito (30,70 ± 1,78) quando comparada ao grupo Sham (48,44 ± 1,49  - p < 

0,0001) e Hemi (39,29 ± 2,51 - p < 0,05). O intervalo entre o dia 2 e o dia 7 revelou 

uma mudança nos níveis de nitrito os quais se apresentaram com níveis 

aumentados no grupo Hemi e diminuídos no grupo HgCpPII 0,2% ao longo dos 

dias avaliados (p < 0,05). 

 

Figura 32. As hemiceluloses diminuem os níveis de nitrito. 
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Amostras de feridas nos dias 2 e 7 após a cirurgia foram coletadas para dosagem dos níveis de 
nitrito. Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média (S.E.M.) de níveis de nitrito 
(NO3-/NO2-) (μM), respectivamente. ap <0,05, bp <0,001 e cp <0,0001 indicam diferença estatística 
comparada com o grupo Sham e dp <0,05 em comparação com o grupo Hemi (n = 5 
animais/grupo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni). 
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5.4.3 O tratamento tópico com HgCpPII 0,2 % modula a liberação de citocinas 

A determinação dos níveis de citocinas foram obtidas a partir de 

homogenatos de biópsias de feridas excisionais coletadas no 2º dia após a 

indução da lesão. Os resultados foram expressos em picograma de citocina/mL 

do sobrenadante/mg de tecido (Figura 33). 

Os níveis de IL1-ȕ no grupo tratado (3.069±214,5) e no grupo Hemi 

(2.789± 210,7) mostraram um significante aumento (p < 0,001) comparado ao 

grupo Sham (1.914± 229,8). Foram também avaliados os níveis de IL6 revelando 

um aumento nos grupos tratado com hidrogel Hemi (1.289 ± 35,06) e CpPII a 0,2% 

(1.329± 18.47) quando comparados ao controle Sham (p < 0,001). 

 

 

Figura 33. Citocinas pró-inflamatórias medidas em feridas. 
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No dia 2 após a cirurgia, os animais foram sacrificados e os tecidos das feridas excisais foram 
removidos para determinar os níveis de citocinas IL1-ȕ (A) e IL-6 (B) por ELISA. Os dados são 
expressos como média ± erro padrão da média (S.E.M.) de citocina/mL a partir do sobrenadante / 
mg de tecido. ap < 0.05, bp < 0.001 e cp < 0.0001 indicam diferença estatística em comparação 
com o grupo Sham (n = 5 animais/grupo/tempo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni). 
 

B A 
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5.4.4  O tratamento tópico com hemiceluloses e proteínas fitomoduladoras 

reduzem a peroxidação lipídica.  

 

O teste de substâncias ácidas reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

quantifica o malondialdeído (MDA), um dos principais produtos de decomposição 

dos hidroperóxidos de ácidos graxos poliinsaturados, formado durante o processo 

oxidativo.  

O conteúdo de malondialdeído (MDA) de amostras de feridas, como 

um índice de peroxidação lipídica, foi mensurado nos dias 2 e 7 após cirurgia e 

está apresentado na Figura 34. Os valores foram expressos como atividade de 

MDA (nM/mg de tecido). 

No dia 2, houve significante redução no conteúdo de MDA nos grupos 

tratados com hidrogel Hemi (81,50 ± 4,01) e HgCpPII 0,2% (86,88 ± 11,23) quando 

comparados ao grupo Sham (131,9 ± 13,56).  

No dia 7, não foram observadas diferenças significativas no conteúdo 

de MDA, entre os grupos. Observou-se uma redução no conteúdo de MDA no dia 

7, quando comparado ao dia 2. 
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Figura 34. Hemiceluloses e proteínas fitomoduladoras reduzem a peroxidação 

lipídica. 
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O teor de malondialdeído (MDA) das amostras de feridas, como índice de peroxidação lipídica, foi 
medido nos dias 2 e 7 após a cirurgia. Os dados são média de três experimentos independentes 
e são expressos como média ± média de erro padrão (S.E.M.) de MDA (nM / mg de tecido). ap < 
0,05 indica diferença estatística em comparação com o grupo Sham (n = 5 
animais/grupo/tempo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni). 
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5.5 Proteínas laticíferas livres de hemiceluloses e em hidrogel contendo 20 

mM de iodoacetamida promove eficientemente a cicatrização. 

 

Neste ensaio foram investigados o efeito de amostras de hidrogéis de 

proteínas laticíferas a 0,2% contendo iodoacetamida a 20 mM bem como o efeito 

da fração de proteínas laticíferas CpPII livres de hemiceluloses no modelo 

experimental   de cicatrização  conforme  protocolo III (Figura 14).  

Os resultados das análises macroscópica (sinais flogisticos, queda da 

crosta, progresso da cicatrização durante 14 dias através do percentual de 

contração da ferida) e análises microscópicas (re-epitelização e síntese do novo 

epitélio) estão apresentados a seguir. 

 

5.5.1. Aspectos macroscópicos de feridas excisionais sob o tratamento com 

hidrogéis contendo a fração protéica (CpPII): sinais flogísticos e queda da 

crosta 

 

No estudo macroscópico, as feridas foram acompanhadas diariamente 

quanto aos sinais flogísticos da inflamação, presença de exsudato, crosta e 

progresso da cicatrização. Os parâmetros flogísticos de edema e hiperemia foram 

observados no 2º dia relacionados a intensidade e estão apresentados na Tabela 

9.  

Como apresenta a referida tabela, os grupos tratados com WCpPII 0,2% e 

HgCpPII-IAA 0,2% apresentaram maior edema (p < 0.05) quando comparado ao 

grupo controle Sham. A hiperemia foi significativa (p < 0.05) em WCpPII 0,2% 

comparada aos outros grupos. No dia 2, todos os grupos apresentaram crosta, 

mas não havia exsudato nas feridas. 

O curso de tempo da queda da crosta estão detalhados na Tabela 10. As 

crostas das feridas dos animais tratados com WCpPII 0,2% começaram a cair logo 

com 6 dias da indução da lesão similar ao grupo controle positivo Purilon®, 

enquanto os grupos tratados com HgCpPII 0,2% e HgCpPII-IAA 0,2% iniciaram a 

queda dois dias depois comparados ao grupo controle. No entanto, entre o 8º ao 

11º dia houve um grande percentual de queda de crosta no grupo HgCpPII0-IAA 

0,2% comparado aos outros tratamentos. 
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Tabela 9. Avaliação semi-quantitativa de sinais flogísticos induzidos por WCpPII 

0,2% e HgCpPII-IAA 0,2% no dia 2. 

Grupos  Edema Hiperemia Crosta  

 

Exsudato 

Sham  1,5 (1-2) 2 (1-3) P A 

Purilon  2 (1-2)b 2 (2-3) P A 

Hemi 1 (0-3) 2 (1-3) P A 

WCpPII 0,2% 2 (1-3)c 3 (2-3) P A 

HgCpPII 0,2% 2 (0-2) 2 (1-3) P A 

HgCpPII-IAA 0,2% 1 (1-3)a 2 (2-3) P A 

Os parâmetros de edema e hiperemia foram observados no 2º dia e graduados em escores de 0 
a 3 quanto a intensidade (0 - ausente, 1 - leve, 2 - moderado e 3 - intenso). Os resultados foram 
expressos como mediana e variação, respectivamente. ap < 0,05, bp < 0,001 e cp < 0,0001 indica 
diferença estatística comparada com o grupo Hemi (n = 15 animais/grupo, Teste Kruskal-Wallis 
seguido do teste Dunn). (P) presente e (A) ausente. 
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Tabela 10. O tratamento com WCpPII 0,2% e HgCpPII-IAA 0,2% (m/v) de 

proteínas laticíferas aceleram a queda da crosta da ferida. 

Dias 

Grupos 

6 7 8 

 

9 10 11 12 13 14 

Sham  0 0 0 0 0 16,66 16,66 33,33 100 

Purilon  16,66 0 0 33,33 50 66,66 83,33 100 - 

Hemi 0 0 0 20 40 60 70 80 100 

WCpPII 0.2% 11,11 11,11 11,11 11,11 22,22 66,66 100abcd - - 

HgCpPII 0.2% 0 0 13,3 13,3 33,3 33,3 53,3 86,3 100 

HgCpPII-IAA 

0.2% 

0 0 25 37,5 62,5 87,5 87,5 100abd - 

ap < 0,05 indica diferença estatística em comparação com o grupo Sham, bp  < 0,05 indica diferença 

estatística em comparação com o grupo Veículo,cp < 0,05 indica diferença estatística em 

comparação com o grupo Purilon e dp < 0,05 indica diferença estatística em comparação com 

grupo HgCpPII 0,2% (n = 15 Animais / grupo, teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn).  
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5.5.2. Aspectos macroscópicos de feridas excisionais sob o tratamento com 

hidrogéis contendo a fração protéica (CpPII): percentual de contração 

 

A Figura 35 mostra o percentual de contração de feridas tratadas com 

proteínas laticíferas (CpPII) livres de hemicelulose e com hidrogel contendo 

iodoacetammida 20 mM. O tamanho das lesões foi mensurado nos diferentes dias 

de estudo pós-cirurgia (2, 7, 12 e 14), para cálculo da contração da ferida.  

No dia 2 pós-cirurgia, os grupos experimentais WCpPII 0,2% e 

HgCpPII-IAA 0,2% apresentaram percentuais de contração significativos (43,38% 

± 3,02) e (41,92% ± 2,61) sendo equivalentes ao Purilon® gel (44,51% ± 3,52) e 

diferiram (p < 0,05) dos grupos controles Sham (31,49% ± 3,56), Hemi (29,66% ± 

3,66) e HgCpPII 0,2% (37,47% ± 1,84). 

No dia 7 o grupo tratado com Purilon® gel apresentou maior contração 

(81,99% ± 4,41) diferindo dos demais grupos (p < 0,05). O grupo HgCpPII-IAA 

0,2% apresentou contração significativa (66,89% ± 2,59) em relação aos grupos 

controle Sham (54,12% ± 1,15) e grupo Hemi (54,84% ± 2,73) enquanto o grupo 

WCpPII 0,2% (64,12% ± 2,66) diferiu apenas do grupo Sham (p < 0,05).  

O grupo tratado com HgCpPII 0,2% apresentou o percentual de 

contração 59,61% (± 3,43), não diferindo dos tratamentos com CpPII. 

No dia 12 pós-cirurgia, os maiores percentuais de contração 

novamente foram observados no grupo de referência tratado com Purilon® gel 

(96,57% ± 2,60) em relação aos demais tratamentos (p < 0,05).  

Dentre os grupos tratados com CpPII, apenas o grupo HgCpPII-IAA 

0,2% apresentou contração significativa (89,11% ± 1,91) em relação ao grupo 

controle Sham (80,27% ± 2,91). Não houve diferença entre os grupos Hemi 

(81,43% ± 3,36), WCpPII 0,2% (83,88% ± 3,46) e HgCpPII 0,2% (85,30% ± 3,37), 

e ambos também não diferiram do controle.   

No 14º dia de experimento 100% das feridas estavam cicatrizadas no 

grupo Purilon®. Também se observou maiores percentuais de contração nos 

grupos tratados com CpPII em relação aos controles. Apenas os grupos Purilon® 

e WCpPII 0,2%, diferiram do Sham (p < 0,05).  
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Figura 35. Proteínas laticíferas de C. procera aceleraram eficientemente a 

contração da ferida. Percentual de contração da ferida nos dias 2, 7, 12 e 14 após 

a cirurgia. 
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Os dados são expressos como média ± média de erro padrão (S.E.M) da contração média da 
ferida. ap < 0.05, bp < 0.001 e cp < 0.0001 indicam diferença estatística em comparação com o 
grupo Sham, dp < 0.05 e ep < 0.001 em comparação com o grupo Purilon, fp < 0,05 comparado 
com o grupo Hemi - (n = 5 animais/grupo, teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni). 
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Os aspectos macroscópicos da resolução da cicatrização no 14º dia 

pós-cirurgia estão apresentados na figura 36. Macroscopicamente a maioria das 

feridas dos grupos analisados apresentaram resolução no 14º dia pós-cirurgia.   
Figura 36. Proteínas laticíferas  livres de hemiceluloses e em hidrogel contendo 

iodoacetamida 20 mM melhoram eficientemente a cicatrização.     
Aspectos macroscópicos da cicatrização no dia 14 após a cirurgia. (Sham) animais não tratados, 
(WCpPII) animais tratados com proteínas laticíferas a 0,2% (m/v) sem hemiceluloses, (HgCpPII 
0,2%) animais tratados com hidrogel de proteínas laticíferas a 0,2%, (HgCpPII-IAA 0,2%) animais 
tratados com hidrogel de proteínas laticíferas a 0,2% contendo iodoacetamida 20 mM (m/v), 
animais tratados com hemiceluloses hidrogel (Hemi) e fármaco de referência como controle 
positivo (Purilon).              

__
__

          Sham                    Purilon      Hemi     WCpPII 0.2%        HgCpPII 0.2%      HgCpPII-IAA 0.2%             
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5.5.3 As proteínas fitomoduladoras favoreceram a síntese do novo epitélio 

  A medida da espessura do novo epitélio (μm)  foi obtida no 14º dia pós-

cirurgia (Figura 37 A). A figura 37 B, apresenta a performance das proteínas 

fitomoduladoras  sob a síntese do novo epitélio. 

 A espessura do novo epitélio foi maior nos grupos tratados com as 

proteínas fitomoduladoras a 0,2% quando comparados aos grupos sham, purilon 

e hemi. 

 Os grupos tratados com WCpPII 0,2%, HgCpPII-IAA 0,2% e HgCpPII 

0,2% apresentaram os maiores valores de espessura do novo epitélio: 13,85μm ± 

0,38; 12,29μm ± 0,29 e 11,15 μm ± 0,30 respectivamente. 

 Proteínas laticíferas dissolvidas somente em água, (WCpPII 0,2%) 

diferiram significativamente dos grupos controles e demais grupos tratados com 

CpPII (p < 0,05).  

O grupo tratado com HgCpPII-IAA 0,2% não diferiu do grupo tratado 

com CpPII incorporada em hidrogel (HgCpPII-IAA 0,2%). Este resultado 

demonstra  a eficiente capacidade de CpPII em estimular síntese de novo epitélio 

(NE) evidente nas imagens de 4 a 6  a nível microscópico da espessura do novo 

epitélio, representativas dos grupos experimentais (Figura 37 B).  
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Figura 37. As proteínas fitomoduladoras favoreceram a síntese do novo epitélio.  
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(A) Medidas da espessura do novo epitélio (μm) no dia 14 pós-cirurgia e (B) visões histológicas do 
novo epitélio (NE). ap < 0,05 e bp < 0,001 indicam diferença estatística em comparação com o 
grupo Sham (1), cp < 0,05 comparado com o grupo Purilon (2), dp < 0,05, ep < 0,001 com o grupo 
HgCpPII 0,2% e fp < 0,001 com o grupo HgCpPII-IAA 0,2% (4) - (n = 5 animais/grupo, teste ANOVA 
seguido por teste de Bonferroni). (5) animais tratados com hidrogel de proteínas laticíferas a 0,2% 
(HgCpPII 0,2%) e (6) animais tratados com hidrogel de proteínas laticíferas contendo 
iodoacetamida 20 mM a 0,2% (HgCpPII-IAA 0,2%).  
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 6 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, todas as amostras de hidrogel apresentaram 

valores de microorganismos viáveis dentro dos limites permitidos pela legislação. 

O critério aceito para a qualidade microbiológica de formulações não-estéreis é de 

103 UFC/g para bactéria e até 102 UFC/g para fungos de acordo com a 

Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010).   

De fato, ambos os materiais, hemicelluloses a proteínas laticíferas, 

foram cuidadosamente manipuladas sobre condições assépticas para o preparo 

das formulações. Seguiu-se criteriosamente o mesmo protocolo para todos os 

hidrogéis formulados e testados nos ensaios subsequentes. Durante o controle de 

qualidade, testes físico-químicos e microbiológicos devem ser realizados nas 

formulações (PINTO; KANEKO, 2010; REBELLO, 2004).  

Conforme regulamento sanitário, as boas práticas de fabricação do 

produto em todas as etapas, garante a segurança e qualidade dos produtos, uma 

vez que essas substâncias são aplicadas na pele (BRASIL, 2008).  

Considerando que a contaminação microbiana de um produto pode 

acarretar alterações em suas propriedades físicas e químicas e ainda caracteriza 

risco de infecção para o usuário (RIBEIRO, 2010; REBELLO, 2004), os produtos 

farmacêuticos de uso tópico que não têm como requerimento serem estéreis, 

devem estar sujeitos ao controle de contaminação microbiana (PINTO; KANEKO, 

2010).  

É importante destacar que o crescimento microbiano deve ou não 

causar modificações visíveis na formulação. A perda da estabilidade deve ocorrer 

por quebra da emulsão, alteração nas características físico-químicas, e mudanças 

na cor, odor e consistência do produto. Qualquer alteração física, química ou 

microbiológica do produto pode impactar na qualidade, segurança e eficiência do 

produto final e, portanto, pode afetar, direta ou indiretamente, a saúde dos 

pacientes (KUMAR et al., 2011). 

Os resultados do estudo físico-químico e macroscópico desde a 

elaboração até o armazenamento da formulação por um período de tempo 

revelaram que os hidrogéis são biocompatíveis, estáveis e não possuem 

capacidade de corrosão da pele. 
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A análise da formulação após 24 h de preparo é uma recomendação 

da ANVISA (BRASIL, 2004), o que assegura o resfriamento e acomodação 

estrutural do produto após sua fabricação. Alves et al., (2007), obtiveram valores 

de pH em torno de 7,0 em seu estudo envolvendo um gel hidrofílico.  

O estudo do pH é útil para avaliar se a formulação é biocompatível e 

não causa corrosão na pele considerando que o estrato córneo apresenta 

resistência a alterações de pH, tolerando uma variação de 3 a 9 (AULTON, 2005).  

Segundo Ferreira (2008), valores de pH entre 5 e 7, para formulações 

tópicas, evitam possíveis irritações cutâneas. O pH é um parâmetro prático para 

avaliar a estabilidade química da amostra durante o armazenamento, uma vez 

que variações de pH podem indicar que  houve degradação e/ou contaminação 

microbiológica ao longo do tempo (SMART; SPOONER, 1972). 

A estabilidade dos hidrogéis foi estimada por medição da atividade 

proteolítica total de CpPII num período de curso de tempo. As proteases são o 

principal marcador molecular dessa amostra e a sua atividade foi tomada como a 

referência de estabilidade ao armazenamento a 4 e 25 °C. Em todos os hidrogéis 

testados, a atividade proteolítica a pH 6,0 era significativamente mais elevada do 

que a atividade proteolítica a pH 5,0. A atividade proteolítica do gel contendo 

apenas hemiceluloses foi também mensurada, comprovando sua ausência. 

A perda de atividade proteolítica do hidrogel HgCpPII 0,2% foi 

mensurada durante 30 dias de armazenamento em diferentes temperaturas (4 ºC 

e 25 ºC) para investigar a melhor condição de armazenamento da formulação. Os 

resultados também indicaram que o HgCpPII 0,2% armazenado a 25 ºC 

apresentou perda significativa de atividade proteolítica após a primeira semana de 

elaboração e armazenamento em comparação com o hidrogel armazenado a 4 

ºC. A atividade medida após 30, 90, 180 e 365 dias de armazenamento a 4 °C foi 

progressivamente reduzida atingindo um mínimo de 61,23% de atividade após um 

ano.  

A estabilidade ambiental e biológica de hidrogéis para aplicações 

biomédicas também foi estudado por Roy et al., (2013). As propriedades 

organolépticas, macroscópicas e retenção de atividade das amostras foram 

avaliadas sob diferentes temperaturas de armazenamento. O armazenamento dos 

hidrogéis a 5ºC±2ºC (sob refrigeração) foi a condição de armazenamento mais 
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apropriada evidenciado pela manutenção dos parâmetros avaliados, que não 

variaram significantemente ao longo de 180 dias (Roy et al., 2013)..  

A avaliação do hidrogel CpPII durante 1 ano, demonstra a maior 

estabilidade da formulação ao armazenamento a 4ºC. As hemiceluloses atuaram 

satisfatoriamente como bom veículo uma vez que a formulação não apresentou 

alterações macroscópicas e conseguiu manter a bioatividade das proteínas 

laticíferas a 0.2%. A análise da estabilidade foi útil para compreender a estrutura, 

função e desempenho da formulação.  

Roy et al, (2013), ressalta a necessidade de dar atenção a apropriadas 

condições de armazenamento dos hidrogéis preparados para aplicações na saúde 

pois contribuem para a maior estabilidade, sendo fator essencial para manutenção 

da qualidade, segurança e eficácia do produto.  

No presente trabalho utilizou-se as galactomananas de C. pulcherrima 

sendo a fonte de hemiceluloses como suporte para as proteínas fitomodulatórias. 

Após a formulação do hidrogel, a eficácia para o uso tópico do mesmo foi avaliada 

pela biocompatibilidade dérmica, estimativa da contração, parâmetros 

histológicos e bioquímicos. 

Ensaios de toxicidade dermal aguda são utilizados para definir os 

efeitos adversos induzidos, por dose única ou múltipla da amostra teste, durante 

um curto período de administração  (DRAIZE, 1959). Portanto, a irritação dérmica 

foi avaliada nesse estudo durante as primeiras 6 horas de aplicação do produto e 

depois a cada 7 dias consecutivos através da presença de edema por desafio 

cutâneo com a menor dose de hidrogel que apresentou atividade farmacológica.  

Em ensaio agudo de irrititabilidade dermal, o hidrogel elaborado, não 

mostrou-se irritante. Apenas no ensaio com aplicações múltiplas diárias em pele 

escarificada, o grupo de animais que recebeu o hidrogel HgCpPII 0,2%, 

apresentou maior espessura cutânea. Isso foi evidente do primeiro até o 3º dia do 

teste quando comparado aos grupos controles (p < 0,05).  

Os resultados foram corroborados com outros achados através de 

observação de edema intenso e hiperemia indicando que HgCpPII 0,2% estimula 

a inflamação nesse primeiro período pós-lesão. Após o 4º dia de tratamento, a 

espessura da pele dos animais permaneceu constante em todos os grupos (p> 

0,05%).  
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O Índice de Irritação Primária (IIP) após a avaliação do hidrogel 

HgCpPII 0,2% sobre pele intacta e pele escarificada indicou que HgCpPII 0,2% 

não foi irritante, sugerundo ser adequado para uso dérmico, neste modelo 

experimental.  

Os resultados dos testes de irritabilidade aliados aos ensaios de 

cicatrização já descritos,  também indicam que uma maior concentração de 

proteínas do látex, como o hidrogel HgCpPII 0,5% não testado neste ensaio de 

irritabilidade, possa apresentar IIP superior Ao encontado para HgCpPII 0,2% 

devido as reações inflamatórias mais intensas observadas no ensaio de 

cicatrização conforme protocolo II, podendo ser classificado como substância 

irritante neste modelo experimental.  

A irritação dérmica é um ponto limitante no desenvolvimento da fórmula 

de aplicação tópica orientada e isso é especialmente crítico para promoção da 

cicatrização de feridas (KO et al., 2010). Ademais, uma elevada concentração de 

proteases em feridas pode causar irritação da pele intacta ao redor e resultar em 

eritema intenso e descamação (ROCHA et al., 2005), o que não foi observado em 

nosso estudo. 

O processo de cicatrização inicia-se por uma fase inflamatória aguda 

exibindo os sinais flogísticos (GOLDMAN, 2004). Esse processo pode durar de 

quatro a seis semanas e é medido por vários parâmetros, tais como formação de 

matriz extracelular, aumento da contração da ferida, presença de fibroblastos e 

colágeno, neovascularização, processos de re-epitelização e remodelamento de 

colágeno (BOYCE ; WARDEN, 2002; MANSOURZADEH et al., 2015).  

No ensaio de cicatrização testando duas concentrações de hidrogel de 

CpPII (0,2% e 0,5% m/v) conforme protocolo II, verificou-se macroscopicamente, 

que todos os grupos analisados apresentaram margens de feridas limpas e sem 

exsudação durante o período de exame. Isso foi indicativo de que não ocorreu 

proliferação microbiana.  

No período inflamatório, o edema cutâneo e hiperemia foram mais 

intensos nas feridas tratadas com HgCpPII 0,5% em relação aos grupos controle. 

Este grupo também acelerou a queda da crosta da ferida logo no 6º dia. Foi 

observado, neste grupo, que as feridas sem crosta apresentaram-se com aspecto 

bastante hiperêmico permanecendo evidente até o dia 10. Isso foi sugestivo de 

um processo inflamatório mais intenso e prolongado (STADELMANN et al., 2008). 
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O aspecto macroscópico das feridas tratadas com hemiceluloses sugeriu menor 

inflamação e foi comparável ao grupo Sham.   

Proteínas laticíferas de C. procera também foram estudadas na 

cicatrização de feridas experimentais por Figueiredo et al., (2012). No estudo, as 

proteínas totais do látex, fração LP, foram incorporadas em uma biomembrana 

sintética de álcool polivinil (BioMem PVA/PL) e a eficácia na cicatrização foi 

determinada. Animais implantados com biomembrana contendo proteínas a 0,2% 

também apresentaram moderado edema em relação ao grupos controles, mas 

sem diferença na hiperemia. 

Embora no nosso estudo, tenha ocorrido a queda precoce das crostas 

das feridas no grupo tratado com HgCpPII 0,5%, a maioria das feridas do grupo 

tratado com HgCpPII 0,2% estava sem crosta no dia 13º pós-cirurgia sendo este 

resultado significativo quando comparado aos animais tratados com  hidrogéis 

HgCpPII 0,5%, Hemi e grupo controle. A crosta é resultado da ferida após uma 

perturbação anatômica e funcional da pele geralmente associado com 

hemorragia, contração vascular, coagulação, preenchimento tecidual e ativação 

de células inflamatórias (LIM et al., 2009).  

Na superfície da ferida, o coágulo que seca forma uma crosta que é 

composta por sangue, restos celulares desvitalizados e partículas de tecidos. 

Após a resposta celular entre 24 a 48 horas as células migram da membrana basal 

até o local afetado por mitose e vão preenchendo o espaço (FEESS et al, 2016). 

Enquanto as células epiteliais se deslocam há liberação da enzima proteolítica 

colagenase para dissolver a ligação na base da crosta e facilitar a sua migração. 

Uma vez que a ponte epitelial está completa a crosta é posteriormente separada 

da superfície da ferida  (HEDLUND 2005; HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010). 

Analisando-se a contração da ferida, observa-se que este parâmetro 

progrediu mais rapidamente nos animais tratados com HgCpPII 0,2% em 

comparação com os grupos de controle. Desde o 2º dia após indução da lesão o 

grupo com menor concentração de proteases apresentou redução significativa da 

área não-cicatrizada, consequentemente maior contração da ferida. Esta atividade 

de contração pode ser atribuída a presença de miofibroblastos no tecido de 

granulação (ROZAINI et al., 2005) que foi observado em nosso estudo após o 2º 

dia de indução da lesão. Assim, a maior taxa de contração nos grupos de 

tratamento sugerem que HgCpPII estimula a formação de tecido de granulação 
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com maior quantidade de miofibroblasto (ALJADY et al, 2000; ROZAINI et al., 

2005).  

HgCpPII 0,5% reforçou o fechamento da ferida apenas no dia 10. Neste 

modelo de ferida experimental, pensou-se que ambos os hidrogéis fossem 

eficientes para promover a cicatrização, porém, pela avaliação macroscópica, o 

tratamento com hidrogel HgCpPII a 0,2% demonstrou uma atividade mais eficaz. 

É importante destacar que a proteólise parece ser essencial tanto na fase 

inflamatória como na fase de remodelamento para a cicatrização normal das 

feridas (KYRIAKIDES; MACLAUCHLAN, 2009). Os resultados obtidos com as 

duas concentrações de CpPII sugerem que neste modelo de ferida uma maior 

concentração de proteases foi útil no início da fase cicatricial, promovendo a 

proteólise do tecido o que acelerou a fase inflamatória, favorecendo o 

desprendimento da crosta das feridas. Esse resultado foi confirmado nos animais 

do grupo HgCpPII a 0,5%, pois suas crostas tenderam a cair mais rápido quando 

comparado ao grupo HgCpPII a 0,2%. A medida que o progresso da cicatrização 

ultrapassou esse estágio, e o processo de cicatrização atingiu o 13º dia, foi 

significativa a queda de crosta dos animais tratados com hidrogel contendo uma 

menor concentração de protease. Portanto, os resultados macroscópicos obtidos 

sugerem que HgCpPII a 0,2% atuou de forma mais efetiva na fase proliferativa 

para a resolução da cicatrização.  

No exame histológico no 2º dia pós-cirurgia, foi houve a presença de 

infiltrado inflamatório próximo a crosta e na derme papilar além de intensa 

presença de linfócitos nas margens da ferida dos grupos tratados com hidrogel 

contendo a fração CpPII. O grupo tratado somente com hemiceluloses (Hemi) 

apresentou discreto edema e menor infiltrado de células inflamatórias.  A 

neovascularização e proliferação de fibroblastos foi mais pronunciada entre os 

grupos tratados com os hidrogéis contendo CpPII quando comparados ao grupos 

Hemi e controle. No 14º dia pós-cirurgia, embora fossem observados tecidos com 

discreta presença de foco inflamatório remanescente nos grupos tratados com 

HgCpPII 0,2% e HgCpPII 0,5%, este achado não foi significante, uma vez que 

todos os grupos exibiram re-epitelização no dia 14 e não havia mais ulceração.  

A atividade proteolítica do hidrogel CpPII, pode ter ativado 

componentes da matriz após lesão (KYRIAKIDES; MACLAUCHLAN, 2009), 

contribuindo para a proliferação de células de forma mais equilibrada neste 
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modelo de ferida com a concentração de hidrogel  a 0,2% de CpPII. Desta 

perspectiva, a eficácia do hidrogel de proteínas laticíferas a 0,2% neste modelo 

de ferida com aspecto macroscópico sem tecido necrótico e/ou infecção, pode ser 

explicada. É importante ressaltar que a escolha da abordagem utilizada como a 

concentração mais adequada de proteases no uso clínico vai depender do 

tamanho, localização, tipo de ferida e das características macroscópicas do tecido 

como presença de exsudato ou infecções (FERREIRA, 2010), sendo uma 

sugestão de amplas aplicações o uso do hidrogel com diferentes concentrações 

de CpPII.   

A relação entre as propriedades inflamatórias das proteases presentes 

no látex de Calotropis procera foi estudada por Ramos et al., (2012). O estudo 

realizado com camundongos avaliou a eficácia da atividade proteolítica, 

em  manter a homeostase da coagulação na sepse e concluiu que as proteases  

cisteínicas presentes no látex desta planta estavam envolvidas nesse processo.  

No estudo, o hidrogel contendo a fração CpPII de proteínas do látex de 

C. Procera  parece ter envolvimento desde a fase da hemostasia na cascata de 

coagulação, contribuindo positivamente na formação de fibrina, ativação de 

células inflamatórias e liberação de mediadores-alvos favorecendo o processo 

cicatricial nos grupos tratados.  A formação do coágulo de fibrina é, portanto, um 

passo importante na promoção do início das fases inflamatória e de reparação da 

ferida uma vez que imediatamente após a injúria da pele, a hemostasia é atingida 

através da vasoconstrição, ativação mediada por plaquetas da cascata intrínseca 

da coagulação, terminando na formação de um coágulo de fibrina. Neste processo 

também há a liberação de citocinas pró-inflamatórias a partir de tecido danificado 

e o coágulo recém-formado atuam como potentes sinais quimiotáticos para 

recrutar neutrófilos, células endoteliais e fibroblastos para a ferida (ÖZTÜRK; 

ERMERTCAN, 2011; PORTOU et al., 2015). 

Um efeito notável observado no uso dos hidrogéis foi o incremento na 

espessura epitelial na fase proliferativa da cicatrização. A espessura do epitélio 

nos leitos das feridas foi maior no grupo HgCpPII 0,2% (p <0,05%). Este resultado 

sugere que os animais deste tratamento atingiram uma cicatrização mais 

completa. Um aumento na espessura da pele está relacionada com a intensa 

atividade de queratinócitos. Isso indica que o hidrogel estimulou a proliferação de 
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células epitéliais o que resultou na construção de um epitélio mais denso, 

provavelmente composto de mais camadas de células (HU et al., 2014).  

A análise macroscópica do grupo HgCpPII 0,2% foi coerente com os 

achados histológicos através da re-epitelização mostrando aceleração do 

processo cicatricial. A aceleração da cicatrização ocorre pela contração da ferida, 

angiogênese, formação de tecido de granulação e também pela presença da 

epitelização (LIU et al., 2011).  

Yang et al, (2016) avaliaram mudanças morfológicas na regeneração 

da epiderme em tecidos normais e tecidos cicatrizados. Os referidos autores 

observaram maior proliferação de queratinócitos, compondo várias camadas na 

epiderme cicatrizada do que na pele normal. Foi evidenciado ainda, alterações na 

membrana basal, e a epiderme do tecido cicatricial era obviamente mais espessa 

do que a da pele sem lesão. Nesse sentido, os autores concluíram que durante o 

processo de cicatrização da pele, alterações na formação da membrana basal 

deve afetar a proliferação de queratinócitos, a remodelação epitelial e tecidual, o 

que resulta na formação da cicatriz.  

O processo de fibroplasia e a deposição de colágeno são eventos 

iniciados nas fases proliferativa e de remodelação do processo de cicatrização 

(BURLANDO; CORNARA, 2013). Esses eventos foram apresentados em lâminas 

histológicas de feridas excisionais ao dia 14 após a cirurgia. A avaliação 

quantitativa das seções sugeriu que HgCpPII 0,2% proporcionou melhor estímulo 

para fibroplasia, como evidenciado por maior número de fibroblastos quando 

comparado aos grupos de controle (p < 0,05).  

No entanto, observou-se que a deposição de colágeno em HgCpPII 

0,2% foi semelhante a HgCpPII 0,5% e maior (p < 0,0001) se comparada aos 

controles. Fibroblastos são células importantes do processo de reparo, devido sua 

proliferação na ferida, o colágeno emerge e resulta em rápida cicatrização 

(THORNE, 2013). Sugere-se que as proteases da fração CpPII presentes nos 

hidrogéis 0,2% e 0,5% atuam no remodelamento da matriz extracelular MEC e 

também deve ter contribuído para aumentar a inflamação e hiperemia e  nos 

grupos tratados com CpPII.  

Durante o debridamento do tecido há quebra de componentes da matriz 

extracelular e da membrana basal os quais liberam peptídeos ativos que 

estimulam o processo inflamatório e angiogênese, favorecendo  a formação de 
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tecido de granulação e a queda precoce da crosta. Todos esses fatores aliados a 

atividade de proteólise do tecido nas fases tardias da cicatrização contribuem para 

o remodelamento da nova matriz cicatricial. (DEMIDOVA‐RICE et al., 2011).  

Os mediadores inflamatórios e marcadores de estresse oxidativo da 

resposta cicatricial ao tratamento tópico com hidrogéis foram investigados. 

Hidrogéis contendo somente hemiceluloses (Hemi) e hidrogel contendo CpPII 

0,2%  foram estudados em feridas excisionais. HgCpPII 0,2% foi escolhida por ser 

a menor dose que apresentou atividade biológica e melhor performance no ensaio 

anterior de cicatrização. Neste estudo, a fase inflamatória foi caracterizada pelo 

aumento da atividade da MPO, medida no dia 2, indicando a presença de 

neutrófilos ativados nas feridas do grupo tratado. Vale ressaltar que as 

hemiceluloses reduziram a infiltração de neutrófilos em feridas enquanto as 

proteínas do látex a aumentaram.  

Após indução de uma ferida ocorre a formação de um tampão de 

plaquetas que limita o sangramento e estimula a liberação de citocinas. Este 

evento que inicia a cascata de coagulação, promove a amplificação e 

recrutamento de células para o desbridamento de tecido não viável. Os neutrófilos 

ativados e atraídos da corrente sanguínea são aprisionados no tampão 

plaquetário em resposta aos fatores de crescimento liberados pelas plaquetas 

como TGF-ȕ e PDGF (KOKANE et al., 2009; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 

2003). 

 Essas células polimorfonucleares iniciam o debridamento enzimático 

realizando fagocitose do tecido morto e criando um ambiente hostil para bactérias, 

usando espécies reativas de oxigênio. Os neutrófilos também liberam interleucina 

1 (IL1-ȕ), uma citocina com dupla função atuando tanto como pró-inflamatória e 

estimulando a proliferação de queratinócitos (CHILDS; MURTHY 2017). 

Em relação aos níveis de nitrito, seu aumento observado no dia 2 é 

devido ao influxo de neutrófilos. Na fase proliferativa, a produção de NO não é 

mais suportada pelos neutrófilos, mas pela presença de macrófagos no tecido 

presentes do tecido no dia 7. O NO é principalmente pelos neutrófilos ativados na 

fase inflamatória (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003), é inteiramente 

corroborada por essa observação. No dia 7, quando o pico da inflamação foi 

superado, o nível de NO reduziu sendo principalmente liberado por outras células 
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inflamatórias, como mastócitos e macrófagos que foram atraídos pelos neutrófilos 

(ORTEGA; GOMEZ et al., 2013).  

O óxido nítrico é um importante mediador do reparo normal de feridas. 

A síntese e acumulação de NO foi correlacionada com a deposição de colágeno 

em feridas (SCHÄFFER et al., 1996). Park et al., (2013), demonstraram que o 

excesso ou baixas concentrações de NO no ambiente da ferida é prejudicial  para 

a acumulação de colágeno.  

Os resultados dos níveis de NO produzidos no dia 2 e 7 pós-cirurgia 

podem estar relacionados com a maior produção de colágeno observada nos 

grupos tratados com CpPII a 0,2% e 0,5%, quando comparados aos grupos 

controle. Assim, um nível adequado de NO dentro do ambiente da ferida é 

requerido para síntese fisiológica de colágeno (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 

2003).    

Os mastócitos têm sido reconhecidos por participar em diferentes 

aspectos do processo de cicatrização e atuarem nas diferentes fases contribuindo 

também com os eventos de contração, angiogênese e re-epitelização durante o 

reparo da ferida (OSKERITZIAN, 2012; WULFF; WILGUS, 2013). Em feridas 

tratadas durante 14 dias com HgCpPII, o número de mastócitos degranulados foi 

superior, sendo mais intenso em animais que receberam maior concentração de 

proteínas do látex (HgCpPII 0,5%).  

O intenso infiltrado inflamatório também foi observado nas seções 

histológicas de feridas tratadas com CpPII, no dia 2 e pode estar relacionado a 

ação direta ou indireta dos mastócitos nas diferentes fases da cicatrização de 

feridas (WULFF; WILGUS, 2013). Os mastócitos contribuem para o processo 

inflamatório, quando degranulam liberam histamina nos estágios iniciais da 

cicatrização. Também há a produção de citocinas IL-1ȕ e IL-6 que ativam a 

proliferação de fibroblastos e a síntese de fibras de colágeno nas fases posteriores 

da cicatrização (WILGUS, 2008). Os mastócitos foram reconhecidos 

primeiramente como células envolvidas no processo alergênico (PUXEDDU et al., 

2003).  

Atualmente são documentados em realçar a inflamação através da 

vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, ativação e/ou recrutamento 

de células imunes circulantes de forma direta e também podem contribuir 

indiretamente pela liberação de alguns mediadores, incluindo histamina, 
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stimulando a produção de mediadores pró-inflamatórios por queratinócitos 

(WULFF; WILGUS, 2013).  

Assim, a performance da cicatrização observada nos grupos tratados 

com HgCpPII, que apresentaram maior deposição de colágeno pode estar 

diretamente relacionada com o envolvimento da degranulação de mastócitos e 

ativação de diferentes mediadores da fase inflamatória que atuam nas fases 

posteriores da cicatrização.   

Nesse contexto, a determinação dos níveis de ambas citocinas (IL-1ȕ 

e IL-6) no dia 2, nos tecidos tratados com HgCpPII 0,2%, concorda com essa 

observação apresentando-se com níveis maiores que o controle, provavelmente, 

estimuladas através da sinalização de mastócitos degranulados. 

Proteínas do látex também participaram ativamente da fase 

inflamatória da cicatrização, promovendo degranulação de mastócitos, ativação 

de macrófagos, recrutamento de neutrófilos e liberação de mediadores 

inflamatórios (óxido nítrico, TNF-α e IL-1ȕ) em estudo realizado por nosso grupo 

de pesquisa (RAMOS et al., (2016).  

Figueiredo et al., (2014) avaliou aspectos histológicos de feridas 

excionais tratadas com proteínas do látex e encontrou maior número de 

fibroblastos e deposição de colágeno quando comparado aos grupos controle no 

14º dia. A conclusão do estudo realizado ressalta o potencial pró-inflamatório das 

proteínas laticíferas e sua capacidade estimuladora da fibroplasia e colagênese. 

Importa destacar que as hemiceluloses diminuíram a atividade de MPO 

e estimularam a liberação de IL-1 e IL-6 no dia 2. Por conseguinte, as 

hemiceluloses apresentaram uma atividade anti-inflamatória no início do processo 

de cicatrização (provavelmente reduzindo a infiltração de neutrófilos).  

Este grupo também promoveu a liberação de mediadores inflamatórios 

(IL-1ȕ e IL-6), envolvidos na remodelação dos tecidos na fase posterior do 

processo de cicatrização.  

É provável que as hemiceluloses de C. pulcherrima tenham servido 

eficientemente como veículo para a liberação das proteínas fitomodulatórias, 

atuando em sinergia como hidrogel e modulando os níveis mediadores-alvos do 

processo de cicatrização. 

O estresse oxidativo é frequentemente um evento fisiológico 

secundário associado à inflamação (DUNNILL et al., 2015). O malondialdeído 



120 

 

(MDA) é fisiologicamente formado como um produto de peroxidação de lípidos de 

membrana e é um marcador eficiente de estresse oxidativo (YATES et al., 2017). 

O MDA foi medido em feridas de tecido como reativos contra TABS.  

Conforme relatado nos resultados, o MDA foi aumentado no dia 2, no 

pico da inflamação aguda. Contudo, o hidrogel evitou esse incremento no dia 2 e 

o estresse oxidativo foi reprimido no dia 7. Por conseguinte, o hidrogel também foi 

eficiente na inibição de dano oxidativo que poderia contribuir para acelerar o 

processo de cicatrização. Deve-se notar que o estresse oxidativo foi evitado nos 

grupos tratados com hemiceluloses e não foi mais incrementado quando as 

proteínas fitomoduladoras foram incorporadas no gel. 

Num conjunto adicional de experimentos, os efeitos de cicatrização de 

CpPII foram testados aplicando a amostra isenta das hemiceluloses nas feridas. 

Isso poderia informar se as proteínas eram independentemente ativas. 

Macroscopicamente, CpPII, dissolvido em água (WCpPII 0,2%), eficientemente 

acelerou a cicatrização, em comparação com Sham e foi semelhante ao HgCpPII 

0,2%. Essa hipótes foi confirmada pela classificação da contração da ferida. Além 

disso, quando CpPII foi inibido com IAA e incorporado ao gel, o hidrogel HgCpPII-

IAA 0,2% atuou de forma semelhante a HgCpPII 0,2%, indicando que não 

somente a atividade proteolítica da amostra poderia estar envolvida na 

performance cicatricial.  

Outras proteínas já identificadas na fração CpPII poderiam estar 

atuando nesse processo como as osmostinas (FREITAS et al., 2011), porém, 

estudos adicionais são necessários para suplantar esta hipótese e investigar o 

mecanismo de ação. Além disso, as proteínas dessa fração também poderiam 

agir como estímulo antigênico para as células imunoinflamatórias que modulam o 

processo cicatricial. 

As análises finais de desempenho envolveram a comparação direta de 

HgCpPII 0,2% com um fármaco comercial (Purilon®) que é um hidrogel de uso 

tópico composto por carboximetilcelulose e alginato de cálcio.  

Uma significante diferença no percentual de contração da ferida foi 

encontrado nos dias 2, 7 e 12 para o grupo tratado com HgCpPII-IAA 0,2% quando 

comparado ao controle. Os resultados obtidos podem ser explicados devido ao 

tratamento com hidrogéis criar um ambiente úmido no leito da ferida que é 

importante para estimular sua contração (GHADI et al., 2016). Chakavala et al., 
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(2012) demonstraram a atividade cicatrizante de uma formulação composta de 

0,75% de quitosana.  

O hidrogel foi eficiente em acelerar a cicatrização de feridas induzidas 

por queimadura (CHAKAVALA et al., 2012). Os hidrogéis combinam 

características da cicatrização de feridas úmidas com boa absorvência e são 

transparentes para permitir o monitoramento da cicatrização (ARCHANA et al., 

2016). Entre as novas formulações a serem aplicadas na pele danificada, os 

hidrogéis mostram a superioridade, uma vez que podem proporcionar um 

ambiente úmido para a ferida/queimaduras e ao mesmo tempo liberar o fármaco 

incorporado para a ferida (SUNG; YONG., 2010). 

A espessura do novo epitélio, examinada por histologia, no dia 14, foi 

então tomada como referência de proteção/resistência e reparação tecidual 

completa. Os dados revelaram que apesar de terem promovido uma contração 

mais rápida da ferida, Purilon® não ajudou a desenvolver novo epitélio sendo 

comparável ao Sham.  

As hemiceluloses não estimularam a síntese do epitélio. Em vez disso, 

de alguma forma o inibiu em comparação com Sham. No entanto, todos os grupos 

tratados com as proteínas fitomoduladoras estando ou não incorporados ao gel 

de hemicelulose (WcpPII 0,2%, HgCpPII 0,2%, HgCpPII-IAA 0,2%) favoreceram 

notavelmente a nova síntese de epitélio exibindo um aumento evidente da sua 

espessura. Esses resultados apontam para a eficácia das proteínas 

fitomoduladoras do látex no reparo da ferida, como relatado anteriormente 

(RAMOS et al., 2016). Além disso, a fórmula testada neste estudo realizou melhor 

reparação da ferida do que a droga de referência, em termos de completude do 

processo histológico.  

A literatura relata abundantemente os polissacarídeos propostos como 

veículos para a liberação de fármacos não tóxicos (FERREIRA et al., 2009), 

exibindo efeitos farmacológicos (COURA et al., 2017), associados à cicatrização 

de feridas (GHADI et al, 2016).  

Embora as hemiceluloses de C. pulcherrima pareçam contribuir para o 

desempenho dos hidrogéis como veículo, serão necessários mais estudos para 

entender melhor o papel que desempenha na fórmulação para fins cicatrizantes. 

Contudo, abaixo apresenta-se um resumo dos principais resultados 

obtidos no modelo estudado com a aplicação tópica do hidrogel de proteínas 
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laticíferas de C. procera. Destacou-se as células, mediadores-alvos envolvidos e 

possíveis ações das proteínas fitomoduladoras CpPII, em cada estágio da 

cicatrização (Fig. 38). 

 

Figura 38. Ações do hidrogel de proteínas laticíferas CpPII de C. 

procera nas diferentes fases da cicatrização de feridas e seus mediadores-alvos. 

 MPO: mieloperoxidase; NO: óxido nítrico; IL: interleucina; TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. 
O grande desafio deste trabalho foi desenvolver um hidrogel com ação 

fitomoduladora para acelerar a cicatrização de feridas. Tal trabalho gerou 

conhecimento farmacêutico e farmacológico através da ação sinérgica de 

constituintes de duas espécies de plantas encontradas em nossa região, 

Calotropis procera e Caesalpinia pulcherrima (VASCONCELOS et al., 2018). 

Ademais, os resultados obtidos revelam um produto natural alternativo para tratar 

feridas. Este trabalho contribui para a inovação de bioprodutos sendo relevante e 

adequado para a geração de patente para aplicações biomédicas (CALO; 

KHUTORYANSKIY, 2015).  

 



123 

 

7 CONCLUSÃO 

 

Este estudo trata da formulação de um hidrogel composto de 

hemiceluloses e proteínas fitomoduladoras extraídas de látex. Neste modelo de 

cicatrização de feridas, o grupo tratado topicamente com hidrogel HgCpPII a 0,2% 

demonstra uma atividade de cicatrização mais eficaz do que o grupo HgCpPII a 

0,5%. As proteínas latiferas estimulam o processo inflamatório da fase cicatricial 

através de MPO, NO, IL1- e IL6 e reduzem a peroxidação lipídica. O hidrogel CpPII 

estimula os mastócitos e promove o processo cicatricial.  

O ensaio de cicatrização subsequente com HgCpPII-IAA0,2% revelou 

que mesmo com a atividade proteolítica inibida o hidrogel CpPII permaneceu com 

atividade de cicatrização, indicando que o efeito das proteínas do látex não está 

apenas associado com a atividade proteolítica das proteínas laticíferas. 

O teste de irritabilidade demonstrou que o hidrogel de hemiceluloses 

como veículo, não é uma substância inerte quando aplicado a pele danificada. Ele 

também atua estimulando o processo inflamatório através dos sinais clínicos 

observados e quantificados, além de liberar importantes mediadores que 

contribuem para a cicatrização dos tecidos. 

O hidrogel não induziu irritação dérmica e estimulou eficientemente a 

cicatrização de feridas através da modulação de alguns aspectos da fase 

inflamatória, aumentando a fase proliferativa e melhorando a remodelação do 

tecido, atingindo a completude do reparo da ferida.  

As hemiceluloses, inicialmente propostas como veículo de liberação, 

para as proteínas fitomoduladoras, estavam envolvidas, pelo menos em parte, na 

modulação do processo.  

O estudo conclui ainda que a fórmula basal seria interessante para uma 

prospecção mais profunda da composição ideal em termos de fixação e absorção 

da pele.  
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