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RESUMO

RIBEIRO, Cassia Gondim Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2018.
Valida¢do de formula¢des JACBIO® a base de extratos de Piptadenia gonoacantha (Pau
Jacaré) com atividade cicatrizante. Orientador: Camilo Amaro de Carvalho.
Coorientadores: Silvia Almeida Cardoso e Marcelo Barcellos da Rosa.

A cicatrizagdo € um processo que abrange algumas etapas, em que ha um envolvimento
celular e através do qual ocorre a liberagdo de mediadores quimicos e respostas vasculares
imprescindiveis a sua ocorréncia. Mesmo sendo a reparagao tecidual um processo sistémico,
o uso de terapias locais fornece condigdes ideias para o fechamento da ferida e como
consequéncia hé reducdo no tempo de tratamento que ¢ fundamental para a qualidade de
vida dos pacientes. O presente trabalho teve como objetivo avaliar acdo da pomada e
balsamo contendo extrato obtido de Piptadenia gonoacantha (Pau Jacaré), na cicatrizacao
de feridas avaliando os parametros histoldgicos do processo cicatricial, a regressao da area
da ferida realizadas nos camundongos, servindo de base para o pedido de patente. Foram
utilizados camundongos (Balb C) machos, com 45 dias de idade e com o uso de um bisturi
circular de 6 mm, fez-se uma ferida cirurgicamente no dorso do animal, anestesiando-o
previamente. Os animais foram agrupados aleatoriamente e realizados 3 tratamentos com 6
repeti¢des: pomada contendo extrato de Piptadenia gonoacantha, (Pom), balsamo contendo
extrato de Piptadenia gonoacantha, (Bal); sulfadiazina de prata, utilizada como controle
positivo, (Sulf). No primeiro dia experimental, foi realizada uma ferida cirtrgica no dorso
dos animais, sendo este fragmento chamado de Tempo “0” ou controle. Foram coletadas
amostras do tecido no 4° e 8° dia. O tratamento iniciou imediatamente apds a lesdo, sendo a
aplicacdo dos tratamentos realizados uma vez por dia, durante todo o experimento. O
tratamento com as formulagdes balsamo ao 4° dia e pomada ao 8° dia de tratamento, ambas
contendo extrato de P. gonoacantha, tiveram taxas mais elevadas de regressdo da area da
ferida, 45,4% e 81,6%, respectivamente, em relacdo ao grupo controle, sulfadiazina de prata.
Os tratamentos Bal e Pom proporcionaram uma redugdo da vasculariza¢ao indicando uma
redu¢do no processo inflamatorio, dando inicio a fase proliferativa no tecido cicatricial. Estes
dados foram apoiados pela andlise da sintese de colageno, onde os tratamentos Bal e Pom
promoveram maior estimulagdo de fibroblastos e sintese de fibras coldgenas do tipo I. Os

resultados revelaram a eficacia das formulagdes balsamo e pomada em relacao a sulfadiazina



de prata. Porém, com indicagdes em fases distintas, sendo o balsamo qtil para inicio do

tratamento e a pomada para a continuagdo e término do mesmo.



ABSTRACT

RIBEIRO, Cassia Gondim Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2018.
Validation of JACBIO® formulations based on extracts of Piptadenia gonoacantha (Pau
Jacaré) with cicatrising activity. Adviser: Camilo Amaro de Carvalho: Co-advisers: Silvia
Almeida Cardoso and Marcelo Barcellos da Rosa.

The cicatrisation is a process that consists of some stages, in which there is a cellular
involvement and through that occurs the release of chemical mediators and vascular
responses that are essential to their occurrence. Although tissue repair is a systemic process,
the use of local therapies provides the ideal conditions for wound closure and therefore there
is a reduction in the treatment time that is fundamental for patients' quality of life. The aim
of the present study was to evaluate the effect of ointment and balsam containing extract
from Piptadenia gonoacantha (Pau Jacaré), on the wound healing, evaluating the
histological parameters of the cicatricial process and the regression of the wound area
performed on the mice. This study will serve as basis for a patent application. Male mice
(Balb C), 45 days old and using a circular 6 mm scalpel, were surgically wound on the
animal's back, anesthetizing them previously. The animals were randomly grouped, and 3
treatments were performed with 6 replicates: ointment containing extract of Piptadenia
gonoacantha, (Pom); balsam containing extract of Piptadenia gonoacantha, (Bal); silver
sulfadiazine, used as a positive control, (Sulf). On the first experimental day, a surgical
wound was performed on the animals' backs, this fragment being called Time "0" or control.
Samples of the tissue were collected on the 4th and 8th day. The treatment started
immediately after the injury, and the treatments were performed once a day, throughout the
experiment. The treatment with the balm formulations at the 4th day and ointment at the 8th
day of treatment, both containing P. gonoacantha extract, had higher rates of wound area
regression, 45.4% and 81.6%, respectively, comparing to the control group, silver
sulfadiazine. The Bal and Pom treatments caused a reduction of the vascularisation
indicating a reduction in the inflammatory process, starting the proliferative phase in the
cicatricial tissue. These data were supported by analysis of collagen synthesis where the Bal
and Pom treatments promoted greater stimulation of fibroblasts and synthesis of type I

collagen fibres. The results revealed the effectiveness of the formulations balm and ointment
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relative to silver sulfadiazine. However, the indications occurred distinct phases, as the balm
is useful for beginning the treatment and the ointment for the continuation and termination

of the same.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo plantas nos cuidados primarios com a saude ¢ citada desde a
antiguidade, sendo uteis no processo da cicatrizacdo de feridas. Durante séculos, os
produtos de origem vegetal sempre foram utilizados empiricamente, constituindo a base
para tratamento de uma série de doengas (CARVALHO, 2010). A sintese de
fitoterapicos foi possivel, entre outras coisas, pelo crescimento de pesquisas de produtos
naturais associado ao desenvolvimento da industria quimica farmacéutica (DEVIENNE
et al., 2004). Varios sdo os principios ativos obtidos, e estes ndo representam somente um
novo grupo de substancias, mas a descoberta de uma nova intervengao terapéutica

(FERREIRA, 1998; SIMOES et al, 2001).

De acordo com dados do Ministério da Satude, 6% dos medicamentos aprovados
foram extraidos de plantas, 9% foram desenvolvidos por meio de modificacdo molecular
de substancias naturais, e 24% obtidos de produtos obtidos por extragdo de vegetais, isto
entre os anos de 1984 e 1994 (ALVES, 2001), confirmando assim a grande importancia
dos compostos de origem vegetal na saude atual. A Food and Drug Administration (FDA)
dos EUA, entre os anos de 1981 a 2006, aprovou uma grande quantidade de novos
farmacos (1.184), e deste valor, metade era proveniente de produtos obtidos de plantas

(NEWMAN; CRAGG, 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a populagdo em geral dos
paises em fase de crescimento, usavam seus conhecimentos populares, tais como chas,
frutos e cascas como fonte primaria de cuidados a satde. Isto levou a OMS elaborar uma
série de resolucdes salientando o potencial fitoterapico das plantas nos servigos de saude
regionais, mostrando a importancia do uso das plantas nos servi¢os primarios de saude.

(ROSA et al., 2011).

O Sistema Unico de Satde dispensa em quatorze estados do Brasil, doze
medicamentos fitoterapicos entre os quais a A/oe vera com nome popular de babosa usada
em tratamento de psoriase e queimaduras, cuja agdo cicatrizante topica ¢
reconhecidamente eficaz; Schinus terebinthifolius (Aroeira) potencial cicatrizante,
antiinflamatéria e anti-septica topica; a Glycine max L. (isoflavona da Soja), contra
sintomas do climatério, e a Rhamnus purshiana conhecida popularmente como Céscara-

sagrada que tem uso para prisdo de ventre (BRASIL, 2012).
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Na lista de medicamentos disponiveis pelo SUS para o tratamento de feridas, o
creme de sulfadiazina de prata 1%, era praticamente o Unico presente nos receituarios até
2011, sendo sua inclusdo na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME)
incluida antes 1993 (BRASIL, 2006; BRASIL, 2012). O tratamento de um paciente em
uso de sulfadiazina de prata a 1% pode ser diminuido com o uso de alternativas usando
os produtos de origem vegetal. TARAMESHLO et al., 2012, faz um estudo comparativo
dos efeitos da aplicacao topica de Aloe vera, hormdnio tireoidiano e sulfadiazina de prata
em feridas cutaneas em ratos Wistar. Concluiu que a aplicagdo topica de Aloe vera
proporcionou uma aceleragdo no processo de cicatrizagdo mais do que o hormonio
tireoidiano, sulfadiazina de prata e veiculo em incisdes induzidas cirurgicamente em
ratos. O uso do fitoterapico a base de Aloe vera, proporciona uma economia de R$ 3.4
milhdes (US$ 896.671) na aquisi¢do de medicamentos, isto porque este fitoterapico leva
ao fechamento da ferida com um tempo bem menor que a sulfadiazina de prata a 1%.
(FERREIRA; PAULA, 2013; MELIONE; MELLO-JORGE, 2008, TARAMESHLO et
al., 2012).

Dados do Ministério da Saude, Politica e Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, de 2017, registram 89.037 atendimentos de Fitoterapia, sendo
2.160 Unidades Basicas de Satude disponibilizando fitoterapicos ou plantas medicinais
para o tratamento, que vao desde planta in natura, fitoterapico manipulado ou
industrializado e droga vegetal. Os dados também apontam que a Fitoterapia ¢ realizada
por 1.457 equipes de saude e o Programa de Farmdcia Viva estd instalada em oitenta
municipios brasileiros (BRASIL, 2017).

O Brasil mostra uma vasta area territorial, destacando-se por conter a grande
diversidade vegetal. Possui aproximadamente 20% do total de espécies medicinais
existentes no mundo (RATES, 2001) e com uma rica fonte de compostos com atividade
biologica (MARQUEZ et al., 2013). No entanto, somente para 10% dessas espécies
foram realizadas a analise fitoquimica e bioldgica (PAGANO, 2010) na elucidacao de
seus componentes quimicos em busca de compostos bioativos (GUERRA & NODARI,
2001).

Dentre as riquezas naturais disponiveis encontra-se a Piptadenia gonoacantha,
uma espécie arborea da familia Fabaceae, encontrada com frequéncia na Mata Atlantica
no Sul e Sudeste do Brasil e popularmente conhecida como Pau Jacaré¢ (CARVALHO et
al; 2010).



A ag¢do antimicrobiana do extrato de Piptadenia gonoacantha (Pau Jacaré) em
bioensaios in vitro (CARVALHO et al; 2010) nos levou a avangar com os estudos com
esta espécie vegetal. A atividade anti-inflamatdria, antinociceptiva e antibacteriana, bem
como a presenca de compostos flavonicos, também foram confirmadas em estudos
prévios (CARVALHO et al., 2012). Podemos encontrar os flavonoides em alimentos, em
varias partes das plantas como caule, raizes e flores e se caracterizam por apresentar
atividades farmacoldgicas com agdo antioxidantes, antimicrobianos, anti-inflamatorio,
analgésico, vasodilatador e cicatrizante (BASTOS, VIEIRA, 2009). Tais a¢des se somam
favorecendo uma melhor atividade medicinal ao produto final e um ganho de qualidade
ao paciente que faz uso do mesmo.

Estudos realizados por Franco (2018) apontam que a espécie P. gonoacantha
possui, principalmente em suas folhas, uma constitui¢do fitoquimica rica. Compostos
potenciais para estimular a sintese de colageno, crucial para o processo de cicatrizagao.

Clark (2013) relata que a cicatrizagdo, trata-se de um processo bastante
complexo, em que hd o envolvimento de muitas células e através do qual ocorre a
liberagdo de mediadores quimicos e respostas vasculares imprescindiveis a sua
ocorréncia. O tecido lesionado ¢ regenerado ap6s uma sequéncia de eventos bioquimicos
capazes de reestabelecer a integridade do tecido. Tais eventos podem ser definidos como:
fase inflamatdria, proliferativa e etapa de remodelamento.

A fase inflamatodria desencadeia logo que imediatamente apds a lesdo no tecido.
Ocorre ativacdo do sistema de coagulagcdo sanguinea com a liberagdo de mediadores
quimicos. A dilatagdo dos vasos, juntamente com alteragcdes na parede vascular e aumento
da permeabilidade, iniciam a chamada resposta inflamatoria (WHITE et al., 1997). A
proxima fase, conhecida como proliferativa, ocorre a migracdo de células do endotélio e
formacgao de novos capilares que sdo essenciais para o processo da cicatrizagdo. Observa-
se a formagdo de tecidos de granulacdo e a sintese de coldgeno, o que levam a
reconstituicdo da epiderme. Os fibroblastos, influenciados por fatores de crescimento e
por mediadores sao ativados (BALBINO, 2005).

O reparo ou remodelamento, terceira fase do processo de cicatrizacdo,
caracteriza-se pelo aumento da sintese de coldgeno. Na fase inicial, o coldgeno presente
¢ do tipo III, que ¢ caracterizado por ser mais fino e organizado de forma aleatoria. Este
colageno sera substituido pelo coldgeno tipo I que se apresenta espesso € de uma forma

mais organizada e entrelacada. Estas mudangas levam a um aumento na forga contratil e
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como consequéncia ocorre a contracao do ferimento. (CAMPOS et al, 2007; CLARK,
1999).

Com o objetivo de obter novos tratamentos para feridas cutdneas, a proposta
desta pesquisa foi avaliar a atividade cicatrizante in vivo das formulagdes JACBIO®
contendo extrato de Piptadenia gonoacantha (Pau Jacaré), bem como utilizar os
resultados como embasamento cientifico para o pedido de registro de patente das

formulagdes, vislumbrando um novo fitoterapico com potencial cicatrizante.



2 OBJETIVO GERAL

O trabalho teve como objetivo avaliar o potencial cicatrizante das formulagdes
pomada e balsamo produzidas com o extrato obtido de Piptadenia gonoacantha (Pau
Jacaré), avaliando os parametros histoldgicos do processo cicatricial, regressdo da area

da ferida realizadas nos camundongos.

2.1 Objetivos Especificos

- Realizar a caracterizagdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico obtido a partir das
folhas de Piptadenia gonoacantha;

-Desenvolver as formulagdes JACBIO® pomada e balsamo a base dos extratos de
Piptadenia gonoacantha;

- Analisar histologicamente o processo de reparacao tecidual nos diferentes grupos
de camundongos tratados com as formulagdes JACBIO®.

- Acompanhar a regressdo da area da ferida apos tratamento com as formulacdes
JACBIO®,

- Testar e avaliar se os produtos JACBIO® (pomada e balsamo), a base de
Piptadenia gonoacantha, possuem acdo terapéutica no tratamento de feridas

experimentais;



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Aquisi¢do da espécie

Foram coletados foliolos da espécie Piptadenia gonoacantha, conhecida
popularmente como Pau Jacaré, no municipio de Vigosa, MG, Brasil, latitude 20° 45' 14"
S e longitude 42° 52' 55" W, altitude de 648 m. A coleta foi realizada no més de setembro
de 2017, antes da floragdo que ocorre de janeiro a agosto, em arvores adultas. Foi feita a
identificacao e autenticagdo do material por comparagao com espécies do Horto Botanico
da Universidade Federal de Vigosa, onde a espécie testemunho foi depositada (excicata

n° 35530).

3.2. Processo de extragdo

Os extratos de Piptadenia gonoacantha foram obtidos a partir de seus foliolos,
os quais foram secos em estufa de ar circulante 40 + 2°C por 96 horas e trituradas em
moinho de facas. Para o preparo do extrato foi utilizado o p6é dos foliolos de Piptadenia
gonoacantha na relagdo de 1:5 (100 g p6: 500 mL de solugdo etanol/agua 80% v/v com
0,3% acido citrico), que resulta na concentracdo de 20 % de extrato seco (m/v). Em
seguida, submeteu-se o extrato ao processo de maceragdo por 72 horas a 25°C em
incubadora refrigerada com agitagdo Tecnal 220V. Apds este periodo, foi realizado a
filtragdo a vacuo em bomba marca Marconi MA 058, onde o filtrado foi recolhido e
armazenado em geladeira em frasco ambar protegido da luz. O residuo que ficou retido
(torta) no filtro, foi levado novamente a extracdo por maceragao por mais 2 vezes com
solucdo etanol/agua 80% e 4cido citrico a 0,3%. Os filtrados foram reunidos ao final do
processo em frasco ambar e ao abrigo da luz para ser realizado o processo de

rotaevaporacao e liofilizagao.

3.3. Obtengao do extrato liofilizado

O extrato hidroalcoolico obtido foi submetido ao processo de rotaecvaporacao
usando o rotaevaporador com a finalidade de evaporar o dlcool contido no extrato. Apos
este processo, foi realizada a secagem por liofilizagdo sob pressdo de 10! mbar e

temperatura de - 60 °C para a eliminag¢do da dgua presente no extrato. Posteriormente, o



extrato liofilizado foi utilizado nas formulagdes de balsamo e pomada e nos testes

antibacterianos.

3.4. Caracterizagdo quimica do extrato de P. gonoacantha

A separacgdo cromatografica foi realizada utilizando coluna de fase reversa C18
250 x 4,6 mm com pré-coluna. A andlise foi realizada a temperatura ambiente
aproximadamente 21°C, sendo que o modo de elui¢do isocratico usou o acido
ortofosforico a 0,1%, m/m como solvente A e acetonitrila como solvente B. A eluigdo teve
as seguintes condicdes: 80% A e 20% B (0-60 min), com a saida da fase movel de 0,8 ml
min” (0-60min), sendo o comprimento de onda utilizado para leitura de 210 nm. As
analises por cromatografia liquida foram acopladas a espectrometria de massas (UPLC-
MS/MS), onde foram preparadas na concentracao 2000 ppm (massa de planta/volume de
solvente), as quais foram diluidas até a concentracdo 500 ppm (massa de planta/volume
de solvente). Os resultados obtidos foram expressos em relacdo ao LODi (Limite de
Deteccao do Instrumento) e LOQi (Limite de Quantificacdo do Instrumento).

Para a analise foram utilizados os seguintes compostos como padrao: 4cido gélico,
acido clorogénico, catequina, acido vanilico, acido caféico, 6-hidroxicumarina, acido p-
cumadrico, acido fertlico, rutina, 4-hidroxicumarina, acido rosmarinico, quercitrina,
miricetina, fisetina, resveratrol, acido trans-cindmico, quercetina, luteolina, apigenina,

canferol, 3,6-dihidroxiflavona, crisina e galangina.

3.5. Preparo das formulagoes

Inicialmente o extrato liofilizado de Piptadenia gonoacantha foi suspenso em
alcool 80 % (v/v), na propor¢do 1:1 (1 g do pd liofilizado para 1 g de alcool a 80 %).
Posteriormente, a solugdo obtida (50 % - m/v) foi incorporada nas bases farmacé€uticas na
proporcao de 20 % em relagdo ao extrato liofilizado.

Foram manipuladas bases de pomada e balsamo para a incorporagdo do extrato de
Piptadenia gonoacantha, conforme especificagdes do Formuldrio Nacional da
Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2012; CORREA, 2012).

Para o preparo da base pomada foram utilizados os componentes como o alcool
cetoestearilico 90% e sulfato de cetilestearil sal sodico 10%, 6leo de améndoas, lanolina

etoxilada, vaselina liquida, vaselina solida, cera de abelha, conservantes e agua
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purificada. A técnica de preparo segue o que ¢ preconizado em literatura, com
aquecimento dos componentes at¢ fusdo das ceras e resfriamento com agitacdo até o
resfriamento (ANVISA, 2012).

A base balsamo também possui duas fases distintas, portanto os componentes da
fase oleosa (butilhidroxitolueno, propilparabeno, 6leo de girassol, 6leo de copaiba, dleo
de ricino hidrogenado etoxilado, e 4lcool cetoestearilico 90 % e sulfato de cetilestearil sal
sodico 10 %) foram aquecidos a 70 °C (£ 5 °C) em banho-maria, separados dos
componentes da fase aquosa (pro-vitamina BS5S, metilparabeno, triglicérides de acido
caprico caprilico e a d4gua desmineralizada), que também foi aquecida a 70 °C (£ 5 °C)
em banho-maria. Os componentes da fase aquosa apds o aquecimento foram vertidos

sobre os componentes da fase oleosa com agitagdo constante até o resfriamento.

3.6. Experimento Animal

3.6.1 Avaliacdo da atividade cicatrizante das formulacées JACBIO® pomada e balsamo
a base de Piptadenia gonoacantha

Foram utilizados 18 camundongos (Ba/b C) machos, com 45 dias de idade,
vindos do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa-MG. O ntimero de animais
foi definido com base nas andlises estatisticas. Os animais permaneceram em gaiolas
individuais de polipropileno higienizadas diariamente em temperatura controlada +/- 23°
C) e ciclo luz/escuro de 12 horas. Ao longo do periodo experimental, os animais foram
alimentados com ragao e agua ad libitum. Durante os primeiros 15 dias os animais ficaram
em processo de adaptagdo na area experimental. Apds o experimento os animais foram
eutanasiados seguindo as recomendagdes do Comité de Etica em Experimentacdo animal
da UFV sob nimero (CEUA/UFV, n°® 597/2017), sendo as carcagas recolhidas pelo

servico de biosseguranca da Universidade Federal de Vigosa.

3.6.2 Incisao Cirurgica e Tratamentos dos animais

Apods a aprovagdo do Projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Vicosa, as feridas experimentais foram realizadas cirurgicamente. Os animais
foram anestesiados usando cloridrato de xilazina na dose de 8,0 mg.kg!, com cloridrato
de ketamina a 140 mg.kg™!, via intraperitoneal. Posteriormente, foi realizado o processo

de tricotomizagdo e antissepsia com clorexidine a 2%. Utilizando um bisturi circular de



6 mm foi realizada uma incisao por meio de remocgao da pele da regido dorsal, segundo
metodologia proposta por Carvalho (2013). As feridas foram mantidas abertas, sem
nenhuma manipulagdo local, somente a aplicagdo dos tratamentos.
Foram realizados 3 tratamentos com 6 repeticdes conforme descrito a seguir:
A) Tratamento com pomada contendo extrato de Piptadenia gonoacantha, (Pom);
B) Tratamento com balsamo contendo extrato de Piptadenia gonoacantha, (Bal);
C) Tratamento com sulfadiazina de prata, utilizada como controle positivo, (Sulf).
No primeiro dia experimental, foi realizada uma ferida cirargica no dorso dos
animais, sendo este fragmento chamado de Tempo “0” ou controle. Foram coletadas
amostras das feridas no 4° e 8° dia. O tratamento iniciou imediatamente apos a lesdo,
sendo a aplicagdo dos tratamentos realizados uma vez por dia, durante todo o

experimento.

3.6.3 Avaliagdo histomorfométricas das feridas

Avaliacao das feridas foram realizadas diariamente por meio de avaliagao visual
sendo observadas possiveis alteragdes clinicas quantitativas e qualitativas como: sinais
de inflamagdo, halo eritematoso, tempo de epitelizagdo e tempo de cicatrizagdo. A
avaliagdo da area da ferida foi realizada com paquimetro manual, e as medidas foram
feitas nas direcdes do maior comprimento e da maior largura, mensurados no 1°, 4%¢ 8°

dias apos confecgdo das feridas.

3.6.4 Coleta e Processamento histologico do material

No 4° e 8° dia de tratamento, 6 animais de cada grupo foram eutanasiados, e uma
incisdo cirargica com auxilio de bisturi circular (6 mm) realizada para a retirada do
fragmento tecidual destinado a analise histopatoldgica. As analises histopatologicas dos
fragmentos teciduais foram realizadas no laboratorio de patologia do departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa.

Os fragmentos da pele foram coletados de cada animal e fixados em
paraformaldeido a 4% por 24 h e depois colocados em alcool 70% até a confeccao das
laminas histologicas. Em seguida, foram realizados procedimentos para inclusdo em
parafina seguindo as etapas: desidratacdo usando etanol crescente (70% a 100%) e
transferidos para o xilol para a diafanizag¢do utilizando-se procedimento convencional.

Foram obtidos cortes de 5 micrometros utilizando o microtomo rotativo, que
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posteriormente foram corados com picrosirus (que tem a finalidade para diferenciacao
das fibras coldgenas do tipo I e III sob luz polarizada) e hematoxilina-eosina (HE) para
avaliacdo de fibroblasto, vascularizacao e células inflamatorias.

Para realizar contagem de células que compde o processo inflamatorio e os
fibroblastos, foi realizada a coloracdo de HE (Eosina-Hematoxilina). As imagens
histologicas destas laminas foram obtidas usando uma camera digital que ¢ acoplada ao
microscopio Optico. Foram fotografados 10 campos por lamina com objetiva de 20X,
resultando na 4rea total tecidual submetida a anélise estereoldgica de 7,2 x 10° um?. Para
esta analise, uma area quadriculada composta por 300 pontos na area teste usada como
padrdo (AT) de 1,2 x 2Qum? foi sobreposta a cada imagem (VIEIRA, 2015).

Para a anadlise das fibras de colagenos usou-se a coloracdo de Picrosirius, que
analisa qualitativamente as fibras colagenas presentes no tecido conjuntivo. Essa
coloragdo permite diferenciar principalmente das fibras tipo I e tipo III, uma vez que ao
serem visualizadas ao microscopio com luz polarizada, as fibras colagenas tipo I que sdo
mais espessas, sao visualizadas nas cores vermelho e amarelo em tonalidades brilhantes,
e as fibras mais delicadas, frageis, imaturas que sdo o coldgeno tipo I, sdo visualizadas
nas cores verdes brilhantes (VIEIRA, 2015). A andlise estereologica foi realizada

utilizando o software especializado.

3.7. Elaboragdo da patente

A elaboragdo da patente iniciou com uma busca nos bancos de dados para
verificar hé possibilidade de ocorréncias no campo técnico relativo ao objeto do pedido,
denominada busca de anterioridade. Bancos de dados como INPI, USPTOP, EPO, OEPM,
IPO, DPMA ¢ GOOGLE, foram utilizados.

Apds a busca, iniciou-se a redacdo do pedido de depdsito de patente pela
CPPI/UFV (Comissao Permanente de Propriedade Intelectual), Nucleo de Inovagado
Tecnoldgica da Universidade Federal de Vigosa (UFV), junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI), segundo as disposi¢des encontradas nas normas vigentes,
contendo informagdes como Campo da Invengdo, Estado da Técnica, Descrigao da
Invencao, Analise dos Resultados e suas reivindicagdes (SAESP/DIRPA/INPI, 2015).
Apoés a andlise preliminar e pesquisa de anterioridade, a iniciou-se a elaboracdo e

correcoes sugeridas pela CPPI/UFV (ANEXO I).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo fitoquimica do extrato da espécie Piptadenia gonoacantha

Isolados pela primeira vez nesta espécie, destaca-se a presenca de rutina (33,4
ng.mL™1), 4cido fertilico (11,6 ng.mL™), acido p-cumarico (10,5 ng.mL!) e quercitrina
(7,4 ng.mL™), canferol (7,6 ng.mL™!") (Tabela 1; Figura 1 a 4).

Estudos preliminares com os extratos da espécie Piptadenia gonoacantha,
realizados pela equipe desenvolvedora, tém demonstrado a presenga de compostos
fenolicos, flavonoides e cumarinas em sua constitui¢do como foi descrito por FRANCO,
(2018). Os resultados indicam a presenga de metabolitos secundarios que estdo
relacionados com atividades bioldgicas, benéficas no tratamento de diversas patologias.
A essa classe dos polifenois, foram atribuidas varias atividades dentre as quais a atividade
antitumoral, antioxidante, antiviral e anti-inflamatoria, e vérias outras (SIMOES et al.,
2016; VEITCH e GRAYER 2008; CAZAROLLI et al., 2008) o que ¢ responsavel pela
sua a¢do farmacologica.

Os compostos fenodlicos, como os flavonois, tem importante fungdo no processo
inflamatorio inibindo a proliferacdo de linfocitos T e na producdo de citocinas pro-
inflamatéria, TNF-o. e IL-1. (LOPEZ-POSADAS, et al., 2008; KIM et.,al 2004;
THEOHARIDES et al., 2007).

Como exemplo da grande possibilidade de utilizacdo e aplicacdo dos metabolitos
verificados na espécie, ressaltamos a presenca de rutina. Suas concentragdes
consideraveis nos extratos obtidos chamam atencao para a espécie em estudo. A rutina ¢
um flavonoide natural com agdo antioxidante e com importante capacidade de prote¢ao
dos tecidos (AL-REJAIE et al., 2013). A propriedade redutora e a sua estrutura quimica
favorecem a neutralizagdo ou o sequestro de radicais livres, agindo no inicio e na
transmissao do processo de oxidagdo (PAULA et al.,, 2015). Além da capacidade
antioxidade a rutina apresenta ainda outras atividades farmacoldgicas como agdo
antibacteriana, anti-hepatotdxica, anti-hemorroidal antialérgico, anti-inflamatorio,
antitumoral, propriedades antiplaquetérias, antiespasmodico, antivirais, antiulcerogénico,
antidiarreico, vasodilatador, citoprotetora, antihipertensivo, antimutagénico (OLIVEIRA,
2015; CAILLET etal., 2007; JIANG et al., 2007; CALABRO et al., 2005; DOMITROVIc
et al., 2012; JANBAZ et al., 2002; MAHMOUD, 2012; YANG et al., 2008). Devido a

alta concentragao deste metabolito elucidado em relagdo aos demais, utilizaremos o
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mesmo como um marcador bioldgico e no controle da qualidade durante a producao dos
extratos, formulacgdes e/ou preparagdes farmacéuticas.

Estudos mostraram que Canferol -flavonol muito encontrado no reino vegetal, possui
atividade anti-inflamatdria conferida por acdo inibitoria das enzimas fosfolipase A»
(PLA>), 8 lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e por inibi¢do da produgdo de d6xido nitrico
(YOON, 2005; SANTAGELO et al.,, 2007). O é&cido feralico, que ¢ um produto
proveniente do acido cindmico, possui agdes tanto no tratamento quanto na prevengao de
cancer e doencas cardiovasculares, entre outras. Pesquisas envolvendo acidos fenolicos,
incluindo acido feralico, mostraram que o potencial antioxidante quando comparado aos
acidos clorogénico, cafeico e p-cumadrico foi bem mais significativo. (SOARES, 2002).

Isoladas das folhas da Bauhinia ungulata L. (Maia Neto et al., 2008), mostrou que a
quercitrina juntamente com outras substancias conferiu a agdo antioxidante observada nos

ensaios realizados.

Tabela 1 — Metabolitos avaliados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas (UPLC-MS/MS) do extrato hidroalcodlico 80% de P. gonoacantha.

Composto Resultado (ng/mL)
Rutina 33,4
Acido Ferulico 11,6
Acido p-Cumarico 10,5
Canferol 7,6
Quercitrina 7,4
Apigenina 2,2

6-Hidroxicumarina 1,9
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Figura 3 — Analises espectrométricas do extrato de folhas de Piptadenia gonoacantha. E.
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4.2 Avaliacdo clinica dos animais e histopatologica do processo de cicatrizagdo das
feridas

Os camundongos receberam cuidados diariamente, sendo aplicada a mesma
quantidade de pomada, balsamo aos grupos tratados com as formulagdes contendo extrato
da planta e com sulfadiazina de prata. Neste estudo, o tempo experimental total escolhido
foi de 8 dias, baseado em estudos prévios. O acompanhamento didrio dos animais, mostrou
que nao houve diminui¢do do peso e que as feridas ndo apresentaram visualmente aspectos
de infecgao (Figura 5). O que observou-se foi a formagdo de uma crosta nas feridas nos
grupos avaliados.

Estudos relatados por Mandelbaum, 2003, demonstram que as feridas abertas
formaram crosta e epitelizagao de forma mais lenta. De acordo com estudos de Ricardo
(2018), ao utilizar o barbatimdo, o mesmo levou a formagdo de crostas espessas, secas €
irregulares. Os autores relatam que a acao verificada, provavelmente, esteja relacionada a
acdo adstringente dos taninos contidos no mesmo. Entretanto, em nossos estudos a
utilizacdo das formulagdes promoveram uma maior hidratagdo do tecido. Varios
medicamentos com finalidade cicatrizante sdo utilizados para produzir umidade no local,
devido aos constituintes da formula¢do, melhorando bastante a reepiteliza¢do das feridas.

A taxa de regressao das feridas ¢ um dado importante no processo de avaliagdo
de uma ferida e desta forma, fazer medigdes em intervalos regulares ¢ essencial. Em
estudos de GARROS et al. 2006, o uso de extrato de Passiflora edulis na cicatrizagao de
feridas cutaneas abertas em ratos mostrou que area da ferida diminuiu gradativamente com
a evolucdo do tempo, ou seja, as areas das feridas diminuiram progressivamente de
maneira significativa tanto no grupo tratado com Passiflora edulis quanto no grupo
controle.

Ao observar, macroscopicamente, o grupo tratado com BAL, verificou-se a
cicatrizagdo com maior evolu¢do quando comparado aos demais. A figura 6 apresenta os
valores da 4area (expressa em mm?) e o indice de contragio das feridas (expresso em %)
cirargicas dos animais tratados com balsamo (Bal), pomada (Pom) contendo extrato de P

gonoacantha ou sulfadiazina de prata (Sulf).
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Figura 5. Avaliacdo macroscopica do processo de cicatrizagdo das feridas excisionais e
tratamento dos camundongos com formulagdes pomada, balsamo a base de extratos de
Piptadenia gonoacantha ou sulfadiazina de prata. Bal — balsamo; Pom — Pomada; Sulf -
Sulfadiazina de prata (Controle positivo).
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Figura 6. Efeito do tratamento com formulagdes contendo extratos de Piptadenia
gonoacantha (Balsamo ou Pomada) ou Sulfadiazina de prata. (A) Area e (B) taxa de
contragdo da ferida (B) em camundongos avaliados no 4° e 8° dias de tratamento. Bal —
balsamo; Pom — Pomada; Sulf - Sulfadiazina de prata (Controle positivo).
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No 4° dia de tratamento, os grupos tratados com Sulf e Bal, apresentaram as taxas
de regressdo da area da ferida bem semelhantes, 44,4% e 45,4%, respectivamente (Figura
3, A e B). Ao 8° dia experimental, Houve uma maior porcentagem de regressao da ferida
nos grupos pomada (81,6%), seguida pelos grupos Sulf (76,8%) e Bal (60,7%). Estes
dados revelam que os animais tratados com Bal proporcionam o fechamento da ferida em
menor tempo (4° dia de tratamento), quando comparado ao Pom e Sulf. Entretanto, o
tratamento com a Pom contendo P. gonoacantha, foi capaz de reduzir a area da ferida em
81,6%, sendo mais eficaz que os demais tratamentos ao 8° dia, seguido por Sulf (76,8%)
e Bal (60,7%) (Figura 3, B). Estes resultados permitem concluir que o tratamento Bal
contendo extrato de P. gonoacantha, proporciona maior velocidade no processo de
cicatrizag¢do logo nos primeiros dias de tratamento. Ja o tratamento com a pomada de P.
gonoacantha se mostra mais eficaz apds o 4° dia de tratamento. Ou seja, tanto o
tratamento Bal e Pom contendo extrato de P. gonoacantha sao superiores ao tratamento
controle, Sulf. Porém, em fases diferentes, possuindo o Bal maior eficacia no inicio do
tratamento ¢ a Pom na continuagdo e término do mesmo. Esta observagdao é de suma
importancia, pois a redugdo no tempo de tratamento ¢ fundamental para a qualidade de

vida dos pacientes e reducdo com gastos financeiros aos pacientes e aos cofres publicos.

Diversos sdo os resultados encontrados em pesquisas envolvendo o uso tdpico de
fitoterapicos no processo de cicatrizagdo. Barros (2016) avaliou os efeitos da Passiflora
edulis S. na cicatrizagdo de queimaduras induzidas em camundongos e mostrou que o
extrato planta acelerou a cicatrizagdo das queimaduras. Observou uma diminuig¢do do
numero de células envolvidas nos processo inflamatério no periodo de 7 dias e um
aumento de fibroblastos com deposicao e organizacao das fibras coldgenas nos animais
do grupo tratado com a Passiflora edulis S. no periodo de 14 dias. Ribeiro (2011) em
pesquisa envolvendo o sumo das folhas e caule da Chenopodium ambrosioides L, avaliou
o seu potencial na contracdo de feridas cutdneas induzidas no dorso de ratos. Mostrou que
houve aumento da retracao das feridas apds 12 dias do tratamento. Faleiro e colaboradores
(2009) mostrou que o extrato das folhas de babosa, aloe vera na cicatrizacao de feridas
experimentais em pele de ratos facilitou o processo de cicatrizagdo pela utilizagdo do
fitoterdpico na forma de extrato glicélico, uma vez que este proporcionou maior contragao
das feridas experimentais. MONTEIRO et al, 2015, avaliou a influéncia do extrato

hidroetanolico das folhas de Moringa oleifera em lesdes cutaneas de ratos e observou que


https://www4.uninove.br/ojs/index.php/saude/article/viewArticle/5783
https://www4.uninove.br/ojs/index.php/saude/article/viewArticle/5783
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o extrato auxiliou no processo de cicatrizacdo em lesdes de ratos por aumentar a

colageneizagdo na pele lesada.

Em relagdo ao numero de células totais, todos os tratamentos apresentam
resultados superiores e estatisticamente significativos (p<0,05) (Figura 7, A), quando
comparado ao tecido retirado no primeiro dia, denominado controle. Entretanto, nao
diferiram estatisticamente entre si, nos primeiros 4 dias de tratamento. Embora, resultados
estatisticos significativos ndo foram observados neste periodo, os dados demonstraram
um aumento da celularidade em 8,10% e 9,73% com os tratamentos Bal ¢ Pom,
respectivamente, em relacao ao controle Sulf. Os dados encontrados estdo de acordo com
os resultados obtidos por Janning e colaboradores (2011), onde avaliaram macro-
microscopicamente a cicatriza¢do de feridas cutaneas em ratos tratados com uso topico
do extrato hidroalcoolico de Tabernaemontana catharinensis (nome popular catavento).
Os autores concluiram que o extrato hidroalcodlico possui acdo sobre a proliferacdo
vascular, proliferagao endotelial e fibroblastos, podendo sugerir entdo que o extrato de 7.
catharinensis possui agdo cicatrizante, semelhantes aos resultados obtidos em nosso

estudo.

ControleBal4 Pom4 Sulf4 Bal8 Pom8 Sulf8

ControleBal4 Pom4 Sulfa4 Bal8 Poms8 Sulfa8

Indice de vascularizagio/7,2x10° pm?)

4 8 4 8
Tempo (dias) Tempo (dias)

Celularidade no tecido cicatricial / 7,2x10° um?

Figura 7. Efeitos dos tratamentos no tecido cicatricial dos animais tratados com
formulagdes (pomada e balsamo) contendo extrato de Piptadenia gonoacantha ou
sulfadiazina de prata. (A) Celularidade e (B) vascularizagao no tecido cicatricial. Bal —
balsamo; Pom — Pomada; Sulf - Sulfadiazina de prata (Controle positivo).



21

Figura 8. Fotomicrografias representativas da celularidade tecidual em cortes de pele de
ratos observados ao microscopio de luz. Coloragdio em H&E, Barras = 200pm.
Fragmentos teciduais coletados nos dias 0, 4 e 8 de tratamento com formulagdes (pomada
e balsamo) contendo extrato de Piptadenia gonoacantha ou sulfadiazina de prata. Bal —
balsamo; Pom — Pomada; Sulf - Sulfadiazina de prata (Controle positivo).

Quando se avalia a celularidade tecidual ao 8° dia experimental (Figura 7, A;
Figura 8), percebe-se um aumento no numero de células, estatisticamente significativo,
nos animais tratados com Bal em relagao aos grupos Pom (p<0,0001) e Sulf (p<0,001). A
diferenga observada demonstrou por meio dos dados, que o processo cicatricial
proporcionado pelo uso do tratamento Bal foi favorecido pelo aumento no numero celular
no tecido cicatricial. Estudos tém apontado para algumas classes de metabolitos
secundarios, presentes em extratos vegetais, como responsaveis pela proliferagao celular
em processos cicatriciais. Hernandes e colaboradores (2010) utilizaram uma pomada a
composta da fracdo semipurificada do extrato da casca da arvore de barbatimao, que ¢
rica em taninos condensados a 1%, em feridas cutaneas de ratos realizadas
cirurgicamente. Obteve como resultado, um estimulo na proliferagdo de queratindcitos,

por estimular a proliferacdo destas células ao longo da margem de reepitelizagdo em

relacdo ao grupo controle no quarto, sétimo e décimo dia apds a lesdo.
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Em relacdo a vascularizagdo tecidual (Figura 7, B; Figura 8), todos os
tratamentos proporcionaram um aumento na vascularizagdo e diferiram estatisticamente
(p<0,05) do grupo denominado controle, pele integra. Entretanto, ndo foi verificado
diferenca estatistica significativa entres os tratamentos Bal, Pom e Sulf, nos quatro dias
iniciais. Contudo, ao 8° dia, houve redugao da vasculariza¢ao no tecido tratado com Bal
(p<0,01) e Pom (p<0,001), ndo diferindo entre si, mas sendo estaticamente diferentes
quando comparados ao controle Sulf (Figura 7, B; Figura 8). A reducgdo da vascularizagao
observada no tecido tratado com Bal e Pom, reflete uma redu¢ao no processo inflamatério
no tecido cicatricial. Esta redug¢ao ¢ fundamental para que d¢€ inicio a fase proliferativa
permitindo uma a continuagdo do processo de cicatrizagao.

Para confirmar estas observagdes, relativo as fases da cicatriza¢do, nosso
grupo de pesquisa analisou e quantificou a producdo de coldgeno no tecido cicatricial

(Figura 9 e 10).
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Figura 9. Propor¢do de fibras colagenas do tipo I (A) e tipo III (B) no tecido cicatricial
de camundongos avaliados no 4° e 8° dias de tratamento com formulagdes (pomada e
balsamo) contendo extrato de Piptadenia gonoacantha ou Sulfadiazina de prata. Bal —
balsamo; Pom — Pomada; Sulf - Sulfadiazina de prata (Controle positivo).
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Figura 10. Fotomicrografias representativas da sintese de colageno no processo de
cicatriza¢do dos animais. Fragmentos teciduais coletados nos dias 0, 4 e 8 de tratamento
com formulag¢des (pomada e balsamo) contendo extrato de Piptadenia gonoacantha ou
sulfadiazina de prata. Coloracdo em picrosirus, Barras = 200um. Bal — balsamo; Pom —
Pomada; Sulf - Sulfadiazina de prata (Controle positivo).

Em relacdo a avaliacdo da sintese de coldgeno tipo III, por meio dos resultados,
ndo foram observados diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos. Estes
resultados sdo semelhantes ao encontrados por Sarandy (2007), onde os valores obtidos
por meio das analises realizadas na diferenciacdo das fibras do tipo I e tipo III, ndo
mostraram diferencgas significativas quando submetidas ao teste de Tukey. Entretanto, em
valores absolutos, o tratamento Bal proporcionou um aumento das fibras colagenas tipo
III, quando comparado aos grupos controle (51,1%), Sulf (68,1%) no 4° dia e Sulf (59,5%)
no 8° dia de tratamento (Figura 9, A). Nitz e colaboradores (2006) estudaram o potencial
cicatrizante do extrato aquoso de Coronopus didymus, ¢ descobriram a eficiéncia no
processo cicatricial de feridas cutaneas em ratos, promovendo um aumento no niimero de

fibroblastos e fibras colagenas.



24

Os fibroblastos e as células endoteliais sdo células que compde a fase
proliferativa (MORESKI, 2018) sendo um dos principais componentes do tecido de
granulacdo que sob a influéncia dos fatores de crescimento e outros mediadores, sdo
ativadas e migram das bordas do ferimento para o seu centro (BALBINO et al., 2005).
Aumentando o numero de fibroblastos ativados, a produgdo de colageno no local inicia,
ocorrendo a substitui¢do da matriz extracelular por um tecido conjuntivo mais forte e com
maior elasticidade e ocorre também a formagao de novos vasos sanguineos. A indu¢ao da
angiogénese ocorre devido a baixa tensao de oxigénio, caracteristica que ocorre no centro
da ferida (MORESKI, 2018).

Na quantificacdo de fibras colagenas notou-se que ao 4° e 8° dia de tratamento,
o tratamento Bal mostrou-se mais eficaz do que os demais grupos, na indugdo da
formagdo de colageno do tipo III, demonstrando resposta inflamatdria e angiogénese
maior, com menor tempo de cicatrizagao.

Quando analisamos a sintese de colagenos do tipo I, fundamental para o processo
de cicatrizacdo, verificou-se um aumento expressivo nos tratamentos com Bal e Pom em
relacdo aos grupos controle (Tempo 0) e Sulf (Figura 9, B; Figura 10). O tratamento Bal,
proporcionou aumento das fibras colagenas do tipo I, estatisticamente significativo em
relacdo ao tratamento Sulf (p<0,0001) e ao controle (Tempo 0) (p<0,001), tecido integro.
Por meio dos dados, pode-se inferir que os compostos bioativos do extrato de P
gonoacantha, presentes nas formulagdes Bal e Pom, promoveram proliferacdo e
maturacdo de fibroblastos, bem como a sintese de coldgeno do tipo L.

O colageno ¢ uma proteina encontrada em grande nimero no tecido conectivo
em fase de cicatrizagdo (BALBINO, 2005). Nesta fase de reparo ou remodelamento do
processo de cicatrizacdo, que ocorre a deposicao de colageno de maneira organizada.
Estas fibras sdo classificadas como tipo I e III de acordo com o grau de maturagao, sendo
a sua quantificacao essencial para se comparar a reparagao tecidual. O colageno tipo I ¢
0 que esta presente com mais frequéncia na pele (80%), sendo sintetizado por fibroblastos
em ossos e tenddes. E considerado o colageno maduro. O Colageno tipo III (30 a 40%)
¢ encontrado em vasos sanguineos, derme e outroa tecidos moles (ROBSON, 2001).

O tratamento com as formulag¢des balsamo ao 4° dia e pomada ao 8° dia de
tratamento, ambas contendo extrato de P. gonoacantha, apresentaram as maiores taxas de
regressao da area da ferida, 45,4% e 81,6%, respectivamente, em relacdo ao grupo

controle, sulfadiazina de prata. Os tratamentos Bal e Pom proporcionaram uma redugao
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da vascularizagdo indicando uma reduc¢do no processo inflamatério, dando inicio a fase
proliferativa no tecido cicatricial. Estes dados foram apoiados pela analise da sintese de
colageno, onde os tratamentos Bal e Pom promoveram maior estimulagdo de fibroblastos

e sintese de fibras coldgenas do tipo I.
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CONCLUSAO

Os resultados revelaram a eficacia das as formulagdes JACBIO® balsamo e
pomada em relagdo a sulfadiazina de prata. Porém, com indicagdes em fases distintas,
sendo o balsamo util para inicio do tratamento e a pomada para a continuagdo e termino
do mesmo. Esta observacdo ¢ de suma importancia, pois a redugdo no tempo de
tratamento ¢ fundamental para a qualidade de vida dos pacientes e redugao com gastos ao
longo do tratamento.

Considerando os compostos naturais encontrados no extrato de P. gonoacantha,
a presente proposta objetiva o desenvolvimento de um produto destinado a sauide,
utilizando tecnologias e insumos nacionais, cuja produg¢do podera ser realizada
inteiramente no pais. Tal iniciativa propiciara a substituicdo de importagdes de produtos
e insumos, agregando densidade de conhecimento a um produto nacional, aumentando a
competitividade do pais no cenario global, com o objetivo de ampliar as possibilidades
de recursos terapéuticos de baixo custo destinado ao SUS, para o tratamento de processos

cicatriciais, infecciosos e inflamatorios cutaneos.
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ANEXO

Patente

A Comissao Permanente de Propriedade Intelectual (CPPI), Nucleo de Inovagao
Tecnoldgica da Universidade Federal de Vicosa (UFV), instituida pela Portaria n°
0769/99, Ato N° 00049/2013/PPG, por meio de seu Presidente, Professor Rodrigo Gava,
declara, para os devidos fins, que a estudante de mestrado do programa de P6s-graduacao
em Ciéncias da Satude, Cassia Gondim Pereira programa e o Professor Camilo Amaro de
Carvalho, vinculados ao Departamento de Medicina e Enfermagem da UFV, solicitaram
auxilio no processo de depdsito do pedido de patente inicialmente intitulado “USO IN
NATURA DE EXTRATOS E FORMULACOES OBTIDOS E DESENVOLVIDOS A
PARTIR DE Piptadenia gonoacantha COM ACAO CICATRIZANTE”, junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI). No momento, o processo de pedido de patente

esta na fase confec¢do dos documentos a serem protocolados junto ao INPI.



