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RESUMO
Caesalpinia peltophoroides Benth., conhecida como sibipiruna, € uma planta muito utilizada
para arborizacdo nas cidades brasileiras. Este trabalho objetivou o estudo farmacogndstico,
capacidade antioxidante e o teor de taninos do extrato bruto (EB) e de fragbes semi-
purificadas (FAE, FQ e F1-F5), o desenvolvimento de metodologia analitica por
espectrofotometria UV/VIS, além da atividade cicatrizante das cascas do extrato bruto de C.
peltophoroides em feridas cutdneas de ratos Wistar. O controle de qualidade foi realizado
através da perda por dessecacéao (PD), teor de cinzas (TC), teor de extrativos (TE) e teor de
residuo seco, com alcool 100% (TR1), alcool 70% (TR2) e alcool 50% (TR3). Para a
determinacgdo de taninos totais (TT) utilizou-se a reacdo com Folin-Ciocalteu. A capacidade
antioxidante foi determinada pelo método de DPPH, avaliando-se o ICs (pg/mL). O
desenvolvimento da metodologia analitica seguiu os requisitos exigidos pela RE n°® 899/2003
-ANVISA. A atividade cicatrizante foi analisada aos 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento com gel
contendo 1% do EB através do comprimento e espessura da area re-epitelizada, analise de
permeacdo cutanea através de espectroscopia fotoacustica, quantidade de células em
metéafases e fibras coldgenas (tipo | e Ill). As cascas da droga vegetal apresentaram valores
de PD=8,25%, TC=8,66%, TE=7,59%, TR1=10,90%, TR2=9,83% e TR3=14,0%. O teor de
TT foi determinado nas amostras: EB=16,80%, FAE=18,62%, FQ=10,27%, F1=28,23%, F2=
20,02%, F3=30,40%, F4=40,92% e F5=23,05%. A capacidade antioxidante das amostras
foram: EB=7,40, FAE=4,90, FA=9,57, F1=2,95, F2=3,95, F3=4,10, F4=2,38, F5=4,42 e
padrdes Trolox=3,97 e Vitamina C=4,36. As fracdes F1 e F4 apresentam ICs, menor que o
Trolox e F1, F2, F3 e F4 menores que a Vitamina C (P<0,05). No desenvolvimento de
metodologia analitica todas as especificacdes da RE n° 899/2003 foram cumpridas. A
avaliacdo da atividade cicatrizante mostrou a formagdo de uma area re-epitelizada maior
aos 4 dias e mais espessa aos 10 e 14 dias, assim como a estimulagdo da maturacdo das
fibras colagenas (tipo I) aos 10 dias e da proliferacédo celular das metafases aos 4 e 7 dias.
As andlises do controle de qualidade cumpriram as especificacdes farmacopeicas. As
fracbes (F1-F5) apresentaram maior teor de TT e consequentemente maior capacidade
antioxidante que o EB e FAE. No desenvolvimento da metodologia analitica comprovou-se
que o método para determinacdo do teor de polifendis totais do EB € valido e confiavel,
devendo se utilizar o pirogalol como padrdo. Na avaliagdo da atividade cicatrizante,
comprovou-se a permeacao do EB em todos os tempos analisados e que o gel contendo EB
mostrou acdo sobre o reparo tecidual, fornecendo condi¢cdes que favorecem uma

cicatrizacdo mais rapida e resistente aos 14 dias de tratamento, em relacao ao controle.

Palavras-chave: Caesalpinia peltophoroides, Polifenois, Atividade Antioxidante, Validacédo

por espectroscopia UV/VIS, Atividade cicatrizante



ABSTRACT
Caesalpinia peltophoroides, known as sibipiruna, is a widely used plant in Brazilian cities for
afforestation. This work conducted a pharmacognosy study, antioxidant capacity and tannin
content of the crude extract (CE) and semipurified fractions (EAF, AF and F1-F5), the
analytical methodology development using a spectrophotometer UV/VIS, beyond evaluating
the healing activity of the bark of crude extract of C. peltophoroides in Wistar rats skin
wounds. The quality control was performed by loss on drying (LD), ash content (AC),
extractives content (EC) and dry content with alcohol 100% (DR1), alcohol 70% (DR2) and
alcohol 50% (DR3). The total tannins (TT) content was used the reaction with Folin-
Ciocalteu. The antioxidant capacity was determined by DPPH assay, determining the ICsq
(ug/mL). The analytical methodology development followed the requirements demanded by
RE n° 899/2003-ANVISA. The wound healing activity was analyzed at 4, 7, 10, and 14 days
of treatment with gel containing 1% of the CE, through the length and thickness of re-
epithelialized area, photoacoustic spectroscopy permeation analysis, number of cells in
metaphase and collagen fibers (type | and Ill). The bark of the vegetal drugs showed values
of LD=8,25%, AC=8,66%, EC=7,59%, DR1=10,90%, DR2=9,83% and DR3=14,0%. The TT
content was determined in the samples: CE=16,80%, EAF=18,62%, AF=10,27%,
F1=28,23%, F2=20,02%, F3=30,40%, F4=40,92% and F5=23,05%. The samples antioxidant
capacity tested were: CE=7,40, FAE=4,90, FA=9,57, F1=2,95, F2=3,95, F3=4,10, F4=2,38,
F5=4,42, and standards Trolox=3,97 and Vitamin C=4,36. F1 and F4 demonstrated a ICs,
lower than Trolox and F1, F2, F3, and F4 lower than Vitamin C (P<0,05). In the analytical
methodology development, all the specifications of RE n° 899/2003 were applied. The wound
healing activity evaluation showed the formation of a bigger re-epithelialized area in 4 days,
and thicker in 10 and 14 days, as well as the stimulation of maturation of collagen fibers (type
1) in 10 days and metaphases cell proliferation in 4 and 7 days. The quality control tests were
in according with the pharmacopoeic specifications. The fractions (F1-F5) showed a higher
amount of TT and therefore a higher antioxidant capacity than the CE and EAF. The
analytical methodology development it has been proved that the method for determining the
total polyphenol content in CE is valid and reliable, and pyrogalol may be used as standard.
In the wound healing activity evaluation, the permeation of the CE was proved in all analyzed
times and the gel containing CE showed action on the tissue repair, providing conditions that

favor a faster and resistant healing in14 days of treatment, compared to the control.

Keywords: Caesalpinia peltophoroides, Polyphenols, Antioxidant capacity, analytical

Methodology development using a spectrophotometer UV/VIS, Wound healing
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1 INTRODUCAO

O estudo das plantas medicinais est4 descrito na historia da humanidade e seu uso
vem desde épocas remotas. Foi através de um instinto de sobrevivéncia que o homem e 0s
animais comecaram a utilizar plantas para a cura de enfermidades (CORREA et al., 2001).
Nas culturas mais antigas sdo encontrados relatos do uso de fitoterapia nas praticas
terapéuticas. Registros tais como os de Hipdcrates e Paracelso evidenciaram a utilizagéo
destes recursos. Este conhecimento adquirido foi passado através de gerac¢des permitindo
que o homem moderno iniciasse a busca dos mecanismos de acdo e propriedades
farmacologicas destas espécies vegetais (SILVA et al., 2008).

Nos anos 60, paises desenvolvidos, como a Alemanha e Fran¢a, aumentaram seus
interesses pelos medicamentos fitoterpicos, passando a utilizar diferentes formas
farmacéuticas. Pesquisadores e industrias farmacéuticas comecaram a investir em
pesquisas de novos farmacos provenientes do uso das fontes naturais na medicina popular
(SOUSA et al., 2008). O estudo destas plantas e seus extratos levaram os pesquisadores a
descoberta de substancias ativas isoladas que serviram de protétipo para a descoberta de
novos farmacos sintéticos ou até como fonte de matéria prima farmacéutica (USTULIN et al.,
2009). Mesmo com o avanco da medicina moderna em relagdo aos produtos sintéticos,
cerca de 30% das drogas utilizadas sédo derivadas de produtos naturais (SOUSA et al.,
2008).

Atualmente, para o tratamento de doengas em paises desenvolvidos, cerca de 80%
da populacdo utilizam plantas medicinais como alternativa (SILVA et al.,, 2008). A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a fitoterapia como uma alternativa de
tratamento viavel e que apresenta um baixo custo, recomendando o levantamento,
identificac@o, estimulo e orientacdo do uso das plantas medicinais que possuem eficacia e
seguranca terapéutica comprovada (LORENZI; MATOS, 2002).

No mercado brasileiro a estimativa é de que a atracdo de crescimento deste setor
seja de aproximadamente 11% maior que com os medicamentos sintéticos (CARVALHO et
al., 2008). No entanto, para que um produto natural se transforme em um medicamento
deve-se garantir a integridade quimica e farmacol6gica do fitoterapico para que se possa
assegurar o potencial terapéutico. Com isso, estudos prévios sdo necessarios como:
aspectos botanicos, fitoquimicos, farmacolégicos, toxicolégicos e desenvolvimento de
metodologias analiticas (TOLEDO et al., 2003).

Devido a um melhor controle de qualidade através de técnicas inovadoras de
identificacdo, determinacdo e quantificacdo dos compostos é que a area de fitoterapicos
passou a ter um crescimento notavel em paises desenvolvidos (YUNES et al.,, 2001). O
Brasil possui um grande potencial de moléculas inovadoras devido a sua biodiversidade,

apresentando uma vantagem competitiva de aproximadamente 55 mil espécies vegetais
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catalogadas (BARATA; QUEIROZ, 1995; BRASIL, 2006), de um total estimado entre
350.000 e 550.000 (GUERRA et al., 2007). Contudo, esta imensa diversidade brasileira
ainda é pouco conhecida, permanecendo como 0 maior potencial de obtencdo de novos
produtos farmacéuticos (REIS et al., 2007).

No entanto, o avango das politicas, programas e projetos do governo na area de
desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos tem sido importante (RODRIGUES et al.,
2006). A implantacdo do Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais tem o intuito de
fornecer embasamento cientifico nas alegacdes populares sobre as diversas plantas
medicinais utilizadas no pais (JUNIOR et al., 2006).

Dentre as classes de compostos mais estudadas encontram-se 0S COMPOStos
fendlicos por ser um grupo largamente encontrado em plantas sendo essenciais para o
crescimento e reproducdo dos vegetais e nos alimentos, por serem responsaveis pela
adstringéncia, cor, aroma e estabilidade oxidativa. Este grupo possui sua importancia por
estar envolvido com a reducdo da oxidacdo lipidica, além de reduzir o risco de
desenvolvimento de algumas doencas e o envelhecimento precoce, atuando como
antioxidantes (ANGELO; JORGE, 2007). Diversos estudos mostram que alguns constituintes
fendlicos possuem atividade antiinflamatoéria (LIMA et al., 1998), antiulcerogénica (AUDI et
al., 1999), além de cicatrizante (LOPES et al., 2005), entre outras.

O processo de cicatrizagdo esta presente no cotidiano familiar, desde pequenas a
grandes injarias (SHERRAT; DALLON, 2002). E um processo complexo que atua no reparo
tecidual através de sinais quimicos, organizacdo das células e da matriz celular, sendo
normalmente divididos nas fases: inflamatdria, proliferativa e remodeladora.

No entanto, observa-se que a dificuldade na cicatrizacdo de feridas pode ser uma
consequéncia de estados patoldgicos como a diabetes, perturbacdes imune, isquemia e, em
ferimentos, tais como queimaduras, ou através de fatores locais como infeccao,
procedimentos operatorios, isquemia tecidual (MENSAH et al., 2001; GALIANO et al., 2004).
O diabetes prejudica numerosos componentes de cicatrizacdo de feridas, incluindo
hemostasia e inflamac&o, matriz de deposicdo e na angiogénese. Também ¢é relatada a
alteracdo do fluxo sanguineo e diminuicdo do namero de fatores de crescimento essenciais
para a cicatrizacdo de feridas, incluindo FGF-2, fator de crescimento derivados de plaquetas
(PDGF-B) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (GALIANO et al., 2004).

Devido aos custos dos tratamentos destas patologias, associadas a uma cicatrizacdo
deficiente, que a busca de novos medicamentos aceleradores do processo cicatricial vem
tendo sua importancia destacada, os quais sdo voltados principalmente para a neoformacao
do tecido. Para que este processo se torne eficaz é necessario que a ferida seja
rapidamente fechada e espera-se que a cicatriz resultante seja esteticamente satisfatéria e
resistente (MENDONGCA; COUTINHO-NETTO, 2009). Nos ultimos anos, os fitoterapicos
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ganharam espago importante na reparacdo do tecido, obtendo a partir deles formulagbes
gque agem no tratamento das feridas (BALBINO et al., 2005; SEHN et al., 2009).



Fernanda Giacomini Bueno 23

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  ASPECTOS GERAIS
2.1.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae compreende 727 géneros e cerca de 19.327 espécies sendo a
terceira maior familia de Angiospermas. Do ponto de vista econdmico, € uma das mais
importantes familias com representatividade ecoldgica. No Brasil, sdo encontrados cerca de
200 géneros e 1.500 espécies que crescem em campos abertos e regides de cerrado
(LOPES et al., 2009).

A familia Fabaceae vem sendo dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoidae e Faboideae e é considerada uma das trés maiores familias das angiospermas
(DUTRA et al., 2008; LOPES et al., 2009).

Plantas pertencentes a familia Fabaceae, subfamilia Casealpinioideae sdo muito
bem representadas no Brasil, sendo utilizadas na arborizacdo de cidades e na industria
madeireira (JOLY, 2002). Apresentam como caracteristica folhas pinadas ou bipinadas,
raramente simples, com flores geralmente zigomorfas, com pétalas livres, corola com
perfloracdo imbricada ascendente ou carenal. Os estames sdo geralmente duplos ao das
pétalas (SOUZA; LORENZI, 2005; DUTRA et al., 2008).

2.2.2 Género Caesalpinia

O género Caesalpinia pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae,
€ utilizada como bioindicador da poluicdo ambiental, além de estar sendo avaliada quanto
sua agao farmacoldgica.

A Caesalpinia sappan L. possui compostos fendlicos derivados de 4 estruturas:
brazileina, chalconas, protosappanina e homisoflavonoide. A partir das cascas, 0s extratos
aquoso, cloroférmico, n-butandlico e metandlico, apresentaram atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, padrdo sensivel e também contra os resistentes a meticilina.
Outros estuddiosos isolaram compostos como protosappanina A e B e brazileina (Figura 1)
(KIM et al., 2004).
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Figura 1 — Estrutura quimica de (A) protosappanina A, (B) protosappanina B e brazileina

isolados de Caesalpinia sappan (FU et al., 2008).

A Caesalpinia pulcherrima é rica em fontes de diterpenoides, dentre eles a
isovouacapenol A-D e pulcherriminas A e B (Figura 2) com agédo contra bactérias e fungo e
considerados ativos no DNA reparador de leveduras mutantes, respectivamente (Roach et
al., 2003). O composto isolado isobonducelina apresenta atividade bacteriana contra
bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Bacillus sphaericus
(SRINIVAS et al., 2003). As substancias isoladas apresentaram resultados significativos e
dose-dependente in vivo, inibindo os mediadores inflamatérios, 6xido nitrico (NO) e citocinas
[fator de necrose tumoral (TNF) - e interleucina (IL) -12] (RAO et al., 2005).



Fernanda Giacomini Bueno 25

I. R, =OH
JH R, =H

N

CH: cCcooHoOD
I

Figura 2 — Estrutura quimica de (1-4) isosovouacapenol A-D (RAGASA et al., 2002) e (5-6)
pulcherrimas A-B (PATIL et al., 1997).

As sementes de C. bonducella demonstraram atividade antidiabética para diabetes
tipo 2 em modelo crbnico in vivo e partes da planta tém mostrado algumas atividades
farmacologicas tais como antimicrobiana, adaptogénica, atividade contratil na musculatura
esquelética e atividade antifilarial (CHAKRABARTI et al., 2005; YADAV et al., 2007). Shukla
et al. (2009) mostraram que a planta possui um potencial terapéutico para a prevencao de
doencgas auto-imunes e para atividade imunomoduladora.

As cascas e raizes de C. benthamiana sao utilizadas popularmente no tratamento de
infeccdes topicas e feridas. Devido a este relato, Dickson et al. (2007) avaliaram a acéo
antimicrobiana e antioxidante das substancias isoladas do extrato de éter de petroleo das
cascas e raizes levando em consideracdo que as feridas normalmente sdo impedidas de
cicatrizar pela presenca de alguns microorganismos, como Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp. e Pseudomonas sp., e espécies reativas de oxigénio. Deste extrato foi
isolado, dois diterpenos, designados de bentaminina 1 e 2 e outro deoxicaesaldekarina C
(Figura 3). A bentaminina 1 apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus

aureus e Micrococcus flavus. A bentaminina 2 apresentou maior atividade antioxidante
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frente ao radical livre DPPH e I1Cs, de 42,7 yuM. Deoxicaesaldekarina C apresentou ambas

atividades antibacteriana e antioxidante.

Figura 3 — Estrutura quimica de (1) deoxicaesaldekarina C, (2) bentaminina 1 e (3)
bentaminina 2 (Dickson et al., 2007).

As sementes de C. crista sdo muito utilizadas no sudeste da Asia como
antihelmintico, antipirético, antiinflamatério e agente antimalérico, além de tdénico e
tratamento de reumatismo (KALAUNI et al., 2004).

2.3.3 Caesalpinia peltophoroides Benth.

A espécie Caesalpinia peltophoroides Benth. conhecida popularmente como
“sibipiruna” ou “falso pau Brasil” é utilizada como planta ornamental e possui potencial
madeireiro. No Brasil é encontrada na regido de Mata Atlantica do Rio de Janeiro, sul da
Bahia, S&o Paulo, Espirito Santo e na regido do Pantanal no estado do Mato Grosso
(CORTE et al., 2008). A madeira é muito utilizada na construcdo civil e na producdo de
maoveis em geral, por ser pesada, dura e de média durabilidade (PONTES et al., 2006).

C. peltophoroides possui sinonimia cientifica com Caesalpinia pluviosa DC. e na
Bolivia é utilizada para tratamento de disenteria (DEHARO et al., 2001). Extratos da casca
de C. pluviosa apresentaram atividade antimalarica in vitro frente ao agente etiolégico da
malaria, Plasmodium falciparum, cloroquina resistente, apresentando um ICsy de 8,3 pg/mL
(BAELMANS et al., 2000).

Del Lama e Peruquetti (2006) avaliaram o efeito do néctar das flores de C. pluviosa
na mortalidade de abelhas. Concluiram que arvores individuais produziram ou n&o
mortalidade de abelhas em diferentes periodos de floracdo e arvores vizinhas mostraram

efeitos distintos em cada floracdo. Por outro lado, a toxicidade sobre as abelhas foi
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igualmente variavel. No entanto, o efeito toxico esta presumivelmente relacionado com uma

substancia presente nas flores e esta ainda é desconhecida.

Figura 4 — (A) Partes aéreas e (B) tronco da Caesalpinia peltophoroides (Foto: Fernanda
Bueno, 02-05-09).
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3 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho objetivou realizar o controle de qualidade farmacognéstico da matéria-
prima vegetal, o desenvolvimento de metodologia analitica para a determinacdo de
polifendis totais e avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato bruto das cascas de

Caesalpinia peltophoroides.



CAPITULO 1

CONTROLE DE QUALIDADE,
DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA
ANALITICA E DETERMINACAO DO TEOR

DE TANINOS TOTAIS
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1  ASPECTOS QUIMICOS
1.1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifendis constituem um dos grupos encontrados nas
plantas e tem origem no metabolismo secundéario, sendo muito importantes para o
desenvolvimento e reproducdo da mesma. Estas substancias possuem como caracteristica
em sua molécula um anel aroméatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, além dos
grupos funcionais, e podem ser encontrados na forma livre ou ligados a acgUcares
(glicosideos) ou proteinas (SOARES, 2002; ANGELO; JORGE, 2007). Os grupos fendlicos
sdo classificados conforme o esqueleto principal como: acido fendlicos, cumarinas,
flavonoides, fendis simples, estilbenos, lignanas, ligninas, taninos condensados e taninos
hidrolisaveis (SOUSA et al., 2007).

A maior parte dos compostos fendlicos sdo encontrados na forma de ésteres ou de
heterosideos, sendo assim sollveis em agua e em solventes organicos polares. Sdo muito
reativos quimicamente e podem formar pontes de hidrogénio intra ou intermolecular.
Possuem como caracteristica importante a complexacdo com metais, 0s quais sao
encontrados em sistemas biol6gicos (CARVALHO et al., 2004). No entanto, estes
compostos sao facilmente oxidaveis, por influéncia da luz, calor, alcalinidade do meio e
através de enzimas.

Os compostos fendlicos contribuem para o sabor, odor e coloracdo de diversos
vegetais, sendo importantes economicamente como flavorizantes e corantes de alimentos e
bebidas. O consumo destas substancias vem sendo associada a diminuigdo do risco de
acidente vascular, cancer e doenca cardiaca corondria, além do retardamento do
envelhecimento celular (PAPADOPOULOU; FRAZIER, 2004). O carater antioxidante destes
compostos permite a neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio, em grande parte
resultantes da peroxidacdo lipidica, conferindo vasta atividade biologica. A atividade
antioxidante relatada deve-se as suas propriedades redutoras e a sua estrutura quimica,
desempenhando um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
gquelacdo de metais de transicdo (SOUSA et al., 2007; MATSUMOTO, 2008).

1.1.2 Taninos

A denominacao tanino foi originada do termo “tanante” no qual se utilizava a infuséo
das cascas da castanheira e do carvalho para obtencdo de couro de peles animais
maleaveis e de grande durabilidade (QUEIROZ et al., 2002; MONTEIRO et al., 2005). Séo
soluveis em &gua e possuem massa molecular entre 500 e 3000 u, apresentando a

habilidade de formar complexos insolliveis em dgua com alcaloides e proteinas (MONTEIRO
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et al., 2005). Tais substancias sdo responséaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros
produtos vegetais.

Séo classificados segundo a sua estrutura quimica em 2 grupos: taninos hidrolisaveis
e taninos condensados. Os taninos hidrolisveis sdo constituidos de ésteres complexos,
formando uma cadeia central de carboidrato, geralmente D-glicose, cujas fungdes hidroxilas
sdo esterificadas com o &cido galico (OLIVEIRA; BERCHIELLI, 2007). Os taninos
condensados ou protocianidinas sdo compostos por unidades flavanol: flavan-3-ol e flavan-
3,4-diol (MONTEIRO et al., 2005) (Figura 2). Estes grupos se distribuem no reino vegetal
seguindo padrfes significativamente diferentes, enquanto os taninos condensados ocorrem
amplamente em gimnospermas e angiospermas, os hidrolisdveis estdo quase restritos as
Choripetalae das dicotiledéneas (SANTOS; MELLO, 2007).
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Figura 5 — Estrutura quimica de tanino hidrolisavel (A) e condensado (B) (SCHOFIELD,
2001; CARVALHO, 2007).

Acredita-se que as atividades farmacolégicas dos taninos sao devidas, pelo menos
em parte, a trés caracteristicas gerais que sd&o comuns em maior ou menor grau aos dois
tipos de taninos, condensados e hidrolisaveis. Tais caracteristicas sdo: complexacdo com
ions metalicos, atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e habilidade de se
complexar com macromoléculas como proteinas e polissacarideos (HASLAM, 1996). Os
complexos com proteinas podem ser de forma reversivel (pontes de hidrogénio) ou
irreversivel (ligacdo covalente). As pontes de hidrogénio sdo formadas provavelmente entre
as hidroxilas fendlicas dos taninos e as fungfes carbonilicas das ligagBes peptidicas das
proteinas, gerando estabilidade entre elas (MONTEIRO et al., 2005). Esta propriedade de
complexacdo com proteinas confere aos taninos a capacidade de inibir enzimas (SCHOLZ,
1994).

Na medicina tradicional este grupo fendlico é utilizado para o tratamento da diarreia,

hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais,
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problemas renais e do sistema urinério e processos inflamatorios em geral e na industria
alimenticia como antioxidantes de bebidas (PANSERA et al., 2003).

Estudos cientificos, através de testes in vitro de extratos ricos em taninos ou até de
substancia isolada, comprovam a acao biolégica dos taninos, dentre elas: a¢do bactericida,
fungicida (SANCHES et al., 2005), antiviral (OKUDA et al., 1993), moluscicida (MARSTON;
HOSTETTMANN, 1985), acao antitumoral (OKUDA et al., 1989), atividade de inibicdo de
Herpetomonas samuelpessoai (HOLETZ et al., 2005), atividade de inibicdo de Candida
albicans (ISHIDA et al., 2006), inibicdo de Cryptococcus neoformans (ISHIDA et al., 2009),
acao antioxidante (SANTOS; MELLO, 2007). Lopes et al. (2005) observaram gque o extrato
bruto da casca de Stryphnodendron polyphyllum influencia na proliferacdo celular do
processo de cicatrizagdo e sugeriram que esta atividade possa existir devido a presenca de
taninos.

A acédo dos taninos na cura de feridas, queimaduras e inflamac8es ocorre através da
formacdo de uma camada protetora (complexo tanino-proteina/ou polissacarideo) sobre a
pele ou mucosa danificada. Abaixo dessa camada, o processo natural de cura pode, entdo,
ocorrer. O mesmo mecanismo de ag¢do ocorre no caso das Ulceras gastricas (HASLAM,
1998). Lopes et al. (2005) observaram que o tratamento de feridas cutdneas com extratos
semipurificados das cascas de S. polyphyllum e S. obovatum, que contém altas
concentracbes de taninos, promove um aumento significativo na proliferagdo celular da

epiderme.

1.1.3 Atividade antioxidante
1.1.3.1 Processo oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) € um processo fisioldgico
natural do organismo (enddgeno), mas também pode estar associado a exposi¢cdo por
agentes ambientais (exdgenos). Em condi¢des fisiologicas do metabolismo celular aerdbico,
0 oxigénio (O,) sofre reducdo tetravalente aceitando quatro elétrons e resultando na
formacdo de agua. No entanto, durante este processo sdo formados compostos
intermediarios, as EROs, que se dividem em grupos radicalares como superoxido (Oae-),
hidroxila (HOe*), peroxila (ROOe), alcoxila (ROe) e também os ndo-radicalares como o
peréxido de hidrogénio e o oxigénio (SEIFRIED et al., 2007; VICENTINO; MENEZES, 2007).
O radical hidroxila é o que provoca maior dano ao organismo, por apresentar uma meia-vida
curta, sendo dificil de ser sequestrado in vivo. Este radical € formado a partir da reacéo de
peréxido de hidrogénio com metais (M) de transicdo (cobre e ferro), presentes nas células, e
também da quebra da agua quando em exposicao a radiacao ultravioleta, radiacdo y e raios
X, segundo as equacdes 1 e 2, respectivamente (BARREIROS; DAVID, 2006).
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M™ + H,0, — M™D* + HOe + HO™ (Equagao 1)
H,O —» HOe+Hs (Equacéo 2)

Os radicais livres sdo formados a partir de reacdes de 6xido-reducdo provocadas
durante os processos de producéo de energia, fagocitose, regulagéo do crescimento celular,
sintese de substancias e sinalizagdo intercelular e séo reconhecidos por apresentarem dois
papéis distintos, um benéfico e o outro deletério a saude (RATMAN et al.,, 2006;
BARREIROS; DAVID, 2006; GUL(;IN et al., 2010). O efeito benéfico ocorre pois, em
concentracdes baixas atuam na regulacdo da apoptose de células pré-cancerigenas, na
ativacao de fatores envolvidos na resposta imune e na modulacédo da expressao de codigos
genéticos de enzimas antioxidantes (VICENTE, 2009). No entanto, estes radicais livres
constituem moléculas cuja estrutura quimica possui elétrons desemparelhados, sendo
instaveis e altamente reativos, resultando no estresse oxidativo.

A formacédo do estresse oxidativo deve-se a um desequilibrio na taxa de producéo e
degradacédo dos antioxidantes, podendo levar a danificacdo de lipidios, proteinas, enzimas,
carboidratos e DNA. Estes danos estédo relacionados com o desenvolvimento do cancer,
doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, doencas cardiovasculares,
diabetes e doengas auto-imunes, além de causar o envelhecimento precoce (Figura 3)
(RATMAN et al., 2006; VICENTINO; MENEZES, 2007).
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Figura 6 — Representac¢éo do local atingido pelas EROs e suas doengas associadas (RENZ,
2003 apud OLDONI, 2007).
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1.1.3.2 Processo de oxidagéao lipidica

A peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacao é conhecida como sendo uma cascata de
eventos resultante da acdo dos radicais livres sobre os lipidios insaturados, devido a suas
multiplas duplas ligacdes. Esse evento gera reacfes deletérias que causam alteracdes na
sua estrutura, permeabilidade, alteracdo de fluxo idnico, e também estd associado aos
mecanismos de envelhecimento, cancer e a exacerbagdo da toxicidade de xenobioticos
(MATSUMOTO, 2008). A lipoperoxidacdo pode ser dividida em trés etapas: iniciagao,
propagacao e terminacdo (ANTOLOVICH et al., 2002).

A iniciacdo ocorre na presenca de um agente catalisador externo (Re), como calor,
luz ou ions metélicos, onde moléculas de lipideos (LH) sofrem ataque deste agente que
resulta na captura de um atomo de hidrogénio do carbono metileno da cadeia do &cido

graxo, formando radical alquil (Le):

LH+Re —>» Le+RH

A etapa de propagacdo ocorre como conseqiéncia da primeira etapa, onde o0s
radicais livres formados passam a reagir com o oxigénio formando o radical peroxila (LOQe).
Este radical é muito instavel e posteriormente reage com um hidrogénio dando origem a um
hidroperoxido lipidico (LOOH). fons metalicos, como o ferro e o cobre, podem através deste

hidroperéxido formar radicais lipidicos alcoxila, peroxila e hidroxila:

Le + 02 — LOO-
LOOs+LH —» Le+LOOH
LOOH + M™ + H* — L0+ M"* " + H,0
LOOH + M®*Y* + OH" — LOOs + M™ + H,0

Na ultima etapa, de terminacdo, ocorre uma reacdo em cadeia entre os radicais
originando produtos néo radicalares, sendo o principal deles o malondialdeido, que é
altamente toxico:

LOe + LO-
LOQs + LOO- produtos nao radicalares
LOe + LOOe
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1.1.3.3Antioxidante

Para se proteger dos efeitos indesejaveis dos radicais livres, os organismos aerébios
desenvolveram sistemas defensivos, como a utilizacdo de antioxidantes, que possuem o
potencial de neutralizar os radicais livres, retardando ou inibindo a sua acéao de oxidacdo. Os
antioxidantes possuem ampla funcdo contra a peroxidagdo lipidica, retardam algumas
doencas crbnicas e estdo associados na protecdo da degradacdo oxidativa em alimentos
(GULCIN et al., 2010).

O organismo humano possui diversos mecanismos de defesa antioxidante, como a
presenca de antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos
constituem a defesa enddégena aos ataques dos EROs estando localizadas no interior das
células agindo tanto para a prevencdo da oxidacao gerada pelos radicais livres quanto na
reparacdo dos danos causados. Como exemplo de antioxidantes enziméticos tem-se a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e outros. A SOD
€ uma enzima importante na eliminacdo do radical superoxido (O2), formado a partir do
oxigénio, requerendo a presenca de metais como o cobre, zinco e manganés. A CAT é uma
enzima abundante no corpo humano e que o protege contra o peroxido de hidrogénio,
convertendo-o em agua e oxigénio molecular. A GPx atua semelhante ao SOD, impedindo o
acumulo de peroxido de hidrogénio (RATMAN et al., 2006; BARREIROS; DAVID, 2006). Os
antioxidantes ndo enzimaticos, na sua grande maioria, sdo provenientes da alimentacao.
Eles agem na neutralizacdo dos radicais livres, quelando metais e bloqueando a acdo das
espécies reativas. Como exemplo tem-se as vitaminas E e C.

Também existem antioxidantes sintéticos, sendo os mais utilizados o butil-hidréxi-
anisol (BHA), butil-hidréxitolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG).
Estes compostos possuem uma estrutura fendlica que permite a doagdo de um préton a um
radical livre, bloqueando a oxidagdo. No entanto, estes compostos tém demonstrado em
estudos com animais, alta toxicidade, podendo causar efeito carcinogénico e mutagénico.
No Brasil, o Ministério da Saude limita o uso destes antioxidantes determinando
concentracbes maximas permitidas (MOURE et al., 2001; RAMALHO; JORGE, 2006;
GULCIN et al.,, 2010). Com isso, surgiu a necessidade de buscar antioxidantes naturais,
principalmente os isolados de plantas, como fontes mais seguras para produtos alimenticios
e farmacéuticos (SILVA et al., 2009).

Compostos fendlicos possuem grande destaque como agentes antioxidantes por
serem eficientes captadores de EROs e por reduzir ou quelar metais, 0os quais catalisam a
lipoxidacdo (ANDRADE et al., 2007). Esta atividade ocorre devido as propriedades dos
grupos fendlicos em agirem como agentes redutores, eliminando o oxigénio singleto
(MORAIS et al., 2009).
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1.2  ASPECTOS ANALITICOS
1.2.1 Validacdo de metodologia analitica para a det erminacao de polifendis totais

A validagdo de métodos analiticos surgiu com a necessidade de se comprovar que
as analises realizadas resultassem em métodos compardveis, rastreaveis e confiaveis,
garantindo a eficiéncia da técnica e da rotina do laboratério. Resultados analiticos n&o
confidveis geram desperdicio financeiro, além de comprometer a credibilidade do
laboratério. A validagdo constitui um procedimento fundamental que verifica se o método é
adequado para 0 seu proposito, assegurando a confiabilidade dos dados produzidos
(RIBANI et al., 2004).

A Resolucdo Especifica (RE) n° 899, de maio de 2003, “Guia para a validacao de
métodos analiticos e bioanaliticos” da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
determina 0s requisitos necessarios para a validacdo de metodologia, tais como:
especificidade, precisdo, linearidade, robustez, limite de deteccdo e quantificacdo e
exatidao. Este processo deve ocorrer quando as metodologias ja descritas sdo modificadas,
na inclusdo de novas metodologias ou no uso de novos equipamentos. Outra agéncia que
determina os procedimentos de validacdo € o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao
e Qualidade Industrial INMETRO) (BRASIL, 2003; SOBRINHO et al., 2008).

Existem métodos normalizados descritos em compéndios oficiais, como exemplo as
farmacopeias, que apresentam metodologias validadas descritas em cada uma das
monografias, ndo sendo necessaria a revalidacdo destes procedimentos. Quando se trata
de plantas medicinais, observa-se a caréncia de monografias oficiais individuais devido a
grande diversidade de espécies existentes (TOLEDO et al., 2003). O desenvolvimento e
validacdo destas metodologias analiticas € importante devido a monografia ser utilizada
para garantir a producao de fitoterapicos de qualidade.

Contudo, tem-se observado em diversos trabalhos, com abrangéncia nas é&reas
biolégicas, farmacéutica e quimica, métodos validados para a quantificacdo de compostos
ou até mesmo do marcador quimico no extrato vegetal. Devido a complexidade da droga
vegetal existem definicdes, pardmetros, procedimentos e estratégias para a realizacdo da
validacdo da metodologia analitica (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

No caso da metodologia para a determinacdo do teor de taninos totais existem
diversas técnicas, dentre elas encontram-se métodos por precipitacio de metais ou
proteinas e também por ensaios colorimétricos. O método colorimétrico é o mais utilizado,
no entanto possui suas limitacbes devido a cada composto fendlico poder produzir
intensidade de cor diferente por unidade de massa. Este tipo de analise s6 pode ser usada
para a comparacdo semi-quantitativa com um padréo externo. No entanto, alguns autores
confirmam que néo existe método de doseamento de taninos ideal, sendo ainda os métodos
colorimétricos os mais utilizados (MONTEIRO et al., 2005; ANGELO; JORGE, 2007).
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Para a quantificagdo de taninos condensados os métodos utilizados sdo andlise
colorimétrica com butanol-HCI e vanilina produzindo antocianidinas vermelhas. Para taninos
hidrolisaveis destacam-se reacdes colorimétricas especificas como 0s ensaios com
reagente KlO; fornecendo coloragdo rosa, reagente de Rodanina para cor puarpura e,
reagente NaNO, para coloracdo vermelha. Entretanto, estas reacdes apresentam algumas
desvantagens, como a especificidade para alguns grupos de taninos hidrolisaveis e a
inviabilidade da execucao da técnica numa rotina laboratorial (MONTEIRO et al., 2005).

Dentre os métodos colorimétricos o azul de Prussia e Folin-Denis, posteriormente
modificado e aperfeicoado para Folin-Ciocalteu, sdo os mais utilizados, tendo sido
modificados inimeras vezes. Estes doseamentos ndo sédo especificos para um grupo de
polifendis, mas determinam o total de compostos fendlicos. O azul da Prussia € um método
rapido, facil e possui pouca interferéncia de compostos nado fendlicos, no entanto possui
alguns pontos negativos como precipitacdo e dependéncia do tempo e temperatura, se
tornando um método sem estabilidade. J& o Folin-Ciocalteu além de possuir menos
interferéncia dos compostos nao fendlicos, estudos revelam que ele é mais sensivel que o
Azul da Prussia (SCHOFIELD et al., 2001; MONTEIRO et al., 2005).

A metodologia de determinacdo de polifendis totais (PT) pela reducdo do acido
fosfotungstico formando a coloracdo azul é muito utilizada em diversos laboratérios, mas é
uma técnica considerada por Cicco et al. (2009) generalizada. Este termo é dado pelo fato
de detalhes especificos da técnica serem modificados, como a concentracdo de carbonato
de sodio, o comprimento de onda, a sequéncia de reagentes adicionados, o tempo e a
temperatura da analise. Além disso, a adi¢cdo de outro solvente que ndo seja agua pode
interferir na formagéo da pigmentacdo azul (CICCO et al., 2009). A Farmacopeia Europeia
(2007) determina como geral a técnica de determinac¢do de taninos, ou seja, para qualquer
planta utilizada a metodologia permanece a mesma. Na Farmacopeia Brasileira, os métodos
sdo determinados para cada monografia de planta na qual a determinacdo é requerida. A
mesma apresenta diferentes técnicas, tanto no tempo de leitura (2 para 25 a 30 min) quanto
na absorbancia utlizada (730 a 760 nm), na quantidade de Folin-Ciocalteu e na
concentracdo do carbonato de sédio, sendo que estes diferem da Farmacopeia Europeia
(VERZA et al., 2007).

O método de Folin-Ciocalteu é rotineiramente utilizado por laboratérios, mas assim
como as farmacopeias, eles apresentam diversas variacbes em seus métodos (CICCO et
al., 2009). Glasl (1983) utilizou reagente Folin-Ciocalteu, 15 min para a realizacao da leitura,
comprimento de onda de 691 nm e solu¢do de carbonato de sédio 14,06%. Turkmen et al.
(2006) utilizaram no método 35% de carbonato de sédio, 30 min para a leitura e uma
absorbancia de 700 nm. Tawaha et al. (2007) utilizaram &cido galico como padréo, 2,5 mL

de Folin-Ciocalteu e 765 nm de absorbéncia, com uma incubagédo das amostras a 30 °C e
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com tempo de leitura de 1,5 h. A preocupacdo com estas variacdes de métodos esta na
incompatibilidade dos resultados.

As técnicas espectrofotométricas utilizadas para quantificar polifendis totais ndo sao
especificas para taninos. A determinacdo de taninos é realizada mediante adsor¢do com
substratos protéicos (po-de-pele ou caseina). Pode-se afirmar que a variabilidade de
resultados experimentais esta associada tanto ao tipo (purificada ou grau técnico) como a
guantidade de caseina utilizada, que podem levar & obteng&o de resultados erréneos. O po-
de-pele, assim como a caseina, demonstra capacidade de complexar com outros polifendis
além dos taninos, independente da quantidade utilizada na reacdo, demonstrando uma falta
de seletividade do método de determinacgéo de taninos totais (VERZA et al., 2007).

Outra variacdo que ocorre nas metodologias publicadas € a utilizacdo do padrdo
externo. As Farmacopeias Brasileira e Europeia apresentam o pirogalol como padréo, no
entanto artigos cientificos mostram o teor de taninos expressos em acido galico e acido
tanico (QUEIROZ et al., 2002; PANSERA et al., 2003; SOUSA et al., 2007). Assim, devido a
grande variacao entre os métodos existentes para a determinacao de polifendis totais é que
se torna necessaria a padronizacao e validacdo de uma metodologia analitica para que se

possa assegurar a confiabilidade dos resultados.
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2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Decorrente das necessidades normativas que se refere a regularizacdo de
fitoterapicos este trabalho teve como objetivo:
¢ Avaliar a qualidade das cascas de Caesalpinia peltophoroides pelos ensaios de
controle farmacognostico.
* Preparar o extrato bruto das cascas de C. peltophoroides e obtencéo de fracdes
semipurificadas.
e Validar a metodologia analitica para a determinacdo do teor de polifendis totais
por espectrofotometria UV/Vis do extrato bruto das cascas de C. peltophoroides.
« Determinar o teor de polifendis totais e taninos totais do extrato bruto e fracbes
semipurificadas.
 Determinar a atividade antioxidante in vitro do extrato bruto e fragOes

semipurificadas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Solventes, reagentes e solucbes
Todos os solventes e reagentes empregados possuiam grau de pureza pro-analise
(p.a.) das marcas Mallinckrodt®, Merck®, Sigma®, Carlo Erba®, Vetec® ou Synth®, exceto

gquando especificado.

. Acetona

. Acido galico

. Acido tanico

. Alcool de cereais - Cereélcool

. BHT

. Carbonato de sodio anidro

. Catequina

. DPPH

. Metanol grau HPLC

. Nitrogénio liqguido — Departamento de Fisica da UEM
. Pirogalol

. P4 de pele levemente cromado Freiberg®
. Reagente de Folin-Ciocalteu - Dinamica

. Trolox

. Vitamina C

3.2.2 Equipamentos

. Agitador magnético Fisatom

. Balanca analitica AND HR-200

. Balanca analitica Gehaka 2000

. Banho-maria Fanem mod 120/3

. Bomba a vacuo Vaccubrand Labortechnik tipo MZ 2C
. Bomba a vacuo Vacumaster 15601

. Desumidificador de ar Arsec modelo 250M3U

. Espectrofotdbmetro Shimadzu UV/VIS PC-1650

. Estufa 105 € J. Prolab JP101

. Evaporador rotatério Blichi R-114 capacidade 2 L
. Evaporador rotatorio Blichi R-153 capacidade 20 L
. Liofilizador — Christ Alpha 1-4

. Moinho de martelos Tigre ASN-5
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. Mufla LML

. Tamisador vibratorio - RETSCH.

. Turbolizador Sire 2 L

. Ultra-som Unique USC 1540, 25 Hz
. Ultra-turrax UTC 115KT

3.2 MATERIA-PRIMA VEGETAL

As cascas do vegetal Caesalpinia peltophoroides Benth. foram coletadas no campus
da Universidade Estadual de Maringa, Maring4, Parana, Brasil. Uma exsicata foi depositada
no herbario da Universidade Estadual de Maring4, e esta registrada sob o numero HUEM
12492. As cascas foram fragmentadas com auxilio de tesouras de poda manual e apés
secagem em estufa com circulacdo de ar forgada (Figura 7), foram moidas em moinho de
martelos de ago inox Tigre ASN-5 sendo posteriormente utilizadas nas anélises descritas na
Figura 8.

Figura 7 — Cascas secas de C. peltophoroides (Foto: Fernanda Bueno, 21-05-2009).
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Cascas frescas
(2154,0 g)

Estufa de ar circulante a
(3742 C)

Droga vegetal
(1496,179)

Moinho de martelos

Droga vegetal
moida
(1365,35g)

Ultra-Turrax (15 min)
20 L de etanol:dgua (1:1 v/v)
Filtracdo
Concentracaol/Liofilizacado

Testes de
controle de
qualidade

Extrato bruto Frac&o acetato

(135,72 g9) de etila
(42,07 g)
Acetato de
etila:agua 10x
(L:1 viv)

Fracionamento
CC Sephadex LH-20

Fracdo aquosa
(57,93 9)

Atividade Atividade Doseamento
biologica antioxidante de taninos

Figura 8 — Rota de trabalho e obtencéo do extrato bruto de C. peltophoroides.
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3.3 CONTROLE DE QUALIDADE
As técnicas para a avaliacdo da qualidade da droga vegetal foram realizadas

segundo normas farmacopeicas e ndo farmacopeicas.

3.3.1 Analises Fisico-Quimicas
3.3.1.1 Perda por dessecacéo

Em pesa-filtros previamente tarados, foram pesadas 2,0 g da droga vegetal e em
seguida colocados em estufa por 2 h, a temperatura de 105 °C. Apos resfriamento em
dessecador, os pesa-filtros foram pesados e recolocados em estufa por mais 30 min. Este
procedimento foi repetido até obtencdo de peso constante. Os resultados foram expressos

em perda de massa percentual, pela média de trés determinacdes.

3.3.1.2 Determinacéo do teor de extrativos

Foram pesados exatamente cerca de 1,0 g da droga vegetal cominuida, sendo
submetida a decoc¢do com 100,0 mL de agua, durante 10 min. Apds o resfriamento, a
solucéo foi transferida para baldo volumétrico e seu volume completado para 100,0 mL.
Apos filtracdo em papel filtro, desprezando-se os primeiros 20,0 mL, foi pesada uma aliquota
equivalente a 20,0 g do filtrado, em pesa-filtro previamente tarado, e este foi levado a
evaporacgao até secura em banho-maria. O pesa-filtro contendo o residuo obtido foi colocado
em estufa, a temperatura de 105 C até peso constan te, resfriado em dessecador e pesado.

As determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.3.1.3 Determinacgé&o do teor de residuo seco

Utilizou-se a mesma metodologia aplicada para a determinacdo de extrativos,
parcialmente alterada empregando-se refluxo, e as solu¢des utilizadas foram: etanol 50%
(viv), etanol 70% (v/v) e etanol 100%. O resultado foi expresso em relacdo a 100,0 g do

extrato, pela média de trés determinacdes.

3.3.1.4 Determinacdo de cinzas totais

Cerca de 3 g da droga vegetal pulverizada foram pesadas e transferidas para
cadinho, previamente calcinado, resfriado e pesado. Apds distribuir a amostra
uniformemente no cadinho esta foi incinerada, ndo ultrapassando 450 °C, até que todo o
carvao fosse eliminado. O mesmo foi resfriado e pesado, sendo calculada a porcentagem de

cinzas totais em relacdo a droga vegetal seca ao ar (FARMACOPEIA, 1988).
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3.3.2 Analise quantitativa
3.3.2.1 Determinacgéo do teor de polifendis totais e taninos totais

Em um erlenmeyer contendo 150 mL de agua destilada foi adicionado cerca de 750
mg de droga vegetal pulverizada e colocada em banho-maria a temperatura de 80 °C por 30
min. Ap0s o resfriamento em &gua corrente, transferiu-se o contetdo para um baldo
volumétrico de 250 mL e seu volume completado com agua destilada. A solugéo resultante
foi filtrada e os primeiros 20 mL desprezados. O filtrado obtido foi denominado de Solugéo-
mae (Sm).

Para a determinacao de polifendis totais (PT), 5 mL da Sm foram diluidos com agua
em um baldo volumétrico de 25 mL. Transferiram-se 2 mL dessa solucdo para um baldo
volumétrico de 25 mL contendo 1 mL de solucdo de &cido fosfotungstico R (Reagente
fendlico de Folin-Ciocalteu 2 N) e 10 mL de agua, sendo o baldo completado com solucdo
de carbonato de sédio 10,75%. Ap6s 30 min da adicdo da ultima solucdo foi medida a
absorbéancia a 760 nm, empregando-se a 4gua como branco.

Para a determinacéo de polifendis ndo adsorventes (PNA), adicionaram-se 10 mL da
Sm em um bécker contendo 0,100 g de pé-de-pele R e 0 mesmo foi agitado durante 60 min.
ApoOs a solucao ser filtrada, 5 mL do filtrado foram diluidos em 4gua em baldo volumétrico de
25 mL. Dois mililitros dessa solucdo foram transferidos para um baléo volumétrico de 25 mL
juntamente com 1 mL de solu¢do de &cido fosfotingstico R (Reagente fendlico de Folin-
Ciocalteu 2 N) e 10 mL de agua, completando-se o volume com solucdo de carbonato de
sédio 10,75%. Apds 30 min da adi¢cdo da ultima solugéo foi medida a absorbancia a 760 nm,
empregando-se a agua como branco.

Para o preparo da solugdo mée do padrdo de pirogalol utilizou-se 2,5 mg deste
padrao em um baldo volumétrico de 100 mL, sendo diluido em agua destilada. Dois mililitros
dessa solucao foram transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL juntamente com 1 mL
de solucdo de acido fosfotingstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteu 2 N) e 10 mL de
agua, completando-se o volume com solucdo de carbonato de sédio 10,75%. Apds 30 min
da adicdo da ultima solucdo foi medida a absorbéncia a 760 nm, empregando-se a agua
como branco.

Para a determinacdo do teor de polifendis totais e taninos totais de extratos e
fracbes, a mesma técnica foi realizada, no entanto, a etapa de extracdo néo foi necessaria.
A quantidade de extrato ou fracdo utilizada foi equivalente a 0,750 g de planta e calculada
com base nos seus respectivos rendimentos em teor de extrativos e/ou residuo seco. Os
doseamentos foram realizados em triplicata (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2007).



Fernanda Giacomini Bueno 45

A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo a expresséo:
_625.(A,-A,).m,

TT

A,.m,
Em que:
PT = polifendis totais (%)
PNA = polifendis ndo adsorventes (%)
Al = absorbancia da solucdo amostra para polifendis totais
A2 = absorbancia da solucdo amostra para polifendis ndo adsorventes
A3 = absorbancia da solucéo padrdo de pirogalol
m; = massa da amostra utilizada no ensaio, em gramas, considerando a

determinacdo de agua;
m, = massa do padréo de pirogalol, em gramas.

TT = teor de taninos totais (%)

3.4  PREPARACAO DE EXTRATOS
3.4.1 Extrato bruto (EB)

As cascas secas foram cominuidas em moinho de martelos, empregando-se o
material sem separacdo granulométrica. Apos, foram levadas a Ultra-turrax UTC115KT por
15 min, sendo que a cada 5 min esperou-se intervalo de 5 min para que a temperatura do
equipamento ndo excedesse 40 °C. Para cada 50 g de droga vegetal, seca e moida,
empregaram-se 500 mL de é&lcool 50% como liquido extrator, na propor¢ao inicial de 10%
(p/v). Apbs filtracdo do extrato e posterior evaporacdo do solvente organico em evaporador
rotatério sob presséo reduzida, o extrato foi congelado e liofilizado, obtendo-se assim o
extrato bruto (EB).

3.4.2 Fracéo acetato de etila (FAE) e aquosa (FAQ)

O EB (50 g) foi disperso em 500 mL de agua destilada e particionado 10 vezes com
500 mL, cada vez, de acetato de etila (MELLO et al., 1996). As fases acetato de etila
reunidas foram concentradas em evaporador rotatério sob pressdo reduzida até eliminacéo
total do solvente organico, congeladas e liofilizadas, obtendo-se a fracdo acetato de etila
(FAE). A fase aquosa restante também foi concentrada, congelada e liofilizada, obtendo-se

a fracdo aquosa (FAQ).
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3.5 METODOS CROMATOGRAFICOS
3.5.1 Cromatografia em coluna (CC) da fracdo acetat o de etila

A FAE foi fracionada, separadamente, empregando-se uma coluna de vidro (h: 15 cm
0 2,5 cm) contendo SEPHADEX® LH-20 como fase estacionéria. Apos limpeza apropriada
com &cido acético glacial 2%, a coluna foi estabilizada com &lcool 50% (v/v). Adicionaram-se
ao topo da coluna, com auxilio de pipeta de Pasteur, cerca de 3 g da FAE, previamente
diluido com o minimo de &lcool 50%. Apos, seguiu-se a sequéncia de fase moével em
proporgao volumétrica:

1. Etanol/dgua (1:1) 500 mL

2. Etanol 100% 400 mL

3. Metanol/agua (1:1) 300 mL

4. Metanol 100% 300 mL

5. Acetona/agua (7:3) 300 mL

Ao final da coluna, o monitoramento das fracBes foi realizado por cromatografia em
camada delgada (secdo 3.5.2), resultando em cinco fragbes: F1, F2, F3, F4 e F5. Estas
foram concentradas em evaporador rotatorio sob pressao reduzida, até eliminacéo total do

solvente organico, congeladas e liofilizadas.

3.5.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em cromatofolhas de
aluminio contendo gel de silica 60 F,s, (Merck®) com 0,200 mm de espessura, utilizando-se
como sistema eluente, acetato de etila:adcido formico:agua (90:5:5; v/v). As substancias
foram visualizadas sob luz UV a 254 nm. A revelacdo quimica foi realizada com solucéo de

cloreto férrico a 1% em etanol.

3.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
3.6.1 Determinacédo da capacidade antioxidante frent e ao radical DPPH - 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila

Faixa de trabalho: para se obter a faixa de trabalho do extrato bruto, das fracdes e
dos antioxidantes sintéticos, utilizados como padrdo, realizaram-se diluicbes destes de
modo a se obter concentracdes de 0,2 a 80,0 pg/mL em metanol com um volume final de 3
mL. A seguir, foram adicionados a cada concentracdo 375 pL de solu¢do de DPPH (1 mM)
com posterior agitacdo. A faixa de trabalho foi definida comparando-se as amostras com o
controle negativo.

Preparo das Amostras: o0 extrato bruto, as frac6es e os antioxidantes sintéticos foram

diluidos seguindo cada um sua faixa de trabalho pré-determinada em metanol, de modo a se
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completar 3 mL de solucao final. A estas solu¢Bes acrescentaram-se 375 uL de solugéo de
DPPH (1 mM).

Solucédo Branco: foi preparada com solugdo metandlica de BHT (2 mg em 4 mL de
metanol) adicionada de 500 pL de solugédo de DPPH (1 mM).

Controle negativo: foi preparada com solugdo metandlica contendo 3 mL de metanol
adicionada de 375 pL de solucdo de DPPH (1 mM).

As amostras, a solucao branco e o controle negativo foram agitadas em vortex por 15
s e deixadas em repouso na auséncia de luz durante 30 min. As absorbancias das solugtes
resultantes foram medidas a 517 nm.

As amostras foram preparadas em triplicata. As curvas foram estabelecidas e assim
calculou-se o ICs, que significa a concentracao que possui 50% da atividade antioxidante.

Calculou-se a atividade de seqlestro de radicais (%ASR) pela porcentagem de
descoramento do DPPH, usando a seguinte equacdo (AMAROWICZ et al., 2004):

%ASR = AbsCN _AbSA.lOO
AbsCN
Onde:
AbsCN = Absorbancia do controle negativo
AbsA = Absorbancia da amostra

3.7 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA
3.7.1 Padronizagdo da metodologia analitica

Anterior ao processo de validacéo, os padrdes (acido galico, 4cido tanico, catequina
e pirogalol) e o EB de C. peltophoroides foram submetidos a uma etapa de padronizacéo
seguindo trés parametros: cinética de reacao, comprimento de onda de absorcdo maxima e
substancia de referéncia que melhor caracteriza o EB de C. peltophoroides. Utilizou-se
como parametro para a diluicdo da amostra e o padrdo a metodologia geral descrita pela
Farmacopeia Europeia para a determinacao de polifendis totais (PT).

Preparo dos padrdes e da amostra: pesou-se individualmente 2,5 mg dos padrdes
acido gélico, acido tanico, catequina e pirogalol, sendo diluido em baldo volumétrico de 100
mL em &gua destilada e 5 mg de EB de C. peltophoroides, sendo diluido em baldo
volumétrico de 25 mL em agua destilada. Desta solugdo transferiram-se 2 mL de cada
solucdo para baldes volumétricos de 25 mL adicionando-se 10 mL de agua destilada, 1 mL
de reagente fosfomolibdotingstico R e completou-se o volume com solucéo de carbonato de
sodio anidro 10,75% (p/v), obtendo-se as concentragfes finais de 2 pg/mL e 16 pg/mL,

respectivamente. Realizou-se a leitura em espectrofotbmetro no periodo de 10 a 40 min
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apos a adicdo da ultima solugéo, em intervalos de 2 min entre cada leitura, determinando-se
os espectros de varredura entre 400 e 800 nm. Agua destilada foi utilizada como branco. A
comparacdo do percentual de aumento na absorbéancia de cada solucdo foi realizada
considerando os comprimentos de onda de 691 (GLASL, 1983), 715 (FARMACOPEIA,
2004), 760 (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2007) e 800 nm. Esse percentual foi
calculado dividindo-se a diferenca das absorbancias médias entre dois comprimentos de
onda pela absorbancia média do comprimento de onda menor e multiplicando por 100. Em
seguida foi realizada a comparacdo do percentual de aumento na absorbancia de cada
solucéo considerando os tempos de leitura de 10, 20, 30 e 40 min apds o inicio da reacdo a
760 nm.

Para se confirmar o melhor padréo a ser utilizado calculou-se a absortividade molar

de cada uma das substancias (padrdes e extrato bruto) através da equacao:

A=¢e.b.c

Onde:

A = absorbancia da amostra, em pug/mL
¢ = absortividade molar, em mol/L

b = espessura da célula, em cm

¢ = concentragdo da amostra, em g/100 mL

3.7.2 Validac&o da metodologia analitica

Para a validag&o utilizou-se como padrédo o pirogalol e nas demais analises o EB de
C. peltophoroides, seguindo a mesma da metodologia de determinacdo do teor de polifendis
totais (sec¢do 3.3.2.1). Todas as analises seguiram os critérios da RE n°® 899/2003 e foram
realizadas em triplicata (BRASIL, 2003).

A solugdo mée amostra (SMA) foi preparada a partir de 25 mg do EB de C.
peltophoroides diluidos com agua destilada em bal&o volumétrico de 25 mL, obtendo uma

concentracao final de 1000 pg/mL.

3.7.2.1 Curva de calibracdo da substancia de referéncia (pirogalol)

Para a determinacdo das absorbancias teoricas do teste de exatiddo e a absorbancia
especifica da substancia, foi realizada a curva de calibracdo com 5 pontos de concentracdo
1,6, 2,4, 3,2, 4,1 e 4,8 ug/mL, utilizando-se como solugcdo méae padrao (SMP) 8 mg de

pirogalol sendo diluido com agua destilada em baléo volumétrico de 10 mL.
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3.7.2.2 Linearidade

Foi determinada a partir de diluicbes decrescentes de uma amostra de concentracao
alta (32,45 pg/mL) até se obter uma faixa de trabalho que se apresentasse linear, seguindo
a Lei de Lambert-Beer. Foram utilizadas solucbes de EB de C. peltophoroides com
concentracoes finais de 6,4, 12,8, 16,0, 22,4 e 26,88 pg/mL. Apdés a determinagdo das
leituras em 760 nm foi realizada a analise da equacdo da reta onde o critério minimo
aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser igual ou maior que 0,99. Os testes de
correlacéo linear e andlise residual foram realizados pela andlise de regressao linear

simples.

3.7.2.3Intervalo
O intervalo foi determinado pelo limite de quantificacdo inferior e superior, sendo que
0 mesmo deve seguir 0s requisitos para linearidade além de mostrar exatiddo e precisao,

seguindo a lei de Lambert-Beer.

3.7.2.3 Limite de detecc¢éao (LD)

Este estudo foi realizado por sucessivas diluicbes da amostra da menor
concentracdo da curva de linearidade (a partir de 6,5 pg/mL) até a menor concentragao
detectavel do analito. O resultado foi determinado a partir da curva da linearidade do EB de

C. peltophoroides pela férmula:

Em que:

LD: limite de deteccéo;

DPa = desvio padrdo do intercepto com o €ixo y;
IC = inclinacéo da curva;

3 =relacao sinal-ruido.

3.7.2.4 Limite de quantificagao (LQ)

Este estudo foi realizado através de sucessivas diluicdes da menor amostra da curva
de linearidade (a partir de 6,5 pg/mL), sendo o limite de quantificagdo determinado pela
menor concentragdo que obteve precisdo e exatiddo. Foi determinada a menor amostra que
manteve a linearidade da curva dentro do critério de aceitacdo de linearidade, coeficiente de
correlacéo (r) igual ou maior que 0,99. O limite de quantificac&o inferior (LQ) foi determinado

a partir da curva da linearidade do EB de C. peltophoroides pela férmula:
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_DPa.10
IC

LQ
Em que:
LQ: limite de quantificacéo;
DPa = desvio padrdo do intercepto com o €ixo y;
IC = inclinagéo da curva;

10 = relac¢ao sinal-ruido.

3.7.2.6 Preciséo

Foram analisadas 6 determinagbes da amostra com concentracdo final de 16,0
ug/mL do EB de C. Peltophoroides (analise 1). Avaliou-se a precisdo intra-dia
(repetibilidade), na qual se repetiu as determinagbes no mesmo dia da andlise |, e a
precisdo inter-dias (precisdo intermediéria), que foi analisada com um intervalo de 2 dias da

andlise |, ndo sendo admitido coeficiente de variagcdo superior a 5%.

3.7.2.7 Exatidao

A exatidao do método foi realizada pela porcentagem de recuperacao, considerando
adicdo de trés massas conhecidas 1, 2 e 3 mg (baixa, média e alta) da substancia de
referéncia (pirogalol), em triplicata, a solucdo mae da amostra 100% da linearidade de EB
de C. peltophoroides, resultando em uma concentracdo final de padrdo de pirogalol de
0,064, 0,128 e 0,192 pg/mL. Para se determinar a recuperacdo, foram utilizadas como
absorbéancias esperadas os valores encontrados na curva de calibracdo do padrdo e na

linearidade do EB.

3.7.2.8 Especificidade e Seletividade

Foi determinada pela adicdo do padréo de pirogalol nas solu¢bes da linearidade do
EB de C. peltophoroides resultando em uma concentracao final de pirogalol nas amostras de
3,2 pg/mL. Os resultados foram plotados em um gréafico para se verificar a linearidade da
curva e a mesma foi comparada com a curva da linearidade do EB de C. peltophoroides,

onde as curvas paralelas indicam a especificidade do método.

3.7.2.9 Robustez
Para se determinar a robustez do método foi avaliada a estabilidade da solucao a luz
(realizado o teste sem protecdo da luz) e influéncia do pH na reagéo colorimétrica (ensaio

com solucéo de carbonato de sddio anidro a 14,06% e 7,5% (p/v)).
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa Statistica® 8.0
(Copyright StatSoft, Inc. 1984-2007). Os resultados foram expressos como a médiatdesvio
padrdo [coeficiente de variacdo (%)] e os mesmos foram analisados utilizando analise de
variancia unilateral (one-way ANOVA). As diferencas significativas foram determinadas
através do teste de Dunett em comparacdo com o grupo controle, considerando P<0,05
como critério de significAncia. Os testes de correlagdo linear e analise residual foram
realizados pela andlise de regresséo linear simples e residual, considerando r igual ou maior
que 0,99. A correlacdo entre taninos totais e ICg, foi determinada pela correlacdo de

Pearson.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CONTROLE DE QUALIDADE

O controle de qualidade das cascas da droga vegetal Caesalpinia peltophoroides foi
realizado a partir de técnicas farmacopeicas e ndo farmacopeicas, sendo elas: perda por
dessecacao, perda por secagem, teor de extrativos, residuo seco e teor de cinzas. Por ser
uma droga vegetal pouco estudada, a C. peltophoroides ndo apresenta dados sobre o
controle de qualidade em literatura.

Na andlise de perda por secagem obteve-se uma perda de agua de 30,54%, com um
rendimento de cerca de 70% da droga vegetal seca. De acordo com a Tabela 1, a perda por
dessecacdo e o teor de cinzas apresentaram-se dentro dos limites preconizados pelas
farmacopeias, com variacdo de 8 a 14% para a umidade (ANTONELLI-USHIROBIRA et al.,
2004; FARIAS, 2007) e maximo de 14% de cinzas totais (FARMACOPEIA, 1988).

Quanto ao teor de extrativos (Tabela 1), referente a quantidade de constituintes que
sdo extraidos da droga vegetal durante o processo de extragdo com agua como liquido
extrator, obteve-se como resultado médio de trés determinacgdes, 7,56%.

Para a avaliacdo do teor de residuo seco utilizou-se a mesma técnica do teor de
extrativos, no entanto, substituiu-se o liquido extrator por outros solventes: &lcool 100%,
alcool 70% e éalcool 50% (v/v). Na Tabela 1, observa-se que o liquido extrator que
apresentou um maior rendimento (14%) foi o alcool 50% (v/v), sendo este o solvente de

escolha para a preparacéo do extrato bruto.

Tabela 1 — Resultados dos ensaios realizados para avaliagdo do controle de qualidade das

cascas de C. peltophoroides.

Ensaio Resultados (%) ( X+ dp [CV%)])
Perda por dessecacéao 8,2510,21 [2,52]
Teor de cinzas 8,66+0,19 [2,19]
Teor de extrativos — Agua 7,59+0,16 [2,05]
Teor residuo seco — Alcool 100% 10,90+0,30 [2,76]
Teor residuo seco — Alcool 70% 9,8340,17 [1,73]
Teor residuo seco — Alcool 50% 14,00+0,27 [1,93]

X = média; dp = desvio padrdo; CV%= coeficiente de variacdo em percentagem

A determinacao do teor de umidade é realizada para se verificar a existéncia de dgua
em excesso na droga vegetal, que provoca o risco de contaminagdo por fungos e bactérias,
além da acdo de enzimas que podem causar a degradacdo dos constituintes quimicos da

mesma. A grande quantidade de agua pode ser um fator limitante no armazenamento de
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uma droga vegetal por tempo prolongado. A perda por dessecacédo foi realizada com a
droga vegetal cominuida para se avaliar a umidade residual, que esta relacionada com a
correta conservacao da amostra (ANTONELLI-USHIROBIRA et al., 2004; FARIAS, 2007).

A presenca de impurezas inorganicas nao volateis que podem estar presentes na
droga vegetal como contaminantes, derivados do tecido vegetal (cinzas fisioldgicas) e de
materiais estranhos, como a terra e areia (cinzas néo fisioldgicas) sao verificadas através do
ensaio de teor de cinzas totais (FARIAS, 2007).

Outra analise que auxilia na avaliacdo da qualidade da droga vegetal € a
determinacgdo do teor de extrativos e de residuo seco, na qual se verifica a quantidade de
constituintes extraidos da droga durante o processo de extracdo pelo liquido extrator
utilizado como solvente. Com estes dados pode-se dizer qual € o melhor solvente a ser
utilizado durante a extracdo dos principios ativos para se garantir eficiéncia no processo.
Essa é uma caracteristica prépria de cada vegetal e deve ser realizada anteriormente a

preparacdo do extrato bruto.

4.2  VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA POR ESPECTROFOTOMETRIA NO
UV-VIS
4.2.1 Padronizacdo de metodologia analitica

Devido a grande diversidade entre as metodologias é que se optou por realizar a
validacdo da metodologia analitica de determinacéo de polifendis totais (PT) e para assim
garantir confiabilidade nos resultados apresentados. A determinacdo de taninos totais a
partir da complexacdo com poO-de-pele ndo foi realizada na validagdo pela falta de
seletividade por apresentar um alto desvio padrdo (VERZA et al., 2007).

Inicialmente foi realizada a etapa de padronizacdo da metodologia com base na
Farmacopeia Europeia para se verificar tanto o tempo de reacdo e a absorbancia, através
do estudo cinético, quanto o padréo ideal a ser utilizado na metodologia. Para isso realizou-
se uma varredura entre 400 e 800 nm do extrato bruto de C. peltophoroides e dos padrdes
de referéncia (acido gdlico, acido tanico, catequina e pirogalol) ap6s 30 min de reacéao,
segundo a metodologia descrita pela Farmacopeia Europeia. Observa-se na Figura 9 que
somente através da varredura ndo se pode obter um padrdo ideal para determinacao do teor
de polifendis totais, por apresentarem o mesmo perfil que o extrato bruto de C.

peltophoroides nos comprimentos de onda utilizados.
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Figura 9 — Espectros de varredura no visivel (400 a 800 nm) das solucdes referéncias (acido
galico, 4cido tanico, catequina e pirogalol) e EB de C. peltophoroides apds 30 min de reacdo

com Folin-Ciocalteu.

Para se obter o padrao ideal realizou-se a cada 2 min, em um intervalo de tempo de
10 a 40 min de reacdo com o Folin-Ciocalteu, varreduras entre 400 e 800 nm do extrato
bruto e dos padrdes de referéncia, como verificado na Tabela 2. Com esta determinacgéo
também pode-se avaliar o tempo e a absorbancia ideal para a metodologia analisada com

estas varreduras.

Observa-se na Tabela 2 que a concentracdo dos padrdes (2 ug/mL) e do EB (16
ug/mL) séo diferentes entre si. O estabelecimento desta diferenca foi hecesséario pois o EB
contém diversas substancias ndo sabendo-se assim qual a concentracdo de polifendis totais
nesta amostra. Caso fosse se utilizar o padrdo na mesma concentracdo do EB, este

apresentaria absorbancias acima da faixa linear.
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Tabela 2 — Valores das absorbancias encontradas na varredura (400 a 800 nm) dos padrbes (acido galico, acido tanico, catequina e

pirogalol), com 2 ug/mL, e do extrato bruto de C. Peltophoroides, com 16 pg/mL, nos tempos de 10 a 40 min.

nm/min 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

691 | 0,127 0,129 0,130 0,131 0,131 0,131 0,132 0,132 0,132 0,132 0,132 0,132 0,232 0,233 0,133 0,133
Acido 715| 0,137 0,139 0,140 0,240 0,141 0,141 0,141 0,242 0,242 0,142 0,142 0,142 0,142 0,142 0,142 0,142
Galico 760 | 0,151 0,153 0,154 0,154 0,155 0,155 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,157
800 | 0,155 0,156 0,157 0,158 0,158 0,159 0,159 0,159 0,159 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160 0,161

691 | 0,080 0,081 0,082 0,083 0,083 0,083 0,084 0,084 0,084 0,084 0,085 0,08 0,085 0,085 0,085 0,086
Acido 715 | 0,091 0,092 0,093 0,094 0,094 0,095 0,095 0,095 0,095 0,096 0,096 0,096 0,096 0,09 0,097 0,097
Tanico 760 | 0,108 0,109 0,110 0,110 0,112 0,112 0,122 0,122 0,122 0,123 0,123 0,123 0,123 0,113 0,114 0,114
800 | 0,213 0,114 0,214 0,115 0,115 0,116 0,116 0,117 0,117 0,117 0,118 0,118 0,118 0,118 0,119 0,119

691 | 0,134 0,135 0,136 0,136 0,137 0,138 0,138 0,138 0,138 0,138 0,139 0,139 0,139 0,139 0,139 0,139
715 | 0,144 0,144 0,146 0,146 0,146 0,146 0,147 0,147 0,147 0,148 0,148 0,148 0,148 0,148 0,148 0,148

Catequina 760 | 0,146 0,157 0,158 0,160 0,161 0,161 0,161 0,161 0,162 0,162 0,162 0,162 0,162 0,162 0,163 0,163
800 | 0,161 0,162 0,163 0,164 0,164 0,164 0,165 0,165 0,165 0,166 0,166 0,166 0,166 0,166 0,166 0,167
691 | 0,266 0,266 0,267 0,268 0,270 0,266 0,268 0,267 0,266 0,266 0,267 0,267 0,269 0,269 0,270 0,270
Pirogalol 715 0,284 0,283 0,284 0,283 0,283 0,283 0,283 0,283 0,284 0,284 0,284 0,283 0,284 0,283 0,284 0,284

760 | 0,303 0,303 0,305 0,306 0,307 0,303 0,303 0,303 0,305 0,305 0,304 0,304 0,304 0,306 0,307 0,307
800 | 0,306 0,306 0,307 0,307 0,309 0,307 0,307 0,307 0,307 0,307 0,306 0,306 0,306 0,307 0,309 0,309

691 | 0,492 0,493 0,494 0,493 0,493 0,492 0,493 0,493 0,494 0,493 0,492 0,492 0,493 0,493 0,493 0,493
Extrato 715 | 0,505 0,504 0,505 0,505 0,504 0,505 0505 0,505 0,505 0,505 0,505 0,504 0,505 0,504 0,504 0,504
Bruto 760 | 0,517 0,517 0,517 0,517 0,516 0,516 0,516 0,516 0,516 0,516 0,517 0,517 0,517 0,517 0,517 0,517
800 | 0,512 0,511 0,511 0,511 0,512 0,512 0,511 0,511 0,512 0,512 0,512 0,512 0,512 0,511 0,512 0,512
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A varredura em diferentes comprimentos de onda foi realizada para se obter o
percentual de aumento entre a média das absorbancias (691, 715, 760 e 800 nm) de cada
um dos padrBes e da amostra, j& que ndo houve diferenca visual (Figura 6) na varredura
para distinguir a melhor substancia de referéncia a ser utilizada na metodologia analitica.
Através da Figura 10, nota-se que o aumento da absorbancia entre os comprimentos de
onda 691/715 e 715/760 foi significativo (acido galico Fgo3=1081,9; 4cido tanico Fg3=1213,8;
catequina Fgp3=1033,2; pirogalol Fgo3= 3442,9 e EB Fg3= 5984,4, P<0,001) tanto para os
padrées quanto para o EB. Entre os comprimentos de onda de 760/800, para os padroes,
observa-se que o aumento foi significativo, mas menor que 5%, em relacdo ao valor obtido
em 760 nm. Para ao EB de C. peltophoroides, nota-se que ndo houve aumento entre
760/800, mas diminuicdo na absorbancia em 800 nm, concluindo-se que a partir deste
comprimento de onda os valores de absorbéancia diminuem. Com estes resultados optou-se
por seguir a absorbancia (760 nm) descrita na metodologia descrita pela Farmacopeia
Europeia.

Quanto ao tempo de reacdo de reducdo do acido fosfotungstico (10 a 40 min)
verificado durante a varredura observa-se que o mesmo é estavel, ndo havendo diferenca
significativa entre os valores encontrados. Por isso optou-se por continuar com o tempo de

reagdo descrito na metodologia analisada (30 min).
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Figura 10 — Porcentagem de aumento nas absorbancias médias do comprimento de onda
maior em relacdo ao menor (691, 715, 760 e 800) dos padrdes e do EB de C.

peltophoroides.
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Pela Figura 10 nota-se que a cinética de reacdo, demonstrada pelo percentual de
aumento da absorbancia entre os comprimentos de onda relacionados, € semelhante entre
o pirogalol e o EB de C. peltophoroides. Segundo Glasl (1983) cada substancia possui uma
variagdo caracteristica quanto a absor¢cdo em comprimento de onda diferente, e que uma
cinética de reacédo similar deve ocorrer em substancias com estruturas parecidas.

O método de Folin-Ciocalteu possui resposta equivalente ao nimero de grupos
fendlicos dos compostos, formando um complexo de reacdo azul proporcional ao nimero de
hidroxilas presentes no anel aromatico (CHUN; KIM, 2004). A estrutura e a atividade dos
compostos fenolicos estéo relacionadas com o niumero de grupos hidroxilas presentes no
anel aromatico (SINGLETON et al., 1999 apud NENADIS et al., 2007). Na Figura 11,
observa-se que os padrbes possuem estruturas diferentes e que o pirogalol apresenta o
maior numero de hidroxilas ligada ao anel aromatico proporcional a sua massa. Isto pode
ser verificado através da absortividade molar que é dada pela Lei de Lambert-Beer no qual
se relaciona a absorbancia e a concentracdo molar do analito (PELILLO et al., 2004). Uma
absortividade elevada demonstra a capacidade do cromoforo em absorver luz em
determinadas condi¢cdes e quanto maior é este valor mais precisa sera a determinacdo da
absorbancia (LENZ, 1997). Assim, o pirogalol apresenta maior disponibilidade de suas
hidroxilas ligadas ao anel aromético e apresenta uma cinética de reacao semelhante ao EB
de C. peltophoroides, sendo considerado o melhor padréo para a analise de determinagéo
de PT para esta droga vegetal.

Na Tabela 3 observa-se a variacdo que pode ocorrer no teor de polifendis totais
(22,19 a 57,63%) ao se utilizar padrbes com diferentes absortividades molares e cinética de
reacdo, mostrando assim que a andlise pode ser induzida ao erro quando se utiliza um

padréao equivocado.
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Figura 11 - Estruturas quimicas das substancias referéncias: (A) acido galico, (B) acido

tanico, (C) catequina e (D) pirogalol.

Tabela 3 — Comparagéo entre a absortividade molar dos padrées e o teor de polifendis totais

do EB de C. peltophoroides.

Teor de polifendis totais
Amostras Absortividade molar do EB de C.

peltophoroides (%)

Acido Galico 975,0 41,74
Acido Tanico 802,6 57,63
Catequina 1191,0 40,98
Pirogalol 1438,7 22,19

Através da padronizacdo da metodologia para o extrato bruto de C. peltophoroides
pode-se garantir que o melhor comprimento de onda a ser utilizado é 760 nm e que de 10 a
40 min de reagdo com o Folin-Ciocalteu n&o houve diferenca significativa entre as
absorbancias tanto do extrato bruto como do padrdo. Assim, para se realizar a validagéo,
seguiu-se a metodologia descrita na Farmacopeia Europeia (2007), considerando o tempo

de analise de 30 min, absorbancia de 760 nm, além da utilizagdo do padrdo de pirogalol.
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4.2.2 Validacéo
4.2.2.1 Curva de calibracdo do padréo

A curva de calibragdo mostra a relacdo existente entre as concentracdes das
amostras analisadas e a resposta obtida pelo equipamento, através de um padrdo. De
acordo com o que foi discutido no item 4.2.1, a substancia de referéncia escolhida como
padrdo externo para a validagéo foi o pirogalol. A curva linear desta substancia foi realizada
nas concentracoes 1,6; 2,24; 3,2; 3,84 e 4,8 ug/mL (Figura 12).
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Figura 12 — Curva de calibrac&o do pirogalol.

A estimativa dos coeficientes, a e b, de uma curva podem ser obtidos através do
método matemético de regressao linear, no qual é possivel se calcular o coeficiente de
correlacdo (r) (RIBANI et al., 2004). De acordo com a RE n° 899/2003 o critério minimo
aceitavel para o coeficiente de correlacdo (r) deve ser um valor maior ou igual a 0,99. Isto se
explica, pois o coeficiente determina uma estimativa da qualidade da curva, sendo que
quando r encontra-se proximo de 1,0, menor € a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regresséao (RIBANI et al., 2004). Na
Figura 9, observa-se um r de 0,9990.

No entanto, apenas este critério ndo é suficiente para garantir a adequacéo do ajuste
linear da curva de calibracdo. Para a obtencdo do ajuste e do modelo, utilizou-se a analise
de variancia pelo método do quadrado minimo (Tabela 4) que fornece resultados nédo
tendenciosos e com uma variagdo minima, e que prediz os valores de y a partir dos valores
de x (PIMENTEL; NETO, 1996; COSTA et al., 2006).

Através da andlise estatistica do modelo e da falta de ajuste pode-se calcular o teste

F. Na Tabela 4, observa-se que o valor F do modelo (1223,062) € maior que o F critico
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(4,667) em 95% de significancia, assim rejeita-se a hipétese nula (ndo ha linearidade) e
aceita-se que a curva € linear. Quanto ha falta de ajuste, nota-se que ocorre o inverso, o F
calculado (0,842) é menor que o F critico (3,71), assim aceita-se a hipotese nula (ndo ha
falta de ajuste) (PIMENTEL; NETO,1996).

Tabela 4 — Andlise estatistica quanto ao modelo e a falta de ajuste e erro puro, onde, SQ

(soma quadratica dos residuos), gL (grau de liberdade) e SM (soma média dos quadrados).

SQ gL SM F F critico
Modelo 0,075313 1 0,075313 1223,062 4,667
Residuo 0,000801 13 0,000062
Falta de ajuste 0,001663 3 0,000128 0,842 3,71
Erro Puro 0,001524 10 0,000152

A verificagdo do ajuste permite definir a melhor curva como sendo aquela que
fornece o menor valor da soma quadratica dos residuos (SQ) obtidos entre o sinal analitico
medido e o sinal analitico predito (RIBEIRO et al., 2008). Para evitar problemas de falta de
ajuste é necessario uma analise cuidadosa do grafico de residuos e realizar aplicagdo de
testes para determinar qual a faixa em que a curva de calibracdo apresenta comportamento
linear (RIBEIRO et al., 2008). Para se verificar o modelo e a falta de ajuste, € necessario se
obter a razdo entre as médias quadréticas da falta de ajuste e erro puro, conhecido como
teste F.

Além do teste F, é importante verificar os residuos deixados pelo modelo. Em um
modelo ajustado os residuos devem dar a impressdao de uma distribuicdo normal, ndo
apresentando resultados tendenciosos. As Figuras 13 e 14 mostram os graficos dos
residuos onde se observa que os erros sdo independentes com distribuicdo normal,
apresentando pontos préximos a reta, e que os residuos se distribuem aleatoriamente em

torno da média zero com variancia homogénea.
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Figura 13 — Gréfico da distribuicdo normal dos residuos obtidos na curva de calibracdo do

padréo de pirogalol.
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Figura 14 — Gréfico da heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos na curva de

calibracdo do padrao de pirogalol.

4.2.2.2 Linearidade
A linearidade é definida como a capacidade de uma metodologia analitica em
demonstrar que os resultados obtidos (variavel dependente y) sdo diretamente proporcionais

a concentracdo do analito na amostra (variavel independente x), dentro de um intervalo
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especificado (BRASIL, 2003). A equacdo matematica que expressa essa dependéncia €
chamada de curva analitica ou de calibragédo (RIBEIRO et al., 2008).

O valores da curva de calibracdo estdo expressos na Tabela 5 e na Figura 15
observa-se que o coeficiente de correlacdo (0,999) encontra-se dentro dos limites

preconizados pela RE n° 899/2003 (BRASIL, 2003), além de apresentar exatidao e preciséo.

Tabela 5 — Concentragdo do EB de C. peltophoroides e suas respectivas absorbancias na

curva de linearidade.

Concentracgdo Absorbéancia media ( pA)
(ng/mL) (x+dp [CV%])
26,93 0,815+0,01 [0,79]
22,71 0,687+0,00 [0,67]
16,23 0,511+0,00 [0,20]
12,98 0,394+0,00 [0,60]
6,49 0,200+ 0,00 [1,77]

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variacao
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Figura 15 — Representacdo da curva de linearidade, com coeficiente de correlagdo (r) e

equacdo da reta da metodologia descritiva de polifendis totais.

Para evitar problemas de falta de ajuste & necesséario uma andlise cuidadosa do
grafico de residuos e realizar aplicagdo de testes para determinar qual a faixa em que a
curva de calibracdo apresenta comportamento linear (RIBEIRO et al.,, 2008). Para se
verificar o modelo e a falta de ajuste, € necessério se obter razdo entre as médias

quadréticas da falta de ajuste e erro puro, conhecido como teste F. Na Tabela 6 observa-se
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que o valor F do modelo (5311,478) é maior que o F critico (4,667) em 95% de significancia,
assim rejeita-se a hipotese nula (ndo ha linearidade) e aceita-se que a curva € linear.
Quanto ha falta de ajuste, nota-se que ocorre o inverso, o F calculado (2,70) é menor que o
F critico (3,71), assim aceita-se a hipotese nula (ndo héa falta de ajuste) (PIMENTEL;
NETO,1996).

Tabela 6 — Analise estatistica quanto ao modelo e a falta de ajuste e erro puro, onde, SQ

(soma quadrética dos residuos), gL (grau de liberdade) e SM (soma média dos quadrados).

SQ gL SM F F critico
Modelo 0,638102 1 0,638102 5311,478 4,667
Residuo 0,001562 13 0,000120
Falta de ajuste | 0,023934 3 0,001841 2,40 3,71
Erro Puro 0,007681 10 0,000768

No entanto, como discutido na curva de calibragdo do padréo (secéo 4.2.2.1) deve-
se evitar problemas de falta de ajuste sendo necesséario uma andlise cuidadosa do gréafico
de residuos, além do teste F (RIBEIRO et al., 2008). Em um modelo ajustado os residuos
devem dar a impressdo de uma distribuicdo normal, ndo apresentando anormalidade. As
Figuras 16 e 17 mostram os graficos dos residuos onde observa-se que 0s erros sao
independentes com distribuicdo normal e que os residuos se distribuem aleatoriamente em

torno da média zero com variancia homogénea.
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Figura 16 — Gréfico da distribuicdo normal dos residuos obtidos no teste de linearidade para

polifendis totais (PT) das amostras de EB C. peltophoroides.
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Figura 17 — Gréfico da heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos no teste de

linearidade das amostras de EB de C. peltophoroides.

A partir dos resultados obtidos, considerou-se que o método escolhido para a
determinacdo de polifendis totais é linear e possui método adequado e ajustado para as

analises.

4.2.2.3Limite de deteccéo, limite de quantificagéo e intervalo

O limite de detec¢éo (LD) é a menor concentracdo do analito em uma amostra que
pode ser detectada e diferenciada do ruido, mas ndo necessariamente quantificada e o
limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode ser determinado
com precisdo e exatidao, sob condi¢des estabelecidas. O intervalo € considerado como a
faixa entre os limites de quantificagdo superior e inferior de um método analitico, onde se
confirma que o método apresenta exatiddo, preciséo e linearidade (BRASIL, 2003; RIBANI
et al., 2004).

O LD e LQ podem ser estabelecido através da andlise de solugBes com
concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até se chegar ao menor nivel
detectavel e quantificavel, respectivamente (BRASIL, 2003). Podem ser determinados a
partir de 3 métodos diferentes: método visual, método da relacdo sinal-ruido e método
baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al.,2004). Para a analise
espectrofotométrica em questao foi utilizado, além das diluicbes decrescentes (Tabela 7), a
curva analitica, na qual deve-se considerar a equac¢éo da reta, obtida na linearidade do EB

(y=0,03x+0,0089), para se obter o LD e LQ. Pela equacéo da reta tem-se o desvio padrédo
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do intercepto y (DPa), 0,0129, e a inclinacdo da reta (IC), 0,03, resultando em LD e LQ de
1,29 pg/mL e 4,3 pg/mL, respectivamente. O limite de quantificagdo superior foi determinado
pela ultima concentracdo da amostra que apresentou linearidade (26,93 pg/mL), sendo que
acima desse valor a relagdo concentracdo/absorbancia nao apresenta-se linear. O intervalo

(4,3 a 26,93 pg/mL) apresenta concentragdes com linearidade, exatidao e preciséao.

Tabela 7 — Determinacéo decrescente do analito até a menor concentracdo detectavel com

demarcacdo da faixa de trabalho utilizada.

Concentracéo ( ng/mL) Absorbancia ( pA) (;(i dp [CV%)])
32,45 0,93340,01 [0,99]
31,00 0,870+0,01 [0,88]
29,82 0,831+0,01 [1,30]
26,93 0,815+0,01 [0,79]
22,71 0,687+0,00 [0,67]
16,23 0,511+0,00 [0,20]
12,98 0,394+0,00 [0,60]
6,49 0,200+0,00 [0,18]
3,24 0,122+0,00 [1,48]
0,65 0,027+0,00 [10,79]
0,32 0,018+0,01 [32,01]

X = média; dp = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagédo

4.2.2.4 Preciséao

A analise de precisdo € considerada como uma avaliacdo da proximidade dos
resultados obtidos em uma série de amostragens mdltiplas de uma mesma amostra, sendo
analisada pela precisdo intra-dia (repetibilidade) e inter-dias (precisdo intermediaria)
(BRASIL, 2003). A precisao pode ser expressa através do desvio padrao relativo (DPR) ou
do coeficiente de variagdo (CV) (RIBANI et al.,2004).

Ao se analisar os dados obtidos da Tabela 8 e através do calculo do coeficiente de
variagdo da repetibilidade (0,36%) e da precisdo intermediaria (0,05%) nota-se que 0s
resultados apresentam-se dentro do valor permitido pela legislacdo, coeficiente de variacédo
de no méaximo 5% (BRASIL, 2003). Na andlise estatistica, observa-se que ndo ha diferenca
significativa nas andlises intra-dia e inter-dias, sendo encontrado P>0,05 (0,87 e 0,42,

respectivamente), comprovando que 0 método é preciso.
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Tabela 8 — Teor de polifendis totais (PT) obtidos nos testes intra-dia e inter-dia da amostra

com 16 ug/mL do EB de C. peltophoroides.

Amostras Teor de PT (%) Teor de P_T (%) Teor de P_T (%)

Intra-dia Inter-dia

1 22,88 23,06 22,88

2 23,11 23,11 22,97

3 22,84 22,70 22,93

4 22,79 22,88 23,11

5 22,79 23,23 22,75

6 23,06 23,20 22,75
x+dp[Cvoe] 22.91%0,13[0,60] 23,03+0,20[0,88]  22,90+0,13 [0,60]

X = média; dp = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagédo

A repetibilidade é realizada para comprovar a concordancia entre os resultados em
um curto periodo de tempo, sendo a analise realizada nas mesmas condi¢cdes de medicédo:
mesmo procedimento, analista, instrumento e local. A precisdo intermediaria, possui a
mesma finalidade da andlise de repetibilidade, sendo realizada no mesmo laboratério, no
entanto, por um analista diferente. E considerada como a andlise mais representativa que
demonstra o efeito das variacdes em um laboratorio devido a eventos como dias, analistas
ou equipamentos diferentes, garantindo assim se o método é reprodutivel. (BRASIL, 2003;
RIBANI et al., 2004).

4.2.2.5Robustez

A robustez de um método é dada pela capacidade desta metodologia em resistir a
pequenas variacdes analiticas, sem perder a exatiddo e a precisdo. Ao se saber a
susceptibilidade do método pode-se controlar e precaver alguns erros no método durante o
procedimento (BRASIL, 2003; RIBEIRO et al., 2008).

Para a andlise em espectrofotometro UV-VIS, realizou-se o preparo de quatro
amostras seguindo o método descrito na Farmacopeia Europeia, no entanto com uma
alteracdo no método de cada uma delas: sem protecdo a luz e com duas concentragcfes
diferentes de carbonato de sédio (7,5% e 14,06%) e uma amostra sem nenhuma alteracgéo.

Segundo a Tabela 9 observa-se que os valores encontrados para estas variagcdes
foram proximos, no entanto a amostra preparada com solu¢cdo de Na,CO; 14,06% é
significativamente diferente da amostra sem nenhuma alteracdo do método, apresentado um
P<0,05. Através deste resultado observou-se que um aumento na quantidade de carbonato

de sodio pode ser significativo na diminuicdo do teor de polifendis totais. As demais
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amostras, com presenca de luz e com solucdo de Na,CO; 7,5%, apresentaram um P>0,05,

sendo consideradas semelhantes.

Tabela 9 — Teores de polifendis totais (PT) obtidos nas amostras na auséncia de luz,
Na,CO;3; 7,5% e Na,CO3; 14,06%.

Amostras Teor de PT (%)

(n=3) (x+ dp [CV%])
Amostra 22,02+0,08 [0,34]

Sol. Na,CO3 7,5% (p/v) 22,10+0,09 [0,4]
Sol. Na,CO3 14,06% (p/v) 21,18+0,07 [0,34]
Presenca de luz 22,05+0,11 [0,49]

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

4.2.2.6 Especificidade e seletividade

A especificidade é definida como a habilidade do método em distinguir o analito em
presengca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagdo e
componentes da matriz (BRASIL, 2003).

Para se avaliar este parametro, foi adicionado padréo pirogalol nas concentracdes
das amostras utilizadas na linearidade (26,93, 22,71, 16,23, 12,98 e 6,49 ug/mL). Os
resultados, especificado na Tabela 10, foram plotados em um gréfico (Figura 17) para se
verificar a linearidade da curva e a mesma foi comparada com a curva da linearidade (secéo
4.2.2.2).

Tabela 10 — Concentracdo do EB de C. peltophoroides e as respectivas absorbancias das

amostras testadas na analise de especificidade.

Concentracao ( ng/mL) Absorbancia ( pA) (?(i dp [CV%))
25,17 0,882+0,01 [1,23]
24,25 0,852+0,01 [0,79]
16,21 0,620+0,003 [0,71]
12,83 0,501+0,003 [0,82
6,42 0,326+0,003 [1,36]

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao
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Figura 18 - Representacdo da curva obtida na especificidade do extrato bruto de C.

peltophoroides.

Antes de se realizar a comparagdo entre a curva analitica da especificidade e da
linearidade deve-se garantir a adequacao do ajuste linear da curva de calibragdo. A partir da
Figura 18 nota-se que a curva analitica é linear por apresentar um r maior que 0,99,
conforme exige a RE n° 899/2003 (BRASIL, 2003). No entanto, como discutido em
linearidade (secéo 4.2.2.2) deve-se verificar a distribuicdo normal, os residuos, a falta de
ajuste e modelo.

Nas Figuras 19 e 20 observa-se que os pontos ficam préoximos da reta, seguindo
uma distribuicdo normal e que os residuos se distribuem aleatoriamente em torno da média

Z€ero, respectivamente.
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Figura 19 - Gréfico da distribuicdo normal dos residuos obtidos no teste de especificidade

para PT das amostras de EB C. peltophoroides adicionada do padréo.
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Figura 20 - Gréafico da heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos no teste de

especificidade das amostras de EB de C. peltophoroides adicionada do padrao.

A partir dos resultados da Tabela 11, verifica-se 0 modelo e a falta de ajuste através
do teste F, sendo que o F do modelo (8757,91) € maior que o F critico (4,667) em 95% de
significancia, assim rejeita-se a hipdtese nula (ndo ha linearidade) e aceita-se que a curva é

linear. Quanto ha falta de ajuste, nota-se que ocorre o inverso, o F calculado (1,81) é menor
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gue o F critico (3,71), assim aceita-se a hipotese nula (ndo ha falta de ajuste) (PIMENTEL;
NETO,1996).

Tabela 11 — Andlise estatistica quanto ao modelo e a falta de ajuste e erro puro, onde, SQ
(soma quadréatica dos residuos), gL (grau de liberdade) e SM (soma média dos quadrados).

SQ gL SM F F critico
Modelo 0,665191 1 0,665191 8757,91 4,667
Residuo 0,000987 13 0,000076
Falta de ajuste 0,000987 3 0,000076 1,81 3,71
Erro Puro 0,000422 10 0,000042

A Figura 21 demonstra que as curvas da linearidade e da especificidade séo

paralelas e apresentam valores de r iguais, sendo o método considerado especifico.

=—#=—Linearidade
=l-Especificidade

Absorbancia (pA)

0 5 10 15 20 25 30

Concentragao (Hg/mL)

Figura 21 — Comparacdo entre a curva da especifidade e da linearidade do EB de C.
peltophoroides.

No caso de matrizes complexas, onde nao é possivel se obter a matriz isenta da
substancia de interesse, pode-se realizar a adicdo do padrdo nas concentracbes da
linearidade e comparar esta curva analitica com a curva da linearidade (RIBANI et al., 2004;
BRASIL, 2010). Caso as curvas sejam paralelas, pode-se dizer que o0 método é seletivo
(RIBANI et al., 2004).

4.2.2.7 Exatidao
A exatiddo foi determinada a partir da porcentagem de recuperacdo do EB de
sibipiruna apés a adicdo de concentracdes do padrdo de pirogalol referentes as massas de
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1, 2 e 3 mg na solucdo mée da amostra 100% da linearidade (concentracao final de extrato
bruto de 16,0 ug/mL). Para se obter a recuperacao, o teor de polifendis totais esperado foi
calculado com base nas curvas de calibracdo do EB de sibipiruna e do padrdo de pirogalol,

conforme a Tabela 12. A recuperagéo da amostra obteve variagdo de 98,08 a 103,21%.

Tabela 12 — Teor de polifendis totais obtidas no teste de exatiddo e seus respectivos

percentuais de recuperacao.

Teor PT esperado

Teor PT obtido (%) Recuperacao (%)
(EB+padrao) (%)

Baixa 23,04 (21,74+1,30) 22,60+0,13 [0,57] 98,08
Média 23,40 (21,74+1,66) 24,15+0,44 [1,81] 103,21
Alta 23,77 (21,74+2,03) 23,91+0,27 [1,10] 100,60

X = média; dp = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo

A exatiddo é considerada como o grau de concordancia, ou seja, proximidade entre
um resultado verdadeiro, da curva de calibragédo, e os resultados encontrados no ensaio.
Um dos métodos utilizados para avaliar a exatiddo € o da adicdo de padrdo em trés niveis
diferentes de concentragdo. O método de adicdo de padrao € muito utilizado nos casos em
gque ndo se consegue preparar um branco da matriz, como por exemplo, no caso de
extratos, onde as matrizes sdo complexas e desconhecidas (RIBANI et al., 2004). Os
resultados obtidos na Tabela 12 permanecem entre os limites para matriz complexa (85 a
115%) recomendados pela RE n°. 899/2003 (BRASIL, 2003), garantindo que o método é

exato.

4.3  ANALISE QUANTITATIVA
4.3.1 Determinacéo do teor de polifendis totais et  aninos totais

Apds a metodologia descrita pela Farmacopeia Europeia (2007) ser validada,
realizou-se o teor de polifendis totais (PT) e taninos totais (TT) para o extrato bruto e as

fracOes obtidas (F1 a F5; se¢&o 3.5.1), cujos resultados estéo expressos na Tabela 13.
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Tabela 13 - Teor de polifendis totais (PT) e taninos totais (TT) do EB e fracdes de C.

peltophoroides.

Amostra PT (%)( X+ dp [CV%]) TT (%)( X+ dp [CV%])
EB 22,74+0,01 [1,23] 16,80+0,37 [2,19]
FAQ 26,16+0,50 [1,81] 10,27+0,08 [0,81]
FAE 27,98+0,52 [1,98] 18,62+0,48 [2,58]
F1 42,84+0,01 [1,23] 28,23+0,30 [1,08]
F2 22,83+0,01 [1,23] 20,02+0,41 [2,04]
F3 33,78+0,52 [1,53] 30,40+0,20 [0,66]
F4 48,67+0,67 [1,38] 40,92+0,48 [1,17]
F5 31,21+0,31 [0,99] 23,05+0,41 [1,76]

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

Para a determinacdo de polifendis utilizou-se o método de Folin-Ciocalteu o qual
baseia-se na reducdo do acido fosfomolibdico-fosfotingstico (coloracdo amarela) pelas
hidroxilas fendlicas produzindo um complexo de coloracdo azul que € absorvido no UV
(VERZA et al., 2007). A coloracéo formada é controlada pelo nimero de hidroxilas presentes
no composto ou de grupos com potencial oxidativo. Este teste ndo € especifico para taninos,
pois quantifica diferentes compostos fendlicos presentes na amostra (ANGELO; JORGE,
2007). Para se obter o teor de taninos € necessario retira-los do meio por adsor¢cdo com
substratos proteicos. Seu teor € calculado pela diferenca obtida entre polifenois totais e a
fracao polifendlica que ndo é adsorvida (VERZA et al., 2007). Por isso, para se determinar o
teor de taninos totais, presente na Tabela 13, utilizou-se o método com precipitagdo de

proteinas (p6-de-pele).

4.3.2 Atividade antioxidante

Com os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como a
peroxidacdo lipidica, danos na estrutura do DNA e aumento na carboxilagcdo das proteinas,
€ que os sistemas bioldgicos tiveram de desenvolver mecanismos de defesa contra estas
espécies. Estes mecanismos se utilizam de substancias antioxidantes, as quais podem ser
de natureza enddgena ou exdgena. As defesas enddgenas sao mais eficientes na presenca
das enzimas antioxidantes: superoxido oxidase, glutationa peroxidase e catalase. As
defesas exdgenas (naturais ou sintéticas) podem atuar: inativando os radicais livres, atravées
da doacdo de hidrogénio ou elétron, na decomposicdo dos radicais oxigenados e no
sequestro de ions metalicos, formando intermediarios menos danosos, mais estaveis e que

possam impedir a acdo do processo de iniciacdo (VICENTE, 2009).
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De acordo com os Vvarios caminhos seguidos pelas defesas exdgenas, é que se
desenvolveram metodologias para avaliar a acdo antioxidante, tais como: método de
formacdo do complexo fosfomolibdénio (NEGRI et al., 2009), doseamento por clareamento
do B-caroteno (OTHMAN et al., 2007; SAKANAKA; TACHIBANA, 2007), através do poder
redutor do ferro (GLISZCZYNSKA-SWIGLO, 2006), DPPH (GULCIN et al., 2004, ANDRADE
et al., 2007), dentre outros.

Um dos métodos mais utilizados é o DPPH, que avalia a atividade sequestradora
do radical livre 2,2 difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) sendo reduzido a difenil-picril-hidrazina.
Solucdes de DPPH com coloracdo purpurea sdo absorvidos em 517 nm. Conforme o DPPH
€ reduzido pelo antioxidante observa-se a mudanca de coloracdo de purpuUrea para amarela,
sendo proporcional a concentracdo do composto com potencial antioxidante. O restante do
DPPH que néo foi reduzido, que permanece com coloracdo purpurea, é medido em
espectrofotdbmetro  UV/Vis correspondendo a concentracdo inversa a atividade
sequestradora do radical exercida pelo antioxidante testado (KULISIC et al., 2004). Os
resultados sédo expressos em ICsy, conhecido como a concentracdo necessaria para reduzir
50% do radical DPPH, considerando-se que quanto menor o ICso maior € a atividade
antioxidante (AA) e esta € correspondente a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante (ANDRADE et al., 2007; NEGRI et al., 2009).

Este foi o0 método de escolha para a andlise da atividade antioxidante do extrato
bruto e fracdes de Caesalpinia peltophoroides, pois os antioxidantes fendlicos agem como
sequestradores de radicais e em algumas vezes como quelante de metais, impedindo ou
minimizando o estresse oxidativo (SOUSA et al., 2007; ANDRADE et al.,, 2007). Este
processo também gera produtos intermediarios estaveis como consequéncia da ressonancia
do anel aromatico presente nos compostos fendlicos (SOARES, 2002).

Inicialmente, realizou-se uma triagem com varias concentragdes para se determinar
0 intervalo em que a andlise de DPPH deveria ser realizada. As faixas de trabalho

determinadas nesta triagem estado expressas na Tabela 14.
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Tabela 14 — Faixa de trabalho determinada na triagem para a andlise de atividade

sequestradora de DPPH.

Amostra Faixa de trabalho ( pg/mL)
Trolox 1,5-6,0
Vitamina C 15-8,0
EB 4,0-8,0
FAQ 8,0-18,0
FAE 3,0-12,0
F1 0,49-4,0
F2 1,0-5,0
F3 2,0-8,0
F4 0,5-8,0
F5 15-8,0

A partir das faixas de trabalho foram realizadas as determinaces da atividade
antioxidante.

De acordo com a Tabela 15, pode-se observar que as fragdes F1, F2, F3, F4 e F5
apresentam valor de 1Cso menores que o0 extrato bruto, fragdo aquosa e acetato de etila,
evidenciando que uma possivel purificacdo de algumas destas fragfes possa chegar a um

composto isolado com um alto poder de atividade antioxidante.

Tabela 15 — Capacidade antioxidante do extrato de fracbes de C. peltophoroides pela
reducdo de DPPH.

Extrato e Fraces ICs0 (%) (;(J_r dp [CV%)])
Trolox 3,97+0,04 [1,00]
Vitamina C 4,36+0,08 [1,82]
Extrato Bruto 7,40+0,10 [1,37]
Fracdo Aquosa 9,57+40,25 [2,58]
Frac&o Acetato de Etila 4,90+0,04 [0,87]
F1 2,95+0,05 [1,53]
F2 3,95+0,42 [1,06]
F3 4,10+0,07 [1,80]
F4 2,38+0,05 [2,02]
F5 4,42+0,02 [0,41]

X = média; dp = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo
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Figura 22 — Comparacdo entre os valores de ICs (ug/mL) do extrato bruto, fracdes e
antioxidantes padrédo realizados pelo método de DPPH, onde *(P<0,05) quando comparado

com o Trolox e **(P<0,05) quando comparado a Vitamina C.

Observa-se através da Tabela 15 e Figura 22 que a F1, F2 e F4 apresentam valores
de ICso menores que o antioxidante padrao Trolox. No entanto, a F1 e F4 diferem (P<0,05)
estatisticamente da capacidade do Trolox. Assim, pode-se dizer que F1 e F4 apresentam
atividade antioxidante cerca de 3,24 e 1,65 vezes maior que a apresentada por este padréo,
respectivamente.

Quanto ao antioxidante padréo Vitamina C pode-se notar que 0 mesmo possui valor
de ICso maior que F1, F2, F3 e F4, sendo que estas fragfes sdo estatisticamente diferentes
(P<0,05) do antioxidante padrdo. Elas apresentam atividade antioxidante cerca de 1,66,
0,75, 0,96 e 1,72 vezes maior que a vitamina C, respectivamente.

4.3.3 Correlacao entre compostos fendlicos e ativid  ade antioxidante

De acordo com a literatura, os compostos fenélicos posuem atividade antioxidante
devido a sua estrutura quimica e as suas propriedades de oxirreducdo, as quais permitem
com que atuem como agentes redutores, eliminadores de oxigénio singleto e como
doadores de hidrogénio. Assim, quanto maior o0 numero de hidroxilas, maior sera a atividade
de captura de radicais livres. Isto deve-se a presenca de grupos hidroxilas, capazes de
guelar metais e eliminar radicais livres (MORAIS et al., 2009).

Na Tabela 16, foram comparados os ICs, (ug/mL) com a porcentagem de polifendis
totais (PT) e taninos totais (TT) presentes em cada uma das amostras testadas para se
verificar se existe relacdo direta entre a presenca de compostos fendlicos e a atividade

antioxidante.
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Tabela 16 — Comparagéo do teor de polifendis totais (TT) e taninos totais em relagéo ao ICs

do extrato e fragGes de C. peltophoroides.

Amostra PT (%) TT (%) [Cso (ng/mL)
EB 22,74 16,80 7,40
FAQ 26,16 10,27 9,57
FAE 27,98 18,62 4,90
F1 42,84 28,23 2,95
F2 22,83 20,02 3,95
F3 33,78 30,40 4,10
F4 48,67 40,92 2,38
F5 31,21 23,05 4,42
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Figura 23 — Correlacdo de Pearson entre 1Cso (ug/mL) e taninos totais (%).

Valores de PT e TT maiores refletem na avaliagcdo antioxidante apresentando um
baixo valor de ICsq, comprovando que quanto maior a quantidade de compostos fendlicos,
maior € a capacidade antioxidante da amostra. A correlacédo entre a porcentagem de taninos
totais e 1Cso (ug/mL) € comprovada pela correlagdo de Pearson (Figura 23), onde P<0,05
(P=0,0086) e r (estatistica amostral) ndo estd proximo de zero. Portanto, estabeler
correlacéo entre a capacidade antioxidante de extratos e fracBes contendo taninos em sua

composicao € viavel e comprova a eficiéncia destas substancias no sequestro de radicais

livres, como afirmam Sousa et al. (2007).



CAPITULO 2

ATIVIDADE CICATRIZANTE
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1. REVISAO DA LITERATURA
1.1 A PELE

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a cerca de
16% do peso corporal. Atua como barreira protetora contra agentes externos, o atrito e a
perda de agua (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; YOUNG et al., 2007). E constituida de
duas porgBes com origens embrionarias diferentes (Figura 24): a epiderme, com origem do
ectoderma e a derme, com origem do mesoderma intraembrionario. Abaixo da derme
encontra-se a hipoderme, que nao pertence a pele, mas atua como suporte para ela
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Epiderme

Derme

Hipo-
derme

Figura 24 - Camadas da pele (Fonte: adaptado de http://www.saudetotal.com.br/prevencao/
tépicos/histologia.asp acessado em 31-05-10).

A epiderme é formada pelo epitélio estratificado pavimentoso queratinizado
composto principalmente de queratindcitos (responséveis pela coesao, renovagao e barreira
da epiderme), melandcitos (formadores de pigmentos), células de Langerhans
(apresentadoras de antigenos) e células de Merkel (mecano receptores) (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008; FERREIRA et al., 2007).

A epiderme é dividida em cinco camadas: basal, espinhosa, granulosa, licida e
cérnea. A camada basal encontra-se apoiada na membrana basal separando a epiderme da
derme e apresenta intensa atividade mitética, sendo responsavel pela regeneracao da pele.
A camada espinhosa, ou supra-basal, também apresenta atividade mitética, mas em uma
intensidade menor. A camada granulosa contribui para a formacdo de uma barreira protetora
para a pele. As camadas lucida e cOrnea sdo ricas em queratina, sendo encontradas
principalmente em peles espessas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). No processo de

cicatrizacdo os queratinécitos perdidos com a injuria sdo repostos através da atividade
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mitotica que ocorre na camada basal formando células que migram para as camadas
superiores da epiderme (BLOOW; FAWCETT, 1995 apud FERREIRA et al., 2007).

Sob a epiderme encontra-se a derme que € constituida de tecido conjuntivo contendo
fibras elsticas e colagenas, responsaveis pela elasticidade e tonicidade da pele, além de
vasos sanguineos e terminagdes nervosas, responsaveis por nutrir e sustentar a epiderme.
A derme é constituida de duas camadas: papilar (superficial) e reticular (profunda). A
camada papilar € formada pelo tecido conjuntivo frouxo através das fibras colagenas tipo lll,
e possui macréfagos, mastocitos, fibroblastos, além de outras células (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008). Os fibroblastos sdo células responsaveis pela producdo de colageno
gue ajuda a isolar e reparar o tecido lesado, sendo importantes na formacédo do tecido de
granulacdo (BALBINO et al., 2005). A camada reticular é formada pelo tecido conjuntivo
denso através das fibras colagenas tipo I, que se entrelacam com as fibras elasticas
sustentando a epiderme (FERREIRA et al., 2007).

1.2 ATIVIDADE CICATRIZANTE
1.2.1 Processo de cicatrizagédo

A pele apresenta func&o de barreira protetora contra o ambiente externo, protegendo
0 organismo. Quaisquer danos causados a ela, seja fisico, quimico ou biologico,
desencadeiam de imediato sinais que caracterizam o processo inflamatoério. Durante a
cicatrizacdo do tecido lesado, ocorre imediatamente a migragdo celular de fibroblastos,
gueratindcitos e células epiteliais (SINGER; CLARK, 1999 apud BALBINO et al., 2005). Os
fatores de crescimento liberados por estas células, juntamente com os componentes da
matriz celular, sédo capazes de disparar sinais que iniciam e param cada um dos processos
pelo qual ocorre a cicatrizagdo. Com isso, h4 a producdo de coldgeno pelos fibroblastos
(fibroplasia), deposicdo da matriz extracelular, formacdo de novos vasos (angiogénese),
cicatrizacdo e re-epitelizacdo da regido da ferida (BALBINO et al., 2005). Estes processos
tém sido divididos em trés fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelagem (Figura 25 e
26) (CLARK, 1996).

A fase inflamatéria ocorre assim que o tecido é lesionado resultando em inchaco,
rubor, calor e dor (MACKAY; MILLER, 2003). Nesta etapa, ocorre o extravasamento
sanguineo, com posterior coagulacdo, e a ativacdo e deposicdo de plaquetas, as quais
secretam fatores de crescimento, como o derivado de plaquetas (PDGF), crescimento
epidérmico (EGF), crescimento transformance-a e transformance- (TGF-a e TGF-B) e fator
de crescimento de células endoteliais (VEGF), além de tromboxanos e fator de ativacdo
plaquetaria (PAF) (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). A resposta inflamatéria
também provoca o aumento da permeabilidade vascular com recrutamento de neutrdfilos e

mondacitos para o tecido injuriado. Os neutréfilos atuam formando uma barreira protetora na
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superficie da lesdo contra os microorganismos através da fagocitose e os mondcitos se
transforma em macréfagos, células importantes no reparo tecidual por fagocitarem bactérias
e neutrofilos que perderam a funcdo além de sequestrarem tecidos mortos (MACKAY;
MILLER, 2003).

A segunda fase, proliferativa, é responsavel pela re-epitelizagdo (recobrimento da
ferida por um novo epitélio) e a formacdo do tecido de granulacdo (tecido conjuntivo
vascularizado) (SINGER; CLARK, 1999 apud MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). A
re-epitelizacdo ocorre a partir das células da camada basal onde os queratinécitos, com a
les@o, iniciam o processo mitdtico e proliferam em dire¢cdo ao centro da ferida. A formacéo
do tecido de granulacdo (por volta do quarto dia) ocorre a partir da liberacdo de fatores de
crescimento e quimiotaticos pelas plaquetas e macréfagos, os quais estimulam a migracao e
ativacao intensificada dos fibroblastos. Estas células s@o essenciais para a formacao do
tecido de granulacdo por serem responsaveis pela producédo de colageno local juntamente
com a neovascularizacdo do tecido (angiogénese), fenébmeno conhecido como fibroplasia
(MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO et al., 2005). O tecido de granulacdo é formado por
células tais como fibroblastos, macrofagos, componentes neovasculares e da matriz
(glicosaminoglicanas, fibronectina e coladgeno) (MANDELBAUM et al., 2003; GUIDUGLI-
NETO, 1992 apud BALBINO et al., 2005). E um tecido edematoso formado por vasos
imaturos que se rompem facilmente.

Por volta do décimo dia a ferida encontra-se toda preenchida pelo tecido de
granulacdo, neovascularizada e na presenca de fibras colagenas, iniciando-se a Ultima fase,
de remodelamento (MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO et al., 2005). Nesta fase, o tecido
continua a ser enrijecido por mais fibras coldgenas obtendo aparéncia de cicatriz (BALBINO
et al., 2005). O colageno é responsavel pela resisténcia e integridade do tecido e dos novos
vasos dependendo do tipo e quantidade das fibras formadas. Estas fibras séo classificadas
como tipo | e Il de acordo com o grau de maturacdo, sendo a sua quantificacdo essencial
para se comparar a reparacao tecidual. A fibra colagena tipo | é considerada a fibra madura
e a tipo lll a fibra jovem (CUTTLE et al., 2005). A quantidade de colageno produzida e a
forma de como as fibras estdo organizadas determina a resisténcia do novo tecido formado
(MACKAY; MILLER, 2003; BALBINO et al., 2005). Ao final desta fase, os anexos da pele

(foliculos pilosos e glandulas) comecam a aparecer na parte cicatrizada.
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Figura 25 — Fases de cicatrizacdo: (A) fase inflamatdria, (B) fase de proliferagéo e (C) fase
de remodelagem (BATES; JONES, 2003).
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Figura 26 — Fases da cicatrizacdo com as respectivas migracdes celulares em cada etapa.
(PARK; BARBUL, 2004 apud MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).
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1.2.2 Permeacdo cutdnea em espectroscopia fotoacius tica

A aplicacdo tdpica de medicamentos tem sido utilizada para o tratamento de diversos
processos patologicos de pele. Para a eficacia desse tratamento € necesséario que a
penetracdo da droga, presente na formulacdo, consiga chegar as camadas internas da pele
(derme) (BARRY, 2001). A acdo terapéutica em sitios especificos do tecido epidérmico € o
gque se espera em uma terapia dermatoldgica, para isso é necessaria a absor¢ao percutanea
do farmaco na pele. Os farmacos podem ser incorporados a diversas formas farmacéuticas
gue resultam em diferentes velocidades de absorcao, tempo de inicio, pico e duracdo da
penetracdo. A composicdo do farmaco utilizado, a natureza do veiculo e as condi¢des da
pele influenciam na permeacgdo dos medicamentos (ALLEN JR et al., 2007). O estudo da
permeacdo cutanea serve para que as formulacdes dermatolégicas sejam otimizadas
permitindo assim uma maior permeacdo do farmaco na pele e consequentemente uma
melhor acdo terapéutica.

A técnica de Espectroscopia Fotoacustica (PAS) permite avaliar in vivo, ex vivo ou in
vitro a propagacdo e distribuicdo de medicamentos ou cosmeéticos que sdo aplicados
topicamente. A partir dela, pode-se realizar separacdo espectral dos diversos constituintes
das formulacdes através da absorcéo Optica, obtida no espectro total da formulacdo. Essa
absorcdo Optica € dada pela interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, sendo
que comprimentos de onda diferentes transportam diferentes quantidades de energia, o que
resulta em informacdes sobre a estrutura molecular do material analisado (ALCANTARA,
2001 apud SEHN, 2006).

A PAS é baseada no efeito fotoacustico, o qual consiste na geracdo de uma onda
acustica que gera uma modulacdo na luz absorvida pelo material para uma célula contendo
gas e acoplada a um microfone (Figura 27). Esta luz absorvida é transformada em energia
térmica gerando uma onda de pressdo no gas. Como cada substancia absorve em
comprimento de onda diferente e com intensidades diferentes é observado a variacao de
pressdo, que é detectada pelo microfone e resulta em um sinal fotoacustico. Entdo, este
sinal fotoacustico depende da freqiiéncia da modulacdo da luz incidente, ou seja, da
intensidade do sinal (SEHN, 2006).
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Figura 27 — Esquema de uma célula fotoacustica (FREITAS, 2009).

83



Fernanda Giacomini Bueno 84

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Na avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato bruto de Caesalpinia peltophoroides
em comparacgdo com o gel base, este capitulo teve por objetivo:

» Verificar o comprimento e espessura da area re-epitelizada.

» Contagem do numero de metafases bloqueadas.

» Avaliar as fibras colagenas tipo | e lll.

» Avaliar a permeacao cutanea.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Solventes, reagentes e solucbes
Todos os solventes e reagentes empregados possuiam grau de pureza pro-analise
(p.a.) das marcas Mallinckrodt®, Merck®, Sigma®, Carlo Erba®, Vetec® ou Synth® e alta

pureza das marcas Across®, Invitrogen®, Aldrich®, exceto quando especificado.

. Alaranjado G

. Alcool absoluto

. Acido acético

. Acido férmico

. Acido picrico

. Cera de abelha

. Eosina

. Eosina Amarelada
. Etanol 92,8% (p/p)
. Hematoxilina

. Ketamina

. Parafina

. Racao Nuvilab®

. Rompum

. Solucao fixadora Bouin
. Xilol

3.1.2 Equipamentos

. Balanca analitica AND HR-200

. Balanca analitica Gehaka 2000

. Microscopio de captura de imagem Olympus BX41 UTU 0.5XC-3
. Microscopio Nikon YS29

. Microtomo Leica RM2245

. Polarizador Attachment Nszh-KPO

. Software analizador de imagem (Image-Pro Plus versao 4.5)
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3.2  AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE
3.2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar com 60 dias (220-240 g) provenientes do Biotério
Central da UEM mantidos em condicoes laboratoriais padronizadas (temperatura de 22+1 C

e umidade relativa de 50+10%), e ciclo dia-noite de 12 h com livre acesso a ragdo e agua.

3.2.2 Comité de ética em experimentagcdo animal

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as regras de cuidado e uso de
animais de laboratorio elaboradas de acordo com o Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Estadual de Maringa. O projeto foi submetido ao comité e recebeu

sua aprovacdo conforme mostra o Anexo |.

3.2.3 Obtencéo do gel de carbopol para o tratamento  das feridas

-Carbopol 940 NS 0,29
-Trietanolamina 0,29
-Extrato Bruto 1%

-Oleo de améndoas 0,69

-Agua destilada g.s.p. 20g

Para a preparacdo do gel utilizou-se o carbopol 940 NS e pulverizou-o em gral de
porcelana. A agua destilada pesada em um béquer foi acrescentada aos poucos sobre o
carbopol, sob agitacdo, até dissolvé-lo por completo. Apds, a trietanolamina foi acrescentada
diretamente no gral, com agitagdo constante, até obtencdo de consisténcia de gel e em
seguida foi adicionado o 6leo de améndoas. O 6leo de améndoas foi acrescentado a
formulacao, pois melhora a absor¢éo devido ao seu carater lipofilico. Entdo, acrescentou-se
a concentracdo de 1% do extrato bruto liofilizado e previamente homogeneizado de
Caesalpinia peltophoroides (sendo que 1 g do EB equivale a 227,4 mg de polifendis totais),
previamente pesada, permanecendo em agitacdo. O gel base foi preparado da mesma

forma, no entanto excluiu-se a adicéo do extrato bruto (CORREA, 2005).

3.2.4 Avaliacdo da atividade cicatrizante

3.2.4.1 Preparacdao de feridas e tratamento dos animais

Para o processo de avaliacdo da atividade cicatrizante utilizaram-se 20 ratos Wistar
divididos em quatro grupos correspondente a 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento. Neste
periodo os animais foram mantidos em gaiolas individuais no biotério setorial do

Departamento de Ciéncias Morfolégicas (DCM) em condi¢des laboratoriais padronizadas
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(temperatura de 22+1 € e umidade relativa de 50+10 %), e ciclo dia-noite de 12 h
recebendo ragcdo Nuvital e 4gua ad libitum.

Para a elaboragdo das feridas, os animais foram analgesiados com
Rompum/Ketamina 1:1 (1 mg/kg) com posterior tricotomia do dorso. Apos a assepsia do
local, utilizou-se um molde (punch) para marcar a area da confeccéo das feridas (1 cm?).
Com auxilio de tesoura realizaram-se duas feridas, ou seja, com remog¢do da epiderme e
derme, como mostra a Figura 28. O inicio do tratamento com os géis foi realizado 24 h da
apos a elaboracado das feridas. A ferida da direita recebeu tratamento diario com gel base e
a da esquerda com gel contendo 1% (referente a 227,4 mg de polifendis totais em 1 g do
extrato bruto) do extrato bruto das cascas de C. peltophoroides (gel contendo EB). Apés 4,
7, 10 e 14 dias de tratamento, administrou-se sulfato de vincristina 0,5 mg/kg (Tecnocris® 1
mg/mL) para bloquear a proliferacdo mitética (SEHN et al.; 2009). Duas horas apés a
administracdo os animais foram anestesiados com tiopental até overdose e realizou-se o

exame macroscopico (visual) das feridas.

A B

Figura 28 — (A) Feridas realizadas no dorso dos animais e (B) punch utilizado para

marcagao no dorso.

3.2.4.2 Preparacdo da pele para andlise morfolégica

Os fragmentos de pele dos quatro grupos de tratamento foram removidos e deixados
por 24 h em solugdo de Bouin (&cido picrico:acido formico:4cido acético; 75:25:5; v/v) para
fixacdo do material, sendo posteriormente emblocado. Foram realizados cortes
semisseriados (6 um) do centro da ferida, dispostos em duas laminas, com 5 cortes cada,
uma corada pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e a outra por picro-Sirius (DAYAN et
al., 1989).

As laminas coradas com a técnica HE foram avaliadas em microscopio acoplado a
um sistema de captura de imagem e analisadas pelo programa Image Pro-Plus® quanto a

re-epitelizacdo (comprimento e espessura) e nimero de metafases. As laminas coradas com
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a técnica picro-Sirius foram avaliadas em microscopio contendo luz polarizada para a

guantificacéo das fibras coldgenas tipo | e Il através do programa Image Pro-Plus®.

3.2.4.3 Analise da re-epitelizagédo

Aos 4 e 7 dias de tratamento foi realizada a medida do comprimento da éarea re-
epitelizada levando-se em conta a parte superior da mesma, nos dois lados da ferida,
seguindo-se até a verificagdo do tecido integro, como mostra a Figura 29. Os valores das
medidas foram somados e utilizados para a comparagdo pelo programa de estatistica
Statistica® 8.0. Aos 10 e 14 dias de tratamento a ferida encontrou-se totalmente fechada
sendo realizada a medida da espessura da area re-epitelizada em trés pontos distintos do

centro da mesma. As analise foram realizadas em 3 cortes de cada uma das laminas. A

objetiva utilizada foi de 10X.

Figura 29 — Figura representativa medida do comprimento (A) e espessura (B) da area re-

epitelizada. As setas indicam o inicio e fim da area re-epitelizada.

3.2.4.4 Contagem de metafases

A contagem do numero de metéfases foi realizada na camada basal e supra basal da
area de re-epitelizagdo, como mostra a Figura 30. Analisaram-se 5 cortes de cada lamina
com um comprimento de 10.000 um, equivalente a 40 campos microscopicos de 250 um
cada. Foi utilizada objetiva de 40X para a contagem das metafases e o resultado expresso

em metafases/mm.
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Figura 30 — Fotomicrografia das metéfases (A) presentes na camada basal/supra basal (B)

da area de re-epitelizacao.

3.2.4.5 Analise das fibras colagenas

Para visualizacdo das fibras colagenas através da birrefringéncia utilizou-se
microscépio equipado com polarizador, no qual o fundo das laminas possuem coloracdo
preta e as fibras colagenas coloracao vermelho/amarelo e verde.

A quantificacdo das fibras foi realizada através do programa ImagePro Plus®, o qual
calculou automaticamente a area das proteinas coradas (verde ou vermelho/amarelo). Para
definir os pixels a serem contados pelo programa foram selecionados tons de vermelho,
amarelo e verde. As fibras verdes foram consideradas como tipo Il e as vermelhas/amarelas
como tipo I, como pode ser observado na Figura 31. As andlises foram realizadas em
triplicada para cada lamina e em cada corte histolégico padronizou-se para a contagem o
campo central e dois campos laterais da ferida da camada papilar da derme (CUTTLE et al.,
2005). Foi utilizado objetiva de 20X para a quantificagédo das fibras.
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Figura 31 — Fotomicrografia birrefringéncia das fibras colagenas tipo | (vermelha/amarela) e
[l (verde) da camada papilar de pele.

3.2.4.6 Analise de permeacao cutanea

A andlise foi realizada utilizando-se 2 animais por grupo de tratamento, 4, 7, 10 e 14
dias, conforme a sec¢do 3.2.4, exceto pela aplicacdo do sulfato de vincristina e analises
histologicas. A pele foi removida e encaminhada imediatamente ao laboratério de
fotoacustica para analise da permeacdo cutanea. As espessuras das amostras de pele

foram mensuradas com um micrémetro digital.

Inicialmente, o extrato bruto de sibipiruna (em p6) e o gel contendo EB foram
medidos por espectroscopia fotoacustica (Figura 32) para verificar a regido espectral de
absorcdo de seus componentes entre 200 e 800 nm. As amostras foram depositadas na
cavidade do porta-amostra, dentro da camara fotoacustica para medida de absorcao. O gel
base foi depositado em uma cubeta de quartzo alojada no caminho do feixe de luz, préximo
ao foco, mas fora da camara fotoacustica. Deste modo, detectou-se a absorcdo da
substancia por meio de uma medida de transmissado da luz, ja que a luz que passa através

da amostra é absorvida por um pé (padrao) que se encontra, dentro da célula fotoacustica.

As amostras de pele foram analisadas na porcao epidermal (parte externa) e por¢cao
dermal (parte interna) da ferida. As leituras obtidas foram comparadas para verificar se
houve ou ndo permeacdo do EB de sibipiruna. Para uma melhor avaliacdo da permeacéo
cutanea realizou-se a subtracdo dos valores do espectro da por¢do dermal da ferida tratada
com gel contendo EB e a tratada com o gel base.
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Figura 32 — Arranjo experimental da espectroscopia fotoacUstica para medidas in vitro
(PEDROCHI, 2004).

3.2.7 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a anélise estatistica através do programa Statistica®
8.0 (Copyright StatSoft, Inc. 1984-2007). Os dados foram apresentados como médiatdesvio
padrao [coeficiente de variacdo (%)] utilizando-se andlise de variancia unilateral (one-way
ANOVA). As diferencas significativas foram determinadas pelo teste de comparacfes

multiplas Tukey, sendo considerado P<0,05 como critério de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés a realizacdo das feridas iniciou-se o tratamento com o gel contendo 1% de EB
e gel base. A partir do terceiro dia de tratamento pode-se observar (exame macroscopico) a
fase inflamatoria, sendo que a ferida tratada com gel contendo EB apresentava uma crosta
mais seca e firme com menos edema que a tratada com gel base (Figura 33). Nao se pode
observar diferenca entre o tamanho das feridas devido & presenca da crosta que pode

fornecer um resultado equivocado.

Yo

Figura 33 — Fotografia da regido dorsal do animal apés 4 dias de tratamento com o gel

contendo EB (esquerda) e gel base (direita).

As laminas coradas com HE foram analisadas em microscopio 6ptico acoplado a
captura de imagem e os cortes analisados pelo programa ImagePro-Plus®. As medidas do
comprimento da area re-epitelizada (Tabela 17, Figuras 34 e 35) aos 4 dias e da espessura
aos 10 e 14 dias de tratamento com o gel contendo EB apresentaram-se maior do que as
tratadas com gel base, respectivamente. Porém aos 7 dias o comprimento da area re-
epitelizada permaneceu 0 mesmo que o observado aos 4 dias de tratamento com o gel
contendo EB, implicando que o aumento da proliferagéo celular para o centro da ferida
ocorreu principalmente aos 4 dias de tratamento e que aos 10 e 14 dias esta proliferacéo foi
maior quanto a espessura da camada epidermal. Para o gel base, a re-epitelizagao inicia-se
aos 4 dias de tratamento tendo seu apice aos 7 dias. No entanto, aos 10 e 14 dias de
tratamento observa-se que a espessura da epiderme é menor que os tratados com gel com

EB. A analise estatistica destes dados (ANOVA) demonstra que o gel contendo EB
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apresentou diferenca significativa (P<0,05) em todos os dias de tratamento em rela¢do ao

gel base.

Tabela 17 — Valore médios do comprimento (4 e 7 dias) e espessura (10 e 14 dias) da area
re-epitelizada para as feridas tratadas com gel base e gel com EB (n=5).

Dias de Gel Base (um) Gel com EB ( um)
Tratamento (?( + dp [CV%)) (;( + dp [CV%)])
4 2572,29+222,54 [8,65] 2929,47+526,84 [17,98]
7 3703,94+723,55 [19,53] 2889,61+530,16 [18,35]
10 69,56+8,36 [12,02] 95,17+13,53 [14,22]
14 35,50+6,07 [17,10] 75,65+1,72 [2,28]

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

B GelBase ®Gelcom EB
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re-epitelizagao (um)

Compimento da area de

Dias de Tratamento

Figura 34— Representacdo da médiatdesvio padrdo da medida do comprimento da area de
re-epitelizacdo, em um, aos 4 e 7 dias de tratamento das feridas com gel base e gel com EB

(n=5). Analise estatistica realizada em ANOVA com *(P<0,05) comparado com o gel base.
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Figura 35 — Representagdo da médiatdesvio padrdo da espessura da area de re-
epitelizacdo, em um, aos 10 e 14 dias de tratamento das feridas com gel base e gel com EB

(n=5). Andlise estatistica realizada por ANOVA com *(P<0,05) comparado com o gel base.

A fase proliferativa inicia-se apos a fase inflamatoria e consiste em re-epitelizagéo,
fibroplasia e angiogénese, e esta relacionada com o processo de re-epitelizagédo e formacao
do tecido de granulacdo. Na Figura 36 observa-se que o processo de re-epitelizagédo, aos 4
e 7 dias de tratamento dos animais, apresentou migracdo e proliferacdo de células
(possivelmente de fibroblastos e queratindcitos) a partir da margem da ferida (término do
tecido integro) em direcdo ao centro da mesma. Este fenbmeno ocorreu através dos “efeitos
de vizinhanca livre” no qual as células pertencentes a camada basal proxima a ferida séo
estimuladas e adquirem atividade mitética proliferando para o centro da leséo
(MONTESANO; ORCI, 1988). Na mesma figura nota-se que aos 10 e 14 dias de tratamento
as margens da ferida se encontraram e a re-epitelizacdo comecou atuar na espessura, e
ndo mais no comprimento da epiderme, sendo a lesao totalmente recoberta por células

epidermais.
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Figura 36 — Fotografia de cortes histologicos da area re-epitelizada de um dos lados das
feridas tratadas e do centro das feridas tratadas com gel com EB (A, B, C e D) e com o gel
base (E, F, G e H), aos 4, 7, 10 e 14 dias, respectivamente (n=5). As setas indicam o inicio e
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fim da &rea re-epitelizada aos 4 e 7 dias e o centro da area aos 10 e 14 dias (HE, objetiva
10X).

As células vizinhas da camada basal quando em tecido normal encontram-se em
contato umas com as outras permanecendo inibidas e apresentando um potencial mitotico
latente (BALBINO et al., 2005). Assim que ocorre a leséo, este efeito inibitorio desaparece e
as ceélulas passam a apresentar o efeito mitético para que possa ocorrer a re-epitelizacéo do
tecido injuriado. Uma forma de se analisar a proliferacao celular € a partir da administracdo
do sulfato de vincristina ao animal duas horas antes do sacrificio. O sulfato de vincristina
um quimioterapico que atua ligando-se a tubulina, impedindo a formacdo de microtubulo, o
gque resulta na interrupcdo da mitose em metafase (FARO et al.,, 2008). A quantidade de
metafases em cada tratamento € mostrada na Figura 37 e Tabela 18, na qual pode-se
observar que o numero de metafases para o tratamento com o gel contendo EB e com o gel
base aumenta até 7 e 10 dias, respectivamente, para entdo comecar a diminuir. Esses
dados mostram que enquanto a ferida tratada com gel contendo EB apresenta um processo
mitGtico acentuado aos 7 dias, o controle (gel base) mostra este resultado aos 10 dias, ou
seja, cerca de 3 dias depois. Assim, pode-se dizer que a relagdo entre a area re-epitelizada
e 0 numero de metafases mostra um potencial proliferativo superior em feridas tratadas com
0 gel contendo EB de C. peltophoroides. Durante o tratamento com o gel contendo EB o
numero de metafases apresentou diferenga significativa (P<0,05) quando comparado com o

gel base.

Tabela 18 — Numero de metafases/mm encontradas na camada basal e supra basal da area

re-epitelizada para os dois tratamentos (n=5).

Dias de Gel Base Gel com EB
Tratamento (X £ dp [CV%]) (x+ dp [CV%])
4 1,2+0,22 [18,00] 2,5+0,46 [18,33]
7 2,08+0,34 [16,40] 4,63+0,62 [13,37]
10 4,8+0,55 [11,39] 3,00+0,50 [16,67]
14 0,60+0,10 [16,67] 1,33+0,13 [17,32]

X = média; dp = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo
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Figura 37 — Representacdo da médiatdesvio padrdo do nimero de metafases contadas na
camada basal e suprabasal da area re-epitelizada das feridas com tratamento aos 4, 7, 10 e
14 dias (n=5). Analise estatistica realizada por ANOVA com *(P<0,05) comparado com o gel

base.

Para a avaliagdo da quantidade de fibras colagenas presentes em um tecido existem
diversas técnicas empregadas, como exemplo: coloragdo com picro-Sirius, ensaio de
hidroxiprolina, coloragdo com tricomio de Masson, hibridizacdo in situ de RNAm e a
imunohistoquimica. Esta ultima € muito utilizada, no entanto é um processo caro pela
necessidade de anticorpos especificos. Uma técnica que apresenta baixo custo, é simples e
confiavel é a que utiliza o corante picro-Sirius, descrita por Junqueira e colaboradores
(JUNQUEIRA et al.,, 1978 apud CUTTLE et al., 2005). Ela é baseada na birrefringéncia
natural que o colageno possui, resultante do modo de disposi¢cdo de suas fibras e na
presenca do corante picro-Sirius quando visualizado por microscopia de polarizagdo. Esta
propriedade é destacada podendo assim se diferenciar os tipos de fibras colagenas. As
fibras colagenas tipo Ill (jovens) por serem finas e frouxas apresentam a birrefringéncia com
coloracao verde, enquanto as fibras colagenas tipo | (maduras) sdo compactas e espessas
apresentando coloracdo de amarelo intenso e vermelho (MONTES; JUNQUEIRA, 1991).

Na Tabela 19 e Figuras 38 e 39 a quantidade de fibras colagenas tipo Il (jovens)
esti presente em maior porcentagem aos 4 e 7 dias de tratamento tanto com o gel base
quanto com o gel contendo EB, decrescendo nos préximos dias. Existe uma diferenca
significativa (P<0,005) aos 10 dias de tratamento, mostrando que a formacdo de fibras
colagenas tipo 1lll no gel contendo EB obteve uma diminuicdo importante que leva, em

consequéncia, ao aumento de fibras colagenas tipo I. Aos 4, 7 e 10 dias de tratamento nota-
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se que as fibras tipo | apresentam-se em proporcdo estatisticamente superiores (P<0,05)
nas feridas tratadas com gel contendo EB quando comparado ao gel base, garantindo,
assim, que a formacgéo do tecido conjuntivo ocorre mais rapidamente na ferida tratada com o
gel contendo EB. Nos demais dias de tratamento ndo se observou diferenca significativa
(P>0,05) entre a quantidade de fibras colagenas presente nos cortes histoldgicos das feridas

tratadas com gel contendo EB e gel base.
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Tabela 19 — Porcentagem de fibras colagenas tipo | e Ill presentes no gel base e gel com EB aos 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento (n=5).

Dias de Gel Base Fibras Tipo | Gel Base Fibras Tipo llI Gel com EB Fibras Tipo | Gel com EB Fibras Tipo Il
Tratamento (%) (X * dp [CV%]) (%) (X + dp [CV%]) (%) (x+ dp [CV%]) (%) (X + dp [CV%])
4 29,80+2,65 [0,00] 50,02+1,99 [0,00] 38,86+1,45 [0,00] 53,14+9,56 [0,01]
7 28,79+1,29 [0,00] 56,32+5,61 [0,01] 34,52+2,15 [0,00] 52,23+3,69 [0,01]
10 49,63+3,69 [7,43] 42,05+2,56 [6,10] 74,20+4,27 [5,76] 21,95+ 1,46 [6,66]
14 73,37+6,64 [0,21] 17,80+1,60 [0,02] 82,11+4,05[0,01] 14,19+2,72 [0,05]

X = média; dp = desvio padréo; CV = coeficiente de variacdo
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Figura 38 — Percentagem de fibras colagenas tipo Ill (vermelhas/amarelas) aos 4, 7, 10 e 14
dias de tratamento (n=5). Anadlise estatistica realizada por ANOVA com *(P<0,05)
comparado com o gel base.

B Gel|Base M GelcomEB

[N
=]
o]

-

=]
L
=]

-

[ay}
L]
o]

-

o

I

Colagenas Tlpo |
Y
Ln

[*1}
=

I

o

=
Ln
=]

¥

Percentagem de Fibras

-

=
=

4 7 140 14

Dias de Tratamento

Figura 39 — Percentagem de fibras colagenas tipo | (vermelhas/amarelas) aos 4, 7, 10 e 14
dias de tratamento (n=5). Analise estatistica realizada por ANOVA com *(P<0,05)
comparado com o gel base.

A formacdo das fibras colagenas é dependente do recrutamento de diversas células
gue ocorre na fase inflamatéria, dentre elas os neutréfilos, mondcitos e fibroblastos. Os
mondcitos acabam se diferenciando em macroéfagos, os quais na fase proliferativa passam a
liberar mediadores quimicos, aumentando a migracao e ativacao dos fibroblastos no local da
ferida. Os fibroblastos sédo células responséaveis pela producdo de coldgeno para que a

matriz extracelular comece a ser substituida por um tecido conjuntivo com resisténcia e
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elasticidade, formando o tecido de granulacdo (BALBINO et al., 2005). Este processo é
denominado de fibroplasia e no processo de injuria do tecido encontra-se associado a
producdo de fibras colagenas jovens (tipo Ill), com posterior formag¢do de um tecido mais
vascularizado e resistente contendo fibras coldgenas maduras (tipo I) (GONCALVES et al.,
2010). Esta substituicdo de fibras para formar um tecido conjuntivo mais denso e resistente

€ visualizada na Figura 40.
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Figura 40 — Fotomicrografia da camada papilar da derme. Fibras colagenas aos 4, 7, 10 e 14
dias com gel com EB (A-D) e gel base (E-H), respectivamente (n=5) (picro-Sirius, objetiva
20X).
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Para a analise da permeagdo cutinea através da absor¢cdo Optica em
espectrofotdbmetro fotoacustico utilizou-se as bandas de absorcdo da sibipiruna que servem
como indicadores na demonstracéo da penetracdo ou ndo da mesma ao longo das feridas.
Assim, o espectro de absorcdo do extrato bruto de sibipiruna quando adicionado ao gel base
apresenta regidao de absorgdo em aproximadamente em 280 e 370 nm, como mostrado na

Figura 41.

Gel base
—— Extrato bruto

Gel com EB

Sinal Fotoacustico (mV)

200 400 500 ] 700 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 41 - Espectro de absorcdo Optica do gel base, EB de sibipiruna e gel contendo EB.

As setas indicam a regido de absorcéo do gel contendo EB em 280 nm e 370 nm.

Apés 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento dos animais, os dados da permeacgédo foram
plotados em gréficos, referentes aos dias de tratamento, contendo a leitura da absorcéo do
tratamento com gel base e gel contendo EB, na porcao epidermal e porcdo dermal. Ao se
comparar os espectros da Figura 41 nota-se que a absor¢cdo gerada pelo extrato bruto de
sibipiruna ocorre em comprimentos de onda muito proximos aqueles onde a pele também
absorve (entre 260 a 410 nm) (SEHN et al., 2010). Isto dificultou a decomposicdo do
espectro principalmente porque a concentracdo do EB de sibipiruna no gel é muito pequena
e assim a intensidade do espectro é determinada majoritariamente pela absorcdo da pele e
do sangue. Além disso, a leitura dos espectros de absor¢do dependeu da quantidade de gel
aplicada na ferida. Este critério ndo pOde ser estabelecido, considerando-se remocdo da

mesma pelo animal, que se cocga e faz contato fisico com as paredes da gaiola.
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Figura 42 — Espectros de absorcéo aos 4, 7, 10 e 14 dias (A, B, C e D) de tratamento da

ferida com o gel base e o gel contendo EB, e o do gel contendo EB, sem tratamento (n=2).

Na Figura 42 observa-se um pico de absor¢cdo em torno de 400 nm, que n&o foi visto
no gel base, EB e gel contendo EB (Figura 41), que se refere ao sangue remanescente na
area lesada (ROCHA et al., 2007). Como logo ap0s ao processo de inflamagéo ja inicia-se o
processo de re-epitelizagdo, visto nas Figuras 34 e 35, e a angibgenese, acredita-se que
este sangue remanescente seja devido a formagdo desses novos vasos. Observa-se na
Figura 42 que em 4 dias de tratamento com gel contendo EB a concentracdo de sangue do
lado de cima da ferida apresenta-se maior que o gel base, mostrando assim que ha mais
vasos sanguineos formados na ferida tratada com gel contendo EB, o que esta relacionado
com o aumento da re-epitelizacdo do mesmo aos 4 dias de tratamento. Estes vasos

parecem ter um aumento pequeno aos 7 dias, confrontando com o processo de re-
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epitelizacdo, mantendo-se aos 10 e 14 dias, onde a re-epitelizacdo ocorre em espessura e
ndo mais em comprimento. Na porcdo dermal da ferida também é observado o sangue
remanescente, indicando que a vascularizagcdo esta sendo substituida no processo de
cicatrizacao.

O pico visto na porcao epidermal do gel base aos 7 e 10 dias entre 500 e 610 nm
ocorre devido a presenca de metahemoglobia (MARTIN et al., 2004). No gel contendo EB
ndo se observou este pico, possivelmente devido a coloragdo escura observada na crosta
da ferida ou o préprio gel contendo o EB pode estar formando um filme sobre a ferida que
ndo permite a passagem da luz. Nota-se durante o tratamento que a partir do 3° dia a crosta
era mais escura (marron-acastanhado), seca e firme na ferida tratada com gel contendo EB
e mais umedecida e mole (amarelada) na tratada com gel base.

Através da mesma figura, nota-se a permeacdo do gel base e do gel contendo EB de
sibipiruna na por¢cdo dermal da ferida, no entanto, observa-se que ha diferenca no sinal
acustico entre a permeacdo dos géis. Assim, pode-se afirmar que o EB de Caesalpinia
peltophoroides est4 permeando para o interior da pele até aos 14 dias de tratamento com o
gel contendo EB.

Para melhor visualizar a permeacdo cutanea nos dias de tratamento utilizou-se da
diminuicdo das curvas da por¢cdo dermal referentes ao gel base e ao gel contendo o EB de

sibipiruna (Figura 43).

— 4 dias
— 7 dias

10 dias
— 14 dias
G el

Diferenga ertre as curvas (u.a.)

0.00 /"\-'—" = .

400 450 500

Fa
o
[=1
]
=1
=]
]
o
=1

Comprimento de anda {(nm)

Figura 43 — Diferenca dos espectros de absorcdo do gel contendo EB e gel base aos 4, 7,

10 e 14 dias de tratamento.

Como a pele é considerada uma barreira protetora contra o ambiente externo,

qualquer ruptura em sua integridade precisa ser rapida e eficientemente reparada. Este
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reparo envolve 0s processos ja vistos, tais como: inflamacgéo, re-epitelizacdo (contragdo da
ferida) e remodelagcéo da matriz extracelular (BALBINO et al., 2005). Quando a epiderme e a
derme sao lesionadas ha formacdo de um reparo temporario para que ocorra a protecao
enquanto ocorre 0 processo cicatricial. Essa barreira temporaria € formada principalmente
de coagulo e fibrina, sendo denominada de crosta da ferida.

Durante a fase inflamatoria h& influxo de neutréfilos e macréfagos ativados na regiéo
inflamada o que aumenta a demanda de oxigénio pelos mesmos, gerando a hipdxia no
tecido (BALBINO et al., 2005). Esta hipdxia é associada também a formacéo da crosta da
ferida. Com isso ha a liberacdo de mediadores quimicos que estimulam a migracdo e
ativacao de fibroblastos no local e em paralelo ocorre a formacao de novos vasos. A inducdo
da angiogénese é dada pela baixa tensdo de oxigénio que ocorre no centro dessa ferida.
Com isso, capilares passam a crescer para o interior do coagulo (AGREN, 1999 apud SEHN
et al., 2006). Durante a fixacdo e amadurecimento dos fibroblastos, que produzem células
produtoras de colagenos, é que o processo de contracdo da ferida alcanca a sua eficiéncia
maxima. O que auxilia este processo de contracdo € o ressecamento da crosta superficial
gque durante a desidratacdo diminui de tamanho e arrasta o tecido a ela aderido (BALBINO
et al., 2005). Este ressecamento é visivel durante o tratamento principalmente proximo ao
guarto dia de tratamento, pois a casca é mais firme, ou seja ressecada, na ferida tratada
com o gel contendo EB.

Algumas drogas vegetais ja foram avaliadas por diversos pesquisadores quanto a
acao cicatrizante em ratos, com o objetivo de acelerar o processo cicatricial, sendo que cada
um deles observou caracteristicas diferentes deste processo (GARROS et al., 2006). Reddy
et al. (2002) observaram que o extrato de Heliotropium indicum L. aumentou a velocidade de
re-epitelizacdo e formacdo de coldgeno, garantindo forca e resisténcia ao tecido. A
incorporacdo da prépolis em pomada mostrou-se eficiente na proliferacdo celular com
guantidade de metafases significativamente superior ao gel base aos 4, 7 e 10 dias de
tratamento (SEHN et al., 2010). Priya et al. (2002) ao avaliarem o extrato de Datura alba
Nees observaram efeito significativo quanto a reparacao tecidual da ferida, menor tempo de
cicatrizacdo e aumento da formacéo das fibras colagenas.

Lopes et al. (2005) comprovaram que a pomada contendo extrato bruto de
Stryphnodendron obovatum Benth. estimula a proliferacdo celular (re-epitelizacdo) aos 7 e
10 dias de tratamento, e a pomada contendo extrato bruto de Stryphnodendron polyphyllum
Mart. apresenta numero de metafases bloqueadas aos 4 e 7 dias de tratamento,
significativamente superior que o gel base. Os autores inferiram que esta atividade pode ser
devido a porcentagem de taninos presentes nestas especies.

Assim como Lopes et al. (2005), pode-se inferir que 0 aumento no numero de

mitoses, a rapida diferenciacdo de fibras colagenas tipo Il em tipo | e a re-epitelizacdo
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acelerada nas feridas tratadas com gel com EB de C. peltophoroides ocorreram devido a
possivel presenca de taninos. O uso destes compostos polifendlicos em formulacdes
dermatoldgicas deve-se a sua atividade adstringente que provoca a precipitacdo de
proteinas, formando um revestimento protetor (SCHULZ et al., 2002; PANIZZA et al., 1998
apud ARDISSON et al., 2002). Este revestimento por sua vez causa a vasoconstricdo
capilar que resulta na diminuicdo da permeabilidade vascular e efeito anti-inflamatorio local
(KAPU et al., 2001; SCHULZ et al.,, 2002). Esta acdo adstringente também atua como
agente antibacteriano por desfavorecer o meio para o seu crescimento (SCHULZ et al.,
2002). Durante o processo de cura da ferida ocorre o recrutamento de neutréfilos para a
les@o. Estas células sdo importantes por atuarem na eliminacdo dos microrganismos atraves
da fagocitose (BALBINO et al., 2005) e do tecido desvitalizado através de enzimas
proteoliticas e producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (MENSAH et al., 2001). As
EROs atuam como oxidantes sendo importantes no processo de cura das feridas por aturem
nos queratindcitos estimulando a expressdo de VEGF local (KHANNA et al., 2001). No
entanto, pode haver formacdo de varios oxidantes no local da ferida o que causa dano
tecidual grave impedindo a cicatrizacdo. Assim, os compostos polifenélicos que agem como
potentes antioxidantes devido as suas propriedades de reducdo, podem atuar como bons
agentes cicatrizantes (PATTANAYAK; SUNITA, 2008).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se dizer que o extrato
bruto de C. peltophoroides mostrou um aumento da area re-epitelizada em relacdo ao gel
base, apresentando proliferagdo mitética significativa e comprovada permeacgdo cuténea,
além de atuar na maturagéo das fibras coldgenas favorecendo o processo de cicatrizacao e
a resisténcia da matriz extracelular, podendo se tornar futuramente um promissor

medicamento fitoterdpico com fungéo cicatrizante.
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CONCLUSAO

As analises fisico-quimicas realizadas mostraram que na etapa inicial de controle de
qualidade do extrato bruto das cascas de Caesalpinia peltophoroides os resultados obtidos
cumprem as especificacdes estabelecidas pelas Farmacopeias.

Na padronizacdo da metodologia analitica o pirogalol apresentou absortividade molar
mais proxima da C. peltophoroides, sendo o padrdo de escolha para a metodologia de
determinag&o do teor de polifendis totais e taninos totais.

O desenvolvimento de metodologia analitica para a determinacdo do teor de
polifendis totais com o reagente Folin-Ciocalteu para o extrato bruto de C. peltophoroides
apresentou 0s requisitos minimos aceitaveis estipulados pela RE n° 899/2003, garantindo
que o0 método € valido para a finalidade proposta.

Ao se analisar a porcentagem de taninos totais em relacdo ao ICs, da atividade
antioxidante comprovou-se que quanto maior o numero de hidroxilas presentes na amostra
analisada maior é a atividade antioxidante.

As fracdes semipurificadas (F1 a F5) apresentaram maior quantidade de taninos
totais apresentando maior atividade antioxidante que o extrato bruto e a fracdo acetato de
etila.

O ensaio realizado para a avaliagdo da atividade cicatrizante mostrou que o extrato
bruto de C. peltophoroides possui acdo sobre o reparo tecidual, apresentando condi¢bes
gue favorecem uma cicatrizagdo mais rapida. As condi¢cbes observadas sdo a permeacéo
cutdnea do principio ativo EB de C. peltophoroides, formacdo de uma maior area re-
epitelizada aos 4 dias de tratamento e mais espessa ao final do tempo cicatricial analisado,
com maior numero de metéafases nos primeiros dias de tratamento, além na estimular a

maturacao das fibras colagenas.
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