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RESUMO

Os extratos das cascas de Stryphnodendron adstringens possuem excelente
atividade cicatrizante jA& comprovada em animais de laboratério sadios. Isto € um bom
indicador de que o extrato desta planta possa ter acdo eficaz no tratamento de feridas
crbnicas em ratos diabéticos. Este trabalho teve por objetivo o isolamento e identificacdo
estrutural de taninos de uma fracdo semipurificada obtida de Stryphnodendron adstringens
utilizando diferentes métodos cromatograficos, avaliar a capacidade antioxidante in vitro do
extrato bruto (EB) e semipurificado (fracdes acetato de etila —FAE e aquosa —FA) pelo
método do radical livre DPPH, e avaliar a atividade cicatrizante do extrato bruto em ratos
diabéticos. O isolamento das substéncias foi realizado por cromatografia em coluna,
cromatografia em contra-corrente de alta velocidade (CCCAV) e cromatografia em camada
delgada, e a identificacdo destas substancias realizada por meio de métodos
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (*H e **C), RMN 2D (COSY
'H-'H, HMQC e HMBC), espectrometria de massas e Opticos. A capacidade antioxidante foi
determinada pelo método de DPPH, avaliando-se o ICs, (ug/mL). A atividade cicatrizante foi
analisada aos 4, 7, 12 e 17 dias de tratamento com gel contendo 1% do EB através do
comprimento e espessura da area re-epitelizada, analise de permeacao cutanea através de
espectroscopia fotoacustica, quantidade de células em metéafases e fibras colagenas (tipo | e
lIl). Foram obtidas 21 subfracBes da cromatografia em coluna. As subfracbes F4, F5, F6 e
F7 foram cromatografadas em CCCAYV pra separagdo das substancias. Foram identificadas
as substancias 4'-O-metil-galocatequina, galocatequina, epigalocatequina e 4'-O-metil-
galocatequina-(4a—38)-4'-O-metil-galocatequina. A capacidade antioxidante das amostras
foram: EB=3,99, FAE=3,47, FA=5,19 e vitamina C= 5,19, sendo que o EB e a FAE possuem
uma atividade antioxidante cerca de 1,3 e 1,5 vezes maior que a vitamina C,
respectivamente. A avaliacdo da atividade cicatrizante mostrou a formag¢do de uma area re-
epitelizada maior no grupo dos animais tratados com EB aos 4 e 7 dias e mais espessa aos
12 e 17 dias, assim como a estimulagdo da maturacdo das fibras colagenas (tipo 1) aos 17
dias e da proliferacdo celular das metafases aos 4 e 7 dias. Na avaliagdo da atividade
cicatrizante, comprovou-se a permeacdo do EB em todos os tempos analisados e que o gel
contendo EB mostrou acdo sobre o reparo tecidual, favorecendo uma cicatrizacdo mais
rapida e resistente aos 17 dias de tratamento, em relacéo ao controle. A andlise por Western
Blotting comprova a maior presenca de vasos sanguineos aos 7 dias pela expressdao em
grande quantidade de VEGFR.

PALAVRAS-CHAVES: Stryphnodendron adstringens, Cicatrizagdo, Diabetes mellitus,

Taninos condensados, Capacidade antioxidante in vitro, VEGFR.



ABSTRACT

The extracts from the barks of Stryphnodendron adstringens have excellent wound healing
activity demonstrated in healthy laboratory animals. This is a good indicator that the extract
of this plant would have effective action in the treatment of chronic wounds in diabetics rats.
The aim of this study was the isolation and structural identification of tannins of a
semipurified fraction obtained from Stryphnodendron adstringens using different
chromatographic methods, evaluation in vitro the antioxidant capacity of crude (CE) and
semipurified extracts (Ethyl-acetate —EAF and Aqueous -AF Fractions) by free radical DPPH
method, and evaluation the wound healing activity of CE in diabetic rats. The isolation of the
compounds was performed by column chromatography, high speed countercurrent
chromatography (HSCCC) and TLC. The identification of the compounds carried out by
spectroscopic methods of nuclear magnetic resonance (NMR) 1D (*H and *3C), 2D NMR (*H-
'H COSY, HMQC and HMBC), mass spectrometry and optical. The antioxidant capacity was
determined by DPPH assay, to evaluate the ICsq (ug/mL). The wound healing activity was
assessed at 4, 7, 12 and 17 days of treatment with a gel containing 1% of CE across the
length and thickness of the re-epithelialized area, analysis of skin permeation by
photoacoustic spectroscopy, number of cells and fibers in metaphase collagen (types | and
[l). From column chromatography 21 subfractions were obtained. Subfractions F4, F5, F6
and F7 were chromatographed on HSCCC for separation of compounds. The compounds 4'-
O-methyl-gallocatechin, gallocatechin, epigallocatechin and 4'-O-methyl-gallocatechin-
(40—8)-4'-O-methyl-gallocatechin were identified. The antioxidant capacity of the samples
were: CE=3.99, EAF=3.47, AF=5.19 and vitamin C = 5.19, and the CE and the EAF have an
antioxidant capacity about 1.3 and 1.5 times greater than vitamin C, respectively. The
evaluation of wound healing activity showed the formation of a re-epithelialized area greater
in animals treated with CE at 4 and 7 days and thicker at 17 days, as the proliferation of
metaphases after 4 and 17 days. The stimulation of maturation of collagen fibers (type 1) at
17 days of treatment was highest in treatment with the gel containing 1% CE. In assessing
the wound healing activity, proved the permeation of EB in all periods analyzed and the gel
containing EB showed activity on the tissue repair, providing more rapid and strong healing
at 17 days of treatment with regard to control. The analysis by Western Blotting confirms the

presence of larger blood vessels at 7 days in large quantities by the expression of VEGEFR.

KEYWORDS: Stryphnodendron adstringens, Wound healing, Diabetes mellitus, Condensed

tannins, Antioxidant capacity in vitro, VEGFR.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, o tratamento de uma série de doencas é realizado através de
preparacfes a base de plantas medicinais. Estas desempenham papel fundamental na
saude mundial. Nas ultimas décadas, a medicina moderna apresentou grandes avancos,
contudo, as plantas ainda tém uma contribui¢cdo importante para a saude (CALIXTO, 2000).

Muitas comunidades e grupos étnicos tém como Unico recurso terapéutico o uso de
plantas medicinais, sendo que estas sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares e encontradas em quintais de residéncias nas regibes menos desenvolvidas do
pais ou até mesmo nas grandes cidades brasileiras (MACIEL et al., 2002).

A partir de 1980, ressurgiu o interesse pela pesquisa das substancias isoladas a
partir de fontes naturais, servindo como protétipo para o desenvolvimento de novos
farmacos. As plantas medicinais permaneceram como forma alternativa de tratamento no
mundo inteiro mesmo com o crescimento de grandes laboratérios farmacéuticos e farmacos
sintéticos, sendo observado nas Ultimas décadas a revalorizagdo do emprego de
preparac0es fitoterapicas (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Ocorre atualmente uma grande procura da populagéo pela fitoterapia, a busca pelo
natural, fator determinante para a industria farmacéutica investir na pesquisa de drogas
vegetais, fato este relacionado com o aumento na pesquisa com extratos de plantas para
descobrir novas substancias ativas (RATES, 2001).

A diabetes mellitus (DM) constitui-se em um dos principais fatores de risco para as
doencas do sistema circulatério. Entre as consequéncias mais frequentes do DM encontram-
se o infarto agudo do miocéardio (IAM), o acidente vascular encefalico (AVE), a insuficiéncia
renal crbnica, as amputacdes de pés e pernas, a cegueira definitiva, os abortos e as mortes
perinatais (BARBOSA et al., 2001).

Segundo Lau et al. (2009) cerca de 194 milhdes de pessoas no mundo ja sofrem de
diabetes mellitus. A diabetes estd associada a inUmeras complicacdes, como ulceragdes,
microangiopatia, que sem cuidados adequados podem causar o chamado pé diabético,
causa frequente de internagbes hospitalares. Estas complicacbes estdo afetando a
populacédo de forma crescente, tornando-se um sério problema de Saude Publica (MILMAN
et al., 2001).

A dificuldade na cicatrizacdo de feridas pode ser uma consequéncia de estados
patolégicos associados a diabetes, perturbagfes-imune, isquemia e estase venosa e, em
ferimentos, tais como queimadura. A diabetes prejudica numerosos componentes de
cicatrizacdo de feridas, incluindo a hemostasia e inflamacdo, matriz deposicdo e
angiogénese. Estas deficiéncias estdo presentes em uma ampla variedade de tecidos,

incluindo a pele. Em feridas cutdneas de diabéticos foi observada alteracdo do fluxo
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sanguineo e diminuigcdo do numero de fatores de crescimento essenciais para a cicatrizagdo
de feridas, incluindo FGF-2, fator de crescimento derivados de plaquetas (PDGF)-B, e fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) (GALIANO et al., 2004).

Os fatores de crescimento que sdo liberados por plaquetas, macréfagos,
queratindcitos e fibroblastos, para que ocorra o processo de cicatriza¢do, sdo responsaveis
pela atracdo das células da resposta inflamatoria para o local da ferida. Em um processo de
reparacdo de uma ferida normal ocorre a angiogénese, formacéo do tecido de granulacéo,
epitelizacdo, e remodelacdo do tecido, processos estes que podem estar ausentes em uma
ferida diabética, causando a ma cicatrizacdo (WANG et al.,, 2008). A mé cicatrizacdo
observada em feridas diabéticas inclui a inflamacdo prolongada, a insuficiéncia de
neovascularizagéo, a diminui¢cdo da sintese de coladgeno, o aumento dos niveis de proteases
e defeitos da funcdo macrofagica. Estudos recentes demonstraram que 0s extratos de
plantas melhoram a cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos diabéticos (GUPTA et al.,
2008).
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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 econémico € uma das mais
importantes familias com representatividade ecolégica. No Brasil, sdo encontrados cerca de
200 géneros e 1.500 espécies que crescem em campos abertos e regibes de cerrado
(LOPES et al., 2009).

Tradicionalmente a familia tem sido dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae (HUTCHINSON, 1967; POLHILL et al., 1981; HEYWOOD, 1993).
Plantas pertencentes a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae tém sido muito utilizadas
na medicina popular. Esta subfamilia compreende cerca de 80 géneros e 3270 espécies de
arvores e arbustos, sendo encontradas principalmente em regides tropicais e subtropicais
(KHELLADI et al., 2010).

2.1.2 Género Stryphnodendron

O género Stryphnodendron pertencente a familia Fabaceae, subfamilia
Mimosoideae, ordem Fabales (CRONQUIST, 1988), € um dos que possui maior nimero de
espécies na familia, aproximadamente 48 espécies, as quais sao ricas em taninos. Estudos
realizados com o género Stryphnodendron mostraram atividades: antimicrobiana, antiviral,
cicatrizante, antitlcera, antioxidante, anti-inflamatoria, antileishmania, dentre outras (LOPES
et al., 2009).

Nas cascas de S. obovatum Benth. foram encontrados cerca de 15% e em S.
polyphyllum Mart. 12% em taninos totais (SANCHES et al., 2002; LOPES et al., 2005). A
capacidade de precipitar proteinas, particularmente salivares da cavidade oral caracteriza o
sabor adstringente dos taninos, possibilitando seu facil reconhecimento.

Extratos da casca de S. polyphyllum e S. obovatum sdo utilizados na medicina
popular no tratamento de leucorreia e diarreia, como agentes antissépticos e anti-
inflamatorios e também atuam na coagulagdo do sangue e cicatrizacédo de feridas (LOPES
et al., 2005). Devido ao alto teor de taninos condensados, extratos da casca de S.
polyphyllum mostraram eficicia contra Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do
Schistosoma mansoni (BEZERRA et al., 2002).

S. obovatum possui a capacidade de inibicdo de crescimento das bactérias Gram
positivas Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, porém € inativa frente as bactérias Gram
negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (SANCHES et al., 2002; SANCHES
et al., 2005; LOPES et al., 2005).
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Foram isolados também, deste género, triterpenos (cicloartanos e damaranso),
fitoesteroides, esteroides pregnanos, cumarinas, lignanas, y-lactonas, sesquiterpenos,
aminoacidos (BELTRAME, 2005) e taninos (BURKILL, 1997).

2.1.3 Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

A espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville caracteriza-se num arbusto
ou arvore, com ramos curtos e grossos sendo as cascas recuadas no sentido transversal,
com coloragéo pardo-esverdeada na superficie externa e pardo-avermelhada na superficie
interna. Suas folhas sao alternas, grandes, duplicado-pinadas com aproximadamente 30 cm
de comprimento, pinas com 9-12 julgos, de base obliqua, arredondada e parte apical obtusa,

glabros em ambas as fases e membranosos (Figura 1) (FERRI, 1969).

Figura 1 — (A) Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville; (B) Foliolos; (C) cascas picadas.
Fotos: Marco Antonio Costa, 2007.

Sao conhecidas como “barbatimdo” e sao encontradas, principalmente, no
cerrado brasileiro, sendo utilizadas como planta medicinal. Possuem alto teor de taninos,
sendo mencionada na Farmacopeia Brasileira (2010) com contetdo de cerca de 8% na
casca. Mello et al. (1996a e 1996b) isolaram, a partir de liofilizados das cascas secas do S.
adstringens, flavan-3-6is, prodelfinidinas e prorobinetinidinas (Figura 2), tendo suas
estruturas elucidadas através de analise espectroscopica de RMN em 1D (*H-RMN, **C-
RMN), 2D (COSY 'H/*H, HETCOR e NOE), El- e DCI-MS, além de métodos Opticos
(polarimetria e dicroismo circular). Além dessas, foi isolada e identificada uma nova
prodelfinina, denominada 4'-O-metil-galocatequina-(4o—8)-4'-O-metil-galocatequina (Figura
3) (MELLO et al., 1999; LOPES et al., 2009).

20



Sandra Cristina Girotto Pinto
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Epigalocatequina-3-0-(3-metoxi-4-hidroxi)-benzoato Epigalocatequina-3-0-(3,5-dimetil)-galato

Figura 2 - Flavan-3-6is isolados das cascas de S. adstringens (Mart.) Coville.
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Figura 3 -
galocatequina-(4a—38)-4'-O-metil-galocatequina].

Prodelfinidina dimérica isolada das cascas do barbatimdo [4'-O-metil-

Lopes et al. (2009), isolaram e identificaram duas novas substancias em S.

adstringens., sendo denominadas

4'-O-metil-robenitinidol-(4a—8)-4'-O-metil-

epigalocatequina e 4'-O-metil-robenitinidol-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina (Figura 4).
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4'-0-metil-robinetinidol-(4t—8)-4'-0O-metil-galocatequina 4'-0-metil-robinetinidol-(40—8)-4"-0-metil-epigalocatequina

Figura 4 - Novos dimeros isolados de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville.

As cascas de S. adstringens séo utilizadas pela populagéo nativa como cicatrizante,
antimicrobiano, no tratamento de leucorreia, blenorragia, diarreias, disenterias, hemorragias
e no tratamento de Ulceras (REBECCA et al., 2002).

Dados farmacolégicos revelam que as doses eficazes do extrato bruto de S.
adstringens, por via oral, variam de 200 a 800 mg/kg (BERSANI-AMADO et al.,1996; LIMA
et al., 1998).

Soares et al. (2008), testaram extratos hidroalcodlicos de S. adstringens contra
microrganismos da cérie dental, observando resultados promissores em todos o0s
microrganismos testados, com melhor resultado para as cepas de Streptococcus mitis e
Lactobacillus casei.

Quanto a a¢do antifingica do S. adstringens, a mesma foi avaliada por Ishida et al.
(2006), demonstrando atividade sobre Candida spp, especialmente sobre C. albicans, a qual
€ atribuida aos taninos condensados, inibindo o crescimento por afetar a integridade da
parece celular, pela modificacdo da hidrofobicidade da superficie celular, inibicao da
formacdo do tubo germinativo e interferéncia no processo de brotamento. Os autores
também demonstraram ac¢Bes nos fatores de viruléncia do fungo, como inibicdo da
aderéncia as celulas Vero e superficie inerte (vidro) e aumento do processo de fagocitose.
Extratos aquosos e etanodlicos de S. adstringens demonstraram eficacia na avaliacdo da
suscetibilidade de microrganismos patogénicos orais, sendo constatado que 0s extratos

aquosos possuem atividade contra Streptococcus mutans, S. aureus, Actinobacillus
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actinomycetemcomitans e eficacia reduzida contra C. albicans, ja o extrato etandlico possui
tanto atividade antibacteriana, quanto atividade antifingica (SANTOS et al., 2009).

As cascas de S. adstringens demonstraram atividade anti-inflamatoria (BERSANI-
AMADO et al., 1996; LIMA et al., 1998), capacidade de inibir o crescimento de S. aureus, P.
aeruginosa e Providencia spp (BERSANI-AMADO et al., 1996; TOLEDO, 2002; AUDI et al.,
2004) e também acéo cicatrizante (VIEIRA et al., 1998; HERNANDES et al., 2010). Alves et
al. (2000), verificaram atividade do extrato das cascas de S. adstringens contra bactérias
como S. aureus, E. coli, .B cereus e P. aeruginosa.

Quanto ao potencial antiulcerogénico desta espécie testado em ratos, Martins et al.
(2002) confirmaram os resultados relatados no trabalho de Audi et al. (1999).

A avaliacdo da atividade tripanocida in vivo de S. adstringens demonstrou reducao
significativa no niUmero de parasitas circulantes no sangue, observando-se interferéncia na
curva de parasitemia de Trypanossoma cruzi (HERZOG-SOARES et al., 2002). Este
resultado foi confirmado por Luize et al. (2005) mostrando uma inibicdo do crescimento de T.
cruzi de 51,9%. Toledo (2002) demonstrou atividade contra as formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis, com inibigdo total do crescimento. O mesmo autor também
demonstrou atividade antibacteriana contra B. subtilis e E. coli. Inibicdo do crescimento do
protozoario Herpetomonas samuelpessoai também foi relatado (HOLETZ et al., 2005).

Extratos das cascas e das folhas de S. adstringens, quando testados contra
Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, demonstraram
alta toxicidade, matando 100% dos moluscos na concentragédo de 100 ppm (BEZERRA et
al., 2002).

Estudos realizados para avaliar a atividade antinociceptiva do extrato bruto e fracbes
de S. adstringens demostraram este efeito através de mecanismos periféricos, devido
apresentarem efeito evidente nos modelos experimentais de contor¢cdo induzida por acido
acético e dor induzida pela formalina, ndo modificando significativamente o tempo de
laténcia dos animais no teste da placa quente (MELO et al., 2007).

Lucena et al. (2009), avaliaram a capacidade de uma formulagéo a base de extrato
da casca de S. adstringens em neutralizar os efeitos locais induzidos pela peconha de
Bothrops pauloensis, comprovando a inibicdo significativa das atividades hemorragica e

miotdxica nos grupos tratados.

24



Sandra Cristina Girotto Pinto

2.2 ASPECTOS QUIMICOS
2.2.1 Substancias fendlicas

Substéncias fendlicas abrangem uma ampla variedade de substancias que possuem
um anel aromético com uma ou mais hidroxilas substituintes em comum. As substancias
fendlicas tendem a ser hidrossollveis, pois ocorrrem mais frequentemente combinadas com
acucares como glicosideos e se localizam geralmente no vacuolo das células (HARBORNE,
1998).

Os fendis possuem a habilidade de se complexarem com proteinas por pontes de
hidrogénio. Quando os constituintes celulares das plantas se relinem e as membranas sao
destruidas durante o processo de isolamento, os fendis rapidamente se complexam com
proteinas e como resultado, geralmente ocorre a inibicAo da atividade enzimatica em
extratos brutos de plantas. Por outro lado, os fendis sdo por si s6 muito susceptiveis a
oxidacdo enzimatica e o material fendlico pode ser perdido durante os processos de
isolamento, devido a acdo de enzimas “fenolases” especificas presentes em todas as
plantas. A extracdo dos fendis de plantas com alcool em ebulicdo normalmente previne a
oxidacao enzimatica (HARBORNE, 1998).

As substancias fendlicas contribuem para o sabor, odor e coloracdo de diversos
vegetais, sendo muitas delas importantes economicamente pela utilizagdo como
flavorizantes e corantes de alimentos e bebidas. Tém-se relatado atividade antioxidante,
sugerindo que doencas causadas pelas oxidacdes reativas em sistemas biolégicos
poderiam ser retardadas pela ingestdo de substancias fenélicas (CARVALHO et al., 2004).
Pulido et al. (2000), afirmaram que o grau de hidroxilagdo e extensdo de conjugacéo
parecem ser 0s critérios que regem o poder redutor dos polifendis da dieta.

O processo classico para detectar fendis simples utiliza solu¢do aquosa ou alcodlica
de cloreto férrico a 1%, obtendo-se assim coloracbes verde, purpura, azul ou preta
(HARBORNE, 1998). Além disso, os fendlicos sdo todos aromaticos, sendo assim, todos
mostram uma intensa absorcdo na regido do UV (HARBORNE, 1998; CARVALHO et al.,
2004). Métodos espectrométricos sdo, dessa forma, especialmente importantes para as

andlises de identificagdo e quantificacéo de fendis (HARBORNE,1998).

2.2.2 Taninos

A palavra tanino foi usada pela primeira vez por Seguin, em 1796, para definir o
principio adstringente da casca de carvalho que possui a propriedade de transformar a pele
dos animais em couro (COSTA, 2002).

Taninos constituem um grupo de produtos naturais de grande diversidade estrutural
e larga distribuicdo filogenética (HASLAM et al.,, 1975), sendo que sua ocorréncia nas

Angiospermas é particularmente associada aos tecidos lenhosos (HARBORNE, 1998).
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Sao substéancias fendlicas, soliveis em agua com massa molecular entre 500 e 3000
Daltons ou u, que apresentam a habilidade de formar complexos insoliveis em agua com
alcaloides e proteinas. Tais substancias sdo responséveis pela adstringéncia de muitos
frutos e outros produtos vegetais (SANTOS; MELLO, 2004).

Industrialmente, os taninos sdo substancias que, devido a habilidade de se
complexarem com proteinas, sdo capazes de transformar peles de animais em couro. Nas
células das plantas, os taninos estdo localizados separadamente das proteinas e das
enzimas do citoplasma, mas quando o tecido é danificado, quando um animal se alimenta,
por exemplo, a reacdo de tanagem pode ocorrer, fazendo com que as proteinas figuem
menos acessiveis aos sucos gastricos do animal. Os tecidos ricos em taninos séo, de fato,
amplamente evitados pela maioria dos herbivoros, devido ao sabor adstringente. Portanto,
uma das maiores fungdes dos taninos em plantas é a de ser uma barreira para herbivoros e
insetos (HARBORNE, 1998).

A caracteristica fundamental que da aos taninos suas propriedades bioldgicas
caracteristicas, parece ser a alta concentragdo de grupos hidroxila orto-orientados
(HASLAM, 1974).

Os taninos séo classificados segundo a sua estrutura quimica em 2 grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (Figura 5). Os taninos hidrolisaveis sédo caracterizados
por um poliol central, geralmente D-glicose, cujas func¢des hidroxilas séo esterificadas com o
acido galico (SANTOS; MELLO, 2004). Os taninos condensados séo oligbmeros e polimeros
formados pela policondensacdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol
(FREUDENBERG; WEINGES, 1958 e 1960).

Taninos condensados e hidrolisaveis se distribuem no reino vegetal seguindo
padrbes significativamente diferentes. Enquanto as proantocianidinas ocorrem amplamente
em Gimnospermas e Angiospermas, os taninos hidrolisiveis estdo quase restritos as
Choripetalae das Dicotiledéneas (SANTOS; MELLO, 2004).
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Figura 5 — Estrutura quimica de tanino hidrolisavel (A) e condensado (B) (SCHOFIELD et al.,
2001; CARVALHO, 2007).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas nha medicina tradicional para o tratamento
de diversas moléstias organicas, tais como diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo,
hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e do sistema
urinario e processos inflamatorios em geral (HASLAM, 1996).

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado diversas atividades biol6gicas dessa classe de substancias. Dentre essas
atividades podem-se citar: acdo bactericida, fungicida (SANCHES, 2005), antiviral (OKUDA
et al., 1993; FELIPE et al., 2006), moluscicida (MARSTON; HOSTETTMANN, 1985), inibicdo
de enzimas como glucosiltransferases de Streptococcus mutans e S. sobrinus (HATTORI et
al., 1990; OOSHIMA et al., 1993), acdo antitumoral (OKUDA et al., 1989), atividade de
inibicdo de Herpetomonas samuelpessoai e Cryptococcus neoformans (HOLETZ et al.,
2005; ISHIDA et al., 2009), atividade cicatrizante (LOPES et al., 2005) e atividade de
inibicdo de Candida albicans (ISHIDA et al., 2006). Os taninos podem atuar também como
captadores de radicais, interceptando o oxigénio ativo formando radicais estaveis (SANTOS;
MELLO, 2004).

Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos sédo devidas, pelo menos
em parte, a trés caracteristicas gerais que sao comuns em maior ou menor grau aos dois
tipos de taninos, condensados e hidrolisaveis. Tais caracteristicas sao: complexagdo com
ions metalicos, atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e habilidade de se
complexar com macromoléculas como proteinas e polissacarideos (HASLAM, 1996).

Os taninos podem formar complexos com proteinas de forma reversivel (pontes de
hidrogénio) ou irreversivel (ligagdo covalente). As pontes de hidrogénio sdo formadas
provavelmente entre as hidroxilas fenodlicas dos taninos e as funcbes carbonilicas das
ligagBes peptidicas das proteinas. Ja as interagBes covalentes ocorrem entre 0s nucleos
aromaticos dos taninos e as cadeias laterais alifaticas ou aromaticas dos aminoéacidos

27



Sandra Cristina Girotto Pinto

proteicos (LUCK et al., 1994). Esta propriedade de complexacdo com proteinas confere aos
taninos a capacidade de inibir enzimas (SCHOLZ,1994).

A acao dos taninos na cura de feridas, queimaduras e inflamacgfes ocorre através da
formacdo de uma camada protetora (complexo tanino-proteina/ou polissacarideo) sobre a
pele ou mucosa danificada. Debaixo dessa camada, o processo natural de cura pode, entéo,
ocorrer. O mesmo mecanismo de agdo ocorre no caso das Ulceras gastricas (HASLAM,
1998). Lopes et al. (2005), observaram que o tratamento de feridas cutaneas com extratos
semipurificados de S. polyphyllum e S. obovatum, que contém altas concentracfes de

taninos, promove um aumento significativo na proliferacdo celular da epiderme.

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
2.3.1 Processo oxidativo

Os radicais livres sdo formados a partir de reagdes de Oxido-reducéo provocadas
durante os processos de producao de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento celular,
sintese de substancias e sinalizagédo intercelular e sdo reconhecidos por apresentarem
efeitos benéficos e deletérios a saude (RATMAN et al., 2006; BARREIROS; DAVID, 2006;
GULCIN et al., 2010). O efeito benéfico ocorre, pois em concentragdes baixas atuam na
regulacéo da apoptose de células pré-cancerigenas, na ativacao de fatores envolvidos na
resposta imune e na modulacdo da expressdo de coOdigos 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.

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre a taxa de producédo e
degradacdo de agentes antioxidantes, ou seja, ocorre quando ha producédo acelerada de
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou deteriorizacdo dos mecanismos envolvidos na
protecdo contra as EROs. Isto pode levar a danificagdo dos lipideos celulares, proteinas ou
DNA inibindo sua funcdo normal, danos estes relacionados as doencas degenerativas
cronicas como Alzheimer, doencga de Parkinson, aterosclerose, diabetes mellitus, bem como
no processo de envelhecimento precoce (VICENTINO;MENEZEZ ,2007).

Quando os radicais livres sdo formados em excesso, ocorre uma sobrecarga nas
enzimas protetoras, como a superoxido dismutase, catalase e peroxidase, causando efeitos
destrutivos e letais as células. Esse efeito letal ocorre através da oxidacdo das membranas
lipidicas, proteinas celulares, DNA e enzimas, tendo como consequéncia o bloqueio da
respiracdo celular. Além disso, as EROS parecem interferir na transmissdo dos sinais
celulares (ANTOLOVICH et al., 2002).

O radical hidroxila dificilmente pode ser sequestrado in vivo devido apresentar uma

meia-vida curta, sendo o radical que provoca maior dano ao organismo. E formado por dois

28



Sandra Cristina Girotto Pinto

mecanismos, como a quebra da &gua quando em exposicdo a radiacao ultravioleta,
radiacdo y e raios x e pela reacdo do peroxido de hidrogénio com metais (M) de transicao
presentes nas células, como o cobre e o ferro, sendo demonstrado na equacdo 1 e 2,
respectivamente (BARREIROS; DAVID, 2006).

H,O > HO-+He (Equagao1)
M™ + H,0, — M™D* + HO« + HO™ (Equagao 2)

As EROs podem ser produzidas por fontes enddgenas ou exdgenas. Através de
fontes enddgenas, originam-se por processo fisiolégico natural do organismo, sendo
produzidas nas mitocéndrias como um subproduto do metabolismo normal, exercendo
acdes na transcricdo génica, na traducao e regulagéo da atividade da guanilato ciclase nas
células (SOARES, 2002; VICENTINO; MENEZEZ, 2007). Dentre os radicais livres gerados
pelas fontes exdgenas, incluem o tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos, anestésicos,
pesticidas e radiagdes (SOARES, 2002). As EROs mais comuns s&o os radicais superoxido
(O,), hidroxila (OH), peroxila (RO,), alcoxila (RO) e hidroperoxila (HO,). Através de reacdes
quimicas, o perdxido de hidrogénio (H,O,) e o peroxinitrato (ONOQO), mesmo nao sendo

radicais livres podem levar a formacéo dos mesmos (VICENTINO; MENEZEZ, 2007).

2.3.2 Antioxidantes

Os seres vivos controlam a producdo de radicais livres por diversos compostos
antioxidantes, podendo ser de origem enddgena ou proveniente da dieta alimentar e outras
fontes. Lesdes oxidativas de carater cumulativo podem ocorrer quando h& limitacdo da
disponibilidade destes antioxidantes. Os radicais livres podem ser estabilizados ou
desativados pelos antioxidantes para que ndo ataquem os alvos biolégicos nas células
(SOUZA et al., 2007).

Os antioxidantes tém o potencial de neutralizar os radicais livres e prevenir os danos
causados por eles. Tem grande importancia como agentes profilaticos e terapéuticos em
muitas doencgas, como o cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, doencas auto-imunes
e neurodegenerativas (RATMAN et al., 2006).

Muitas plantas medicinais contém grandes quantidades de substancias fendlicas, as
quais podem agir como substancias antioxidantes, funcionando como sequestradores de
radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo, sendo eficazes, portanto, para
prevenir a oxidacao lipidica (SOARES, 2002).

Os antioxidantes sao classificados em dois grupos: 0s enzimaticos e nao

enzimaticos. Como exemplo de antioxidantes enzimaticos tem-se a superoxido dismutase
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(SOD), catalase (CAT), e glutationa peroxidase (GPx). Os antioxidantes ndo enzimaticos
geralmente sdo provenientes da alimentacdo, agem na neutralizacdo dos radicais livres,
quelando metais e bloqueando a acdo das espécies reativas. As vitaminas E e C sao
exemplos de antioxidantes ndo enziméticos (RATMAN et al., 2006; BARREIROS; DAVID,
2006).
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3 OBJETIVOS

O objetivo do trabalho neste capitulo foi o isolamento e identificacdo estrutural de
taninos de uma fracdo semipurificada obtida das cascas de Stryphnodendron adstringens
utilizando diferentes métodos cromatogréficos e avaliar a capacidade antioxidante in vitro do
extrato bruto (EB) e de fragbes semipurificadas (fracbes acetato de etila e aquosa) pelo
método do radical livre DPPH in vitro.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar extrato bruto e fracdo semipurificada.

- Determinar a capacidade antioxidante in vitro do extrato bruto, fragdo acetato de etila e
fracdo aquosa.

- Isolar substancias da fracdo semipurificada acetato de etila por diferentes métodos
cromatogréficos.

- Identificar estruturalmente substancias isoladas por meio de métodos espectroscépicos
de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (*H e **C), RMN 2D (COSY 'H/*H, HMQC e

HMBC), espectrometria de massas e 6pticos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

4.1.1 Solventes, reagentes e solucdes

Todos os solventes e reagentes empregados possuiam grau de pureza pro-andlise

(p.a.) das marcas Mallinckrodt®, Merck®, Sigma®, Carlo Erba®, Vetec® ou Synth®, exceto

gquando especificado.

. Acetona

. Alcool de cereais - Ceredlcool

° BHT

° DPPH

o Metanol grau HPLC

o Nitrogénio liquido — Departamento de Fisica da UEM
o Vitamina C

o Acetato de Etila

. Acido Férmico

4.1.2 Equipamentos

o Agitador magnético Fisatom modelo 752A

o Balanga analitica AND HR-200

o Balanga analitica Gehaka 2000

o Bomba a vacuo Pfeiffer Vacuum modelo DV05

° Espectrofotbmetro Shimadzu UV/VIS PC-1650

° Evaporador rotatério Blichi R-114 capacidade 2 L

. Liofilizador — Christ Alpha 1-4

. Moinho de martelos Tigre ASN-5

o Ultra-som Transsonic T460, 35 kHz

J Ultra-turrax UTC 115 KT

. Aparelho de ressonancia magnética nuclear Varian Gemini 300BB
. Espectrémetro de massas Waters Quattro Premier

. Coletor de fragcdes LKB Bramma 2070 Ultropac® Il

. Coletor de fragdes Pharmacia Biotech FRAC-200

. Camera de lampada UV 254 nm

. Cromatégrafo de contra corrente liquido de alta velocidade com coluna de

teflon de 130 m x 1,6 mm, manufaturado na Universidade Estadual de Maringa
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4.2 METODOS
4.2.1 Matéria-prima vegetal

As cascas de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville foram coletadas aos 15 de
marco de 2008 em S&o Jerdbnimo da Serra, Parana, Brasil. Comprovante de registro para
coleta de material botanico, fingico e microbiolégico N° 11.995-2 Registro no IBAMA
1.844.493 Ministério do Meio Ambiente — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA. Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade — SISBIO sob a responsabilidade de Jodo Carlos Palazzo de Mello. O
material foi identificado pela Profa. Dra. Cassia Mbnica Sakuragui. As cascas foram secas
em estufa de ar circulante forgcado a 40 °C e ap0s, moidas em moinho de martelos de aco

inox Tigre ASN-5 sendo posteriormente utilizadas nas andlises descritas na Figura 6.
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Cascas frescas
(13258,66 g)
Estufa de ar circulante
(40£2 °C)

Cascas secas

(7406 g) Moinho de martelos

Droga vegetal moida
(7183,07 g)

Ultra-Turrax (15 min)
acetona:agua (7:3; v/v); 10% (m/v)

Filtrac&do
Extrato bruto Concentracaol/Liofilizacéo
(1800 0)

Acetato de
etila:zagua 10x
(2:1; viv)

Fracdo aquosa
(1260 g)

Fracdo acetato de
etila

(432 9) Atividade

biol6gica

Capacidade
antioxidante

Fracionamento
CC Sephadex LH-20

Fracionamento
CCCAV

Figura 6 — Rota de trabalho e obtencdo do extrato bruto, fracdo acetato e fracdo aquosa de

S. adstringens.
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4.2.2 Preparacdo dos extratos
4.2.2.1 Extrato bruto (EB)

As cascas secas e cominuidas de Stryphnodrendon adstringens foram
empregadas no preparo do extrato bruto em Ultra-turrax UTC115KT, por 15 min, sem
exceder a temperatura a 40 °C. A proporcédo utilizada foi de 1:10 (m/v), com a mistura de
acetona-agua (7:3; v/v) (CORK; KROCKENBERGER, 1991). Apés a filtracdo por algodao, o
filtrado foi concentrado em evaporador rotatério na temperatura média de 40 °C até
completa eliminacdo do solvente organico, sob presséo reduzida, congelado e liofilizado,

obtendo-se o extrato bruto (EB).

4.2.2.2 Fracdo acetato de etila (FAE)

O EB (50 g) foi ressuspendido em agua destilada (500 ml) e particionado com
acetato de etila (500 ml; 10 vezes) (MELLO et al., 1996a). As fases acetato de etila foram
reunidas, concentradas em evaporador rotatorio sob presséo reduzida até eliminacao total
do solvente organico, congeladas e liofilizadas, obtendo-se a FAE. A fase aquosa restante
foi concentrada, congelada e liofilizada, obtendo-se a fragéo aquosa (FA).

4.3 METODOS CROMATOGRAFICOS
4.3.1 Cromatografia em coluna (CC) da frac&o acetato de etila

A FAE foi fracionada, empregando-se uma coluna de vidro (h: 750 mm & 55 mm)
contendo SEPHADEX® LH-20 (300 g) como fase estacionaria. Ap6s limpeza apropriada
com &cido acético glacial 2%, a coluna foi estabilizada com etanol 50%. Foi adicionado
cerca de 20 g de FAE no topo da coluna com auxilio de pipeta de Pasteur. Foi empregado a

seguinte sequéncia de fase mével em proporgéo volumétrica:

1. Etanol/agua (1:1) 81
2. Etanol 100% 61l
3. Acetona/dgua (7:3) 251

Foram recolhidos 10 ml de cada fragdo em tubo de ensaio com vaz&o de 1 ml/min. O
monitoramento foi realizado através de cromatografia em camada delgada (CCD, secao
4.3.2). As subfracbes foram reunidas por semelhanca cromatografica, concentradas em
evaporador rotatério sob pressao reduzida, até eliminacdo total do solvente organico,

congeladas e liofilizadas.

4.3.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em cromatofolhas de
aluminio de gel de silica 60 F,54 (Merck®) com 0,200 mm de espessura, utilizando-se como
sistema eluente, acetato de etila:dcido formico:agua (90:5:5; v/v). As substéncias foram
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visualizadas sob luz UV a 254 nm. A revelacao quimica foi realizada com solugéo de cloreto

férrico a 1% em etanol.

4.3.3 Cromatografia em contra corrente de alta velocidade (CCCAV) (MELLO, 1995)
Foi utilizado cromatégrafo em contra corrente de alta velocidade equipado com
coluna de politetrafluoroetileno (PTFE) de 2,5 mm de didmetro interno, volume de 200 ml de
capacidade total, injetor para 20 ml de amostra, 800 rpm e bomba de solvente de duplo
pistdo com capacidade de fluxo maximo 10 ml (Waters mod.510). O sistema eluente foi
preparado em funil de separagdo com acetato de etila:n-propanol:agua (140:8:80; v/v). A
fase inferior foi utilizada como fase estacionaria e a fase superior como fase mével. Cada
fracdo de 3 ml foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (secédo 4.3.2) e os

tubos reunidos por semelhanca.

4.3.4 Derivatizacdo quimica (MELLO et al., 1996b)

Para quantidades de até 100 mg de substancia, foram adicionados 1 ml de piridina e
1 ml de anidrido acético em baldo de fundo redondo de 100 ml e a mistura foi deixada em
repouso por 24 h. Apés, foi adicionado gelo picado interna e externamente ao baldo,
deixando em repouso por 2 h. A solucao foi filtrada sob presséo reduzida através de funil de
vidro sinterizado G3 e a substancia acetilada foi lavada com agua até completa eliminacéo
da piridina. A substancia acetilada foi solubilizada em acetona e a remogao do solvente foi
realizada através de evaporador rotatério sob presséo reduzida de forma sucessiva até total
eliminacéo da piridina. A substancia foi transferida para um frasco e colocada em capela de
exaustao a temperatura ambiente para total eliminacao do solvente. Apés, a substéancia foi

congelada e liofilizada.

4.3.5 Analise estrutural

As substancias isoladas foram analisadas através de métodos de ressonancia
magnética nuclear (RMN) 1D (*H e **C), RMN 2D (COSY 'H/*H, HMQC e HMBC), no
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa. Os espectros das
substancias foram analisados e comparados com dados constantes na literatura. Os
espectros de RMN foram obtidos em aparelho Varian, Mercury 300BB de 300 MHz para 'H e
75 MHz para *C, com o uso de solventes deuterados (CD;OD, acetona-ds € CDCl3). Os
espectros de massas foram obtidos junto a Biocinese- Centros de Estudos Biofarmacéuticos

em Espectrémetro de massas Waters Quattro Premier.
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4.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
4.4.1 Determinacdo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH - 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (AMAROWICZ et al., 2004)

Para obtencdo da faixa de trabalho do extrato bruto, fragbes e antioxidantes
sintéticos utilizados como padrdo foram diluidos em 3 ml de metanol, de modo a atingir
concentracdes de 0,2 a 9,0 pg/ml. A estas solugdes foram acrescentados 375 pl de solucéo
de DPPH (1 mmol I), com posterior agitacdo. Para definicdo da faixa de trabalho,
compararam-se as amostras com o controle negativo. A solucdo branco foi preparada com
uma solugdo metandlica de BHT (2 mg em 4 ml de metanol) adicionada de 500 pl de
solugdo de DPPH (1 mmol I') e como controle negativo, foi preparado uma solugéo
contendo 3 ml de metanol e 375 pl de solugdo de DPPH (1 mmol I).

As solugbes resultantes (amostras, solucdo branco e controle negativo) foram
agitadas em vortex por 15 s e deixadas em repouso a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz durante 30 min. Posteriormente as absorbancias foram medidas em triplicata a 517 nm
em espectrofotometro e foi calculado o 1Cs, correspondente a concentracdo que possui
50% da atividade antioxidante.

A atividade de sequestro de radicais (%ASR) foi calculada como porcentagem de
descoramento do DPPH, usando a seguinte equagao:

<<
P a» X

Onde:
Abs CN = Absorbéancia do controle negativo
Abs A = Absorbéancia da amostra

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica através do programa Graph
Pad Prism versdo 5.0. Os dados foram apresentados como médiatdesvio padrédo
[coeficiente de variacdo (%)] utilizando-se andlise de variancia unilateral (one-way ANOVA).
As diferencas significativas foram determinadas pelo teste de compara¢cdes multiplas Tukey,

sendo considerado P<0,05 como critério de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC) DA FRACAO ACETATO DE ETILA
Com intuito de fracionamento da fracdo acetato de etila de S. adstringens, realizou-

se a cromatografia em coluna (h: 750 mm @ 55 mm) contendo Sephadex® LH-20 como fase

estacionéria, utilizando-se 20 g da FAE. Através do monitoramento por cromatografia em

camada delgada (CCD) tabela 1, obtiveram-se 21 subfracbes que foram reunidas por

semelhanc¢a cromatogréfica de acordo com a Figura 7.

Tabela 1 — Subfra¢des obtidas por CC em Sephadex LH-20 da frag@o acetato de etila.

Fracao Eluente (v/v) Quantidade (g) (%)
F1 Etanol/Agua (1:1) 0,3125 1,56
F2 Etanol/Agua (1:1) 0,1765 0,88
F3 Etanol/Agua (1:1) 0,0094 0,47
F3 Etanol/Agua (1:1) 0,1705 0,85
F5 Etanol/Agua (1:1) 2,6930 13,47
F6 Etanol/Agua (1:1) 2,4386 12,19
F7 Etanol/Agua (1:1) 1,0821 5,41
F8 Etanol/Agua (1:1) 1,2603 6,30
F9 Etanol/Agua (1:1) 0,4720 2,36
F10 Etanol/Agua (1:1) 0,4226 2,11
F11 Etanol/Agua (1:1) 2,1470 10,74
F12 Etanol/Agua (1:1) 0,5183 2,59
F13 Etanol/Agua (1:1) 0,5070 2,54
F14 Etanol/Agua (1:1) 0,1506 0,75
F15 Etanol/Agua (1:1) 0,2374 1,19
F16 Etanol/Agua (1:1) 0,2020 1,01
F17 Etanol/Agua (1:1) 0,1419 0,71
F18 Etanol/Agua (1:1) 0,0783 0,39
F19 Etanol/Agua (1:1) 0,1266 0,63
F20 Etanol (100) 0,2180 1,09
F21 Acetona/Agua (7:3) 2,8104 14,05
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12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 7 — Cromatografia em camada delgada das 21 subfracbes obtidas da FAE por

cromatografia em coluna.

No fracionamento realizado em SEPHADEX® LH-20, espera-se que as substancias
com maiores pesos moleculares aparecam nas fragdes iniciais. No entanto, o observado
para taninos é a predominancia de substancias de peso molecular menor nas primeiras
fracGes. Provavelmente o fato esteja relacionado com a interacdo entre os mondmeros de
taninos e o sistema eluente, ocorrendo a eluicdo sequencial dos mondémeros
>dimeros>trimeros>tetrameros>oligdmeros>polimeros. A configuragcdo dos dimeros
influencia o fracionamento, sendo observado que as ligagbes 4p—8 e 4B—6 interagem
antes com o sistema eluente (etanol) que as ligagbes 4a0—8 e 4a—6 (THOMPSON et al.,
1972).
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As subfracdes F4, F5, F6 e F7 (Figura 7) foram cromatografadas em CCCAV para
separacao das substancias de acordo com os fluxogramas 1, 2 e 3. A cromatografia de
contra-corrente (CCCAV) foi fundamental na separacdo das substéncias. A técnica possui
algumas vantagens como a recuperacao total da amostra introduzida, ndo ha adsorcéo
irreversivel, riscos minimos de degradacdo da amostra, baixo consumo de solventes e
quantidades minimas de uma determinada substancia pode ser separada de um extrato.
Consequentemente, ela torna-se de grande uso no isolamento de substancias em produtos
naturais. Envolve basicamente a particAo de um soluto em dois solventes imisciveis,
dependendo do coeficiente de particdo do soluto para cada solvente. A CCCAV consiste de
um tubo (@ 2,5 mm) com capacidade para 200 ml enrolado em uma coluna e colocada
sobre um eixo giratorio. A coluna sofre uma agéo centrifuga ocasionada pelos processos de
rotacdo sobre o eixo e de translagdo do equipamento, a 800 rpm. Inicialmente, a coluna é
preenchida com a fase estacionaria (fase inferior) através de uma bomba. Em seguida, a
fase movel (fase superior) é bombeada, com fluxo determinado, com o equipamento ligado a
800 rpm até estabilizagdo do sistema. No entanto, o mecanismo de distribuicdo dos
solventes no tubo ainda ndo é conhecido (MARSTON; HOSTETTMANN, 1991). Esse
sistema € Util em separacdo de substancias polares e com similaridade quimica. Portanto, a
CCCAV foi fundamental para o isolamento das substancias, principalmente pelo fato de que

os flavan-3-0is possuem varias caracteristicas estruturais semelhantes.
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F4
162,5 mg

CCCAV

F4#1 F4#2 F4#3 FA#4 F4#5 FA4#6 Fa#7 F4#8
21 mg 16,5 mg 43,9 mg 15 mg 14 mg 16 mg 4 mg 21 mg

F4#9 F4#10 F4#11 F4#12 F4#13 F4#14 F4#15 F4#16 Fa#17
13 mg 43 mg 16 mg 17 mg 15 mg 48 mg 14,6 mg 56 mg 5mg

Fluxograma 1 - Fracionamento da subfracéo F4, obtida da coluna em Sephadex LH-20 da fra¢@o acetato de etila, por CCCAV.
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F5
202,72 mg

CCCAvV

Substancia | Substancia Il

F5#7 F5#8
54,8 mg 71,7 mg
Substancia |
F5#10
56,2 mg

|
F5#11 F5#12 F5#13 F5#14 F5#15 FA4#16
38 mg 22,7 mg 26,7 mg 27,1 mg 15,1 mg 56 mg
Substancia IV

Fluxograma 2 - Fracionamento da subfra¢ao F5, obtida da coluna em Sephadex LH-20 da fragéo acetato de etila, por CCCAV.
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F6
200,35 mg

CCCAvV

F6#6
49,8 mg

Substancia lll Substancia lll
Substancia Ill Substancia Il
Substancia lll

Fluxograma 3 - Fracionamento da subfra¢do F6, obtida da coluna em Sephadex LH-20 da fragéo acetato de etila, por CCCAV.

[

Substancia |
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F7
200,6 mg

CCCAvV

F7#6 F7#7 F7#8 F7#9 F7#10
50,9 mg 106 mg 49,4 mg 38,7 mg 15,8 mg

Substancia IV

Fluxograma 4 - Fracionamento da subfragdo F7, obtida da coluna em Sephadex LH-20 da fragéo acetato de etila, por CCCAV.
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5.2 MONOMEROS

5.2.1 Substancial - 4'-O-metil-galocatequina
A substancia | (4'-O-metil-galocatequina) apresentou-se como uma mancha azul

escura intensa em CCD apés revelacdo com FeCl;, apresentando R=0,75 mostrando
caracteristicas de fendis. No espectro de massas (Figura 8) pode-se verificar o pseudo-ion
do pico molecular [M-H] para a substancia livre com m/z 319,2, caracterizando um
monémero de taninos condensados.

Os dados referentes aos deslocamentos de RMN 'H da substancia | encontram-

se na tabela 2.

Tabela 2 — Dados de RMN *'H da substancia | na forma livre (300 MHz; CD5OD relativo ao
TMS).

d (ppm) 6 - Literatura Hidrogénio Multiplicidade J (H2)
(ppm)

2,50 2,65 H-4ax dd *Jhaxa—Heqs = 16,2
3JHax-4—H-3 =78

2,78 2,88 H-4eq dd 2Jeqa - Haxa = 16,2
3JHeq-4—H-3 =54

3,78 3,80 O-Metil s

3,96 5,08 H-2 d *Jh2-na=7,2
3JH-3—H-2: 7,2

4,55 5,20 H-3 ddd *Jia_Haxa= 7,5
3JH-3—Heq-4 =54

5,86 6,59 H-6 d “Jhe-ns=2,1

5,92 6,66 H-8 d hs-_ne=2,1

6,40 6,97 H-2'/H-6' d *Jo_ne = 0,6

s= simpleto; d= dupleto; m= multipleto; ddd=duplo duplo dupleto
Mello et al., 1996a

O espectro de RMN 'H (Figura 9) apresentou similaridades com a galocatequina
(substancia 1), exceto para um simpleto com 3 hidrogénios a & 3,78 ppm indicando um
grupamento metoxila. Os hidrogénios heterociclicos exibiram um sistema ABMX
caracteristico para o spin padrdo de 2,3-trans flavan-3-ol (MELLO et al., 1996a).

A posicéo do grupamento metoxila no C-4' foi determinada com base nos resultados
de experimentos HSQC e HMBC (Figuras 10 e 11), os quais mostraram correlacdes entre o
C-4' e os hidrogénios H-2'/6' e os hidrogénios da metoxila (5 3,78 ppm). Assim, essa
substancia foi identificada como sendo 4'-O-metil-galocatequina, a qual foi isolada de Panda
oleosa Pierre (Pandaceae) (GARCIA et al.,, 1993) e posteriormente de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae) (MELLO et al., 1996a; TOLEDO, 2002 ).

Os dados referentes ao carbono da substancia | em ppm sdo: C-2'/C-6": 107,5, C-8:
96, C-6: 96, C-2: 81,5, C-3: 68, CH3: 59,8, C-4: 26,5.
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Figura 8 — Espectro de massas da substancia 4'-O-metil-galocatequina no modo negativo ESI m/z 319,2.
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Figura 9 — Espectro de RMN 'H da substancia 4'-O-metil-galocatequina (CD;OD, relativo para TMS; 300 MHz).
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Figura 10 — Espectro de HSQC da substancia 4'-O-metil-galocatequina (CDsOD, relativo para TMS; 300 MHz).
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Figura 11 — Espectro de HMBC da substancia 4'-O-metil-galocatequina (CDs;OD, relativo para TMS; 300 MHz).
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5.2.2 Substancia ll - Galocatequina
A substancia Il (galocatequina) apresentou-se como uma mancha azul escura

intensa em CCD ap0s revelacdo com FeCls, apresentando R=0,67 e também mostrando
caracteristicas de fendis. No espectro de massas (Figura 12) pode-se verificar o pseudo-ion
do pico molecular [M-H] para a substancia livre em m/z 305,1, caracterizando um
monémero de taninos condensados.

Na figura 13, pode-se notar um espectro caracteristico de monémero de flavan-3-ol.
E possivel observar os hidrogénios alifaticos H-4 (axial e equatorial) como duplo dupletos
em d 2,51 e & 2,82 ppm, respectivamente. A constante de acoplamento Jy,,n3 de 7,2 Hz
caracteriza uma configuracdo relativa do tipo 2,3-trans de acordo com WEINGES et al.
(1969). Pode-se comprovar a tri-hidroxilacdo do anel B pela presenca de um simpleto
referente aos deslocamentos de H-2' e H-6' (6 6,38 ppm), pelo fato de serem quimicamente
equivalentes. Assim, essa substancia foi identificada como sendo galocatequina.

Os dados referentes aos deslocamentos de RMN *H da substancia Il encontram-se
na tabela 3.

Tabela 3 — Dados de RMN *H da substancia Il na forma livre (300 MHz; CDOD relativo ao
TMS).

d (ppm) 6 - Literatura Hidrogénio Multiplicidade J (H2)
(ppm)
2,51 2,92 H-4ax dd *Jhaxa—Heqa = 16,2
3JHax-4—H-3 =78
2,82 2,66 H-4eq dd *Jheq4 - Haxa = 16,2
3JHeq-4—H-3 =54
3JH-3—H-2: 7,2
3,95 5,19 H-3 ddd 3 Jh3—taxa= 7,8
3JH-3—Heq-4 =54
4,51 5,12 H-2 d Vo-ns = 7,2
5,85 6,60 H-6 d “Jie_ns=24
5,91 6,66 H-8 d Jis_ne=2,4
6,38 7,12 H-2'/H-6' S

Qo

s= simpleto; d= dupleto; m= multipleto; dd
" Mello et al., 1996a

=duplo duplo dupleto
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Figura 13 — Espectro de RMN 'H da substancia galocatequina (CD;OD, relativo para TMS; 300 MHz).
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5.2.3 Substancia lll - Epigalocatequina

A substancia lll (epigalocatequina) apresentou-se como uma mancha azul escura
intensa em CCD apo0s revelagdo com FeCl;, com R=0,66 e mostrou caracteristicas de
fendis. No espectro de massas (Figura 14) pode-se verificar o pseudo-ion do pico molecular
[M-HT para a substancia livre com m/z 305,2, caracterizando um monomero de taninos
condensados.

A constante de acoplamento entre H-2 e H-3 é pequena, ndo sendo possivel
determinar (J<1,0 Hz). O pico referente a H-2 apresenta-se como um pseudo-simpleto e H-3
como um multipleto resultante do acoplamento com H-2, H-3 e H-4 (equatorial e axial).
Segundo, Weinges et al. (1969), a pequena constante de acoplamento entre H-2 e H-3,
caracteriza a substancia com uma configuracdo relativa do tipo 2,3-cis. Os demais
deslocamentos se assemelham aqueles obtidos para a substancia Il. No COSY *H/*H
(Figura 16) verificou-se o acoplamento entre H-3 e H-4 (equatorial e axial), H-3 e H-2 e H-2
e H-2'/H-6'".

Os dados referentes aos deslocamentos de RMN 'H da substancia Il encontram-se
na tabela 4 e figura 15.

Tabela 4 — Dados de RMN *H da substancia Il na forma livre (300 MHz; CD;OD relativo ao
TMS).

d (ppm) 6 - Literatura Hidrogénio Multiplicidade J (Hz)
(Ppm)

2,69 2,82 H-4ax dd JHeq 4-H3=3
JHeq4 Hax-4 = 16 8

2,87 3,04 H-4eq dd *JIHeq-4 - Haxa = 16,2

4,16 5,35-5,42 H-3 m

4,74 5,08 H-2 ps

5,89 6,57 H-6 d “Jne_ne=2,4

5,92 6,67 H-8 d “Jns_ne=2,4

6,50 7,22 H-2'/H-6’ S

s= simpleto; d= dupleto; m= multipleto; ddd=duplo duplo dupleto; ps= pseudosimpleto
" Mello et al., 1996a
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Figura 14— Espectro de massas da substancia epigalocatequina no modo negativo ESI m/z 305,2.
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Figura 15 — Espectro de RMN 'H da substancia epigalocatequina (CDsOD, relativo para TMS; 300 MHz).
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Figura 16 — Espectro de COSY *H/*H da substancia epigalocatequina (CD;0OD, 300 MHz).
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5.3 DIMEROS

5.3.1 Substancia IV - 4'-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina

A  substancia IV  (4'-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina)
apresentou-se como uma mancha azul escura intensa em CCD apés revelacdo com FeCls,
com R=0,57. No espectro de massas (Figura 17) pode-se verificar o pseudo-ion do pico
molecular [M-HT] para a substancia acetilada com m/z 1057, caracteristico de substancias
diméricas acetiladas.

O espectro de RMN 'H em acetona-ds (Figura 18) da substancia acetilada forneceu
dados representativos de um composto fendlico do tipo tanino condensado dimérico,
apresentando dois simpletos correspondendo a 3 hidrogénios cada em 6 3,78 e 3,74 ppm
indicando dois grupamentos metoxilas. Através do espectro de COSY *H/*H (Figura 19) foi
possivel atribuir os acoplamentos entre os hidrogénios H-2/H-4(C) e H-3(C), e também entre
H-2/H-3(F) e H-4a/H-4B(F). Os acoplamentos de longo alcance entre os sinais de
hidrogénios H-2(C) e H-2(F) e os respectivos sinais de H-2'/6' permitem distinguir os sinais
dos hidrogénios do tipo pirogalol dos anéis B (5 6,84 ppm) e E (5 6,66 ppm). As constantes
de acoplamento dos hidrogénios do anel C (J,3=9,9 e J;4,=9,3 Hz) indicam a configuracéo
relativa do anel C como sendo do tipo 2,3-trans-3,4-trans. O pico largo sobreposto dos
hidrogénios H-2(F) e H-3(F) em & 4,93 ppm n&o permite distinguir com certeza a
estereoquimica relativa das posicdes 2,3. Essa observacao ja foi relatada para
galocatequina-(4a—8)-catequina (HELSPER et al., 1993) e pode ser explicada pelas trocas
conformacionais do anel F (BALAS; VERCAUTEREN, 1994). A configuracéo relativa 2,3-
trans-3,4-trans do anel C da proantocianidina foi também confirmada pela posicdo com
cerca de 6 4-5 ppm da ressonancia do C-2 devido ao substituinte em C-4 em comparacao
com a andaloga configuragdo 2,3-cis (FLETCHER et al., 1977). O dimero ndo poderia ter a
ligagdo 4—6, pois assim, segundo Petereit et al. (1991)

apo6s analise de varios espectros de dimeros de proantocianidinas, os picos de H-2'
e H-6', apareceriam em & > 7 ppm. Assim, ap0s as analises e em compara¢do com dados
da literatura, a substancia IV foi identificada como sendo 4'-O-metil-galocatequina-(4a—8)-
4'-O-metil-galocatequina.

Os dados referentes aos deslocamentos de RMN *H da substancia IV encontram-se

na tabela 5.
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Figura 17— Espectro de massas da substancia 4'-O-metil-galocatequina-(4a—38)-4'-O-metil-galocatequina no modo negativo ESI m/z 1057.
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Figura 18 — Espectro de RMN *H da substancia 4'-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina (acetona-ds, relativo para TMS; 300
MHZz).

59



Sandra Cristina Girotto Pinto

(ppm)

il

AL

— T — — .
7 5 5 1 3 2 1

Figura 19 — Espectro de COSY 'H/*H da substancia 4'-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina (acetona-ds, 300 MHz).
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Tabela 5 — Dados de RMN 'H da substancia IV na forma acetilada (300 MHz; acetona-ds

relativo ao TMS).

d (ppm) | & - Literatura (ppm)* Hidrogénio Multiplicidade J (Hz)

2,65 2,66 H-4B (F) dd 2JH-4B (F) = H-4a (F) = 16,7
*Juap ;) -3 = 7,8

2,83 2,84 H-4a (F) dd 2JH-4q (F)— H-4B (F) = 16,7
3JH-4a F-H3m = D4

3,74 3,77 O-Metil S

3,78 3,79 O-Metil S

4,61 4,48 H-4 (C) d *ha©)-na =93

4,90 4,73 H-2 (C) S

4,93 5,02 H-3 (F)/H-2(F) m

5,62 5,62 H-3 (C) pt “Jnz©-n2©= 9,9

6,53 6,49/6,52 H-8 — H-6 (A) S *Jusc)-na =93

6,66 6,60 H-2'/H-6' (E) S

6,68 6,65 H-6 (D) S

6,84 6,81 H- 2'/H-6' (B) S

s= simpleto; d= dupleto; m= multipleto; ddd=duplo duplo dupleto; pt= pseudo tripleto

*Toledo 2002
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5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para avaliar a atividade antioxidante em extratos e substancias isoladas sé&o
empregados Vvarios métodos, dentre eles o método de formagcdo do complexo
fosfomolibdénio (NEGRI et al., 2009), capacidade de reducdo pela transformacdo de Fe**
em Fe* (GULCIN, 2006), modelo do linoleato de B-caroteno (JAYAPRAKASHA et al., 2007),
e pela reducéo do radical DPPH (AMAROWICZ et al., 2004).

Um dos métodos mais utilizados € o DPPH, que é baseado na captura do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) sendo reduzido a difenil-picril-hidrazina. Os
resultados sdo expressos em ICs,, concentracdo esta necessaria para reduzir 50% do
radical DPPH, considerando-se que quanto menor o ICs, maior € a atividade antioxidante e
esta é correspondente a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante (ANDRADE et
al., 2007; NEGRI et al., 2009).

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

determinadas nesta triagem estéo expressas ha tabela 6.

Tabela 6 — Faixa de trabalho determinada na triagem para a andlise de atividade
sequestradora de DPPH para o extrato bruto (EB), fracdo aquosa (FA), fracdo acetato de
etila (FAE) e o padréo vitamina C.

Amostra Faixa de trabalho (ug/ml)
Vitamina C 2,0-8,0

EB 4,0-9,0

FA 3,0-8,0

FAE 3,0-8,0

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

A analise da atividade antioxidante do extrato bruto, fracBes acetato de etila e
aquosa, de Stryphnodendron adstringens, devido a comprovacdo da presenca de
substancias polifendlicas nas mesmas, em especial do grupo dos taninos demonstrou
resultados promissores. Na tabela 7, encontram-se os resultados da atividade antioxidante
pelo sequestro de DPPH (ICsy) das 3 amostras e da vitamina C, utilizada no ensaio como

padrdo de composto antioxidante.

62



Sandra Cristina Girotto Pinto

Tabela 7 — Capacidade antioxidante do extrato e fracdes de S. adstringens pela reducéo de
DPPH.

Extrato e Fracdes ICs0 (%) (>_<J_r dp [CV%])
Vitamina C 5,19+0,21 [4,12]
EB 3,99+0,18 [4,62]*
FA 5,20+0,05 [0,87]
FAE 3,47+0,12 [3,49]*

X = média; dp = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo; *(P<0,05) quando comparados a

vitamina C

A presenca de substancias polifendlicas, em especial taninos, € responsavel pela
atividade das amostras. Quanto maior o numero de hidroxilas dessas substancias maior a
sua capacidade em quelar metais e sequestrar radicais livres (MORAIS et al., 2009).

A melhor atividade antioxidante da fracdo acetato de etila em relagéo ao extrato bruto
se deve a permanéncia de uma maior parte de substancias capazes de sequestrar radicais
livres no processo de particao.

O fato da fracdo aquosa apresentar uma atividade antioxidante semelhante a
vitamina C, demonstra que mesmo ap0s a particdo do extrato bruto com a fracéo acetato de
etila, ainda restam na fracdo aquosa substéncias importantes com potencial capacidade

antioxidante.

63



Capitulo Il



Sandra Cristina Girotto Pinto

6 REVISAO DE LITERATURA
6.1 A PELE

A pele humana é um 6rgdo complexo, correspondendo a cerca de 16% do peso
corporal e atuando como barreira seletiva, revestindo em torno de 2 m? do organismo, sendo
elo de ligagdo entre o corpo e o ambiente externo (HADGRAFT, 2001; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008). E constituida pela epiderme, camada epitelial de origem ectodérmica e
a derme (Figura 20), uma camada do tecido conjuntivo de origem mesodérmica e abaixo
dela, encontra-se a hipoderme, que liga a pele aos tecidos subjacentes (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008).

Epiderme
‘“4
Derme
!
Hipo-
derme
Nervo
- Artéria
. Veia
Figura 20 - Camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme (Fonte:

http://www.saudetotal.com.br/prevencao/tépicos/histologia.asp acessado em 17-11-10).

A epiderme é constituida pelo epitélio estratificado pavimentoso queratinizado,
composto por diferentes tipos celulares. Os queratindcitos, que sao células epiteliais
especializadas responsaveis pela renovacédo, coesédo e barreira da epiderme e também por
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. E organizada em cinco camadas,
sendo elas: camada basal, que devido as células-tronco, apresenta intensa atividade
mitodtica; camada espinhosa, onde as células dessa camada sao unidas por filamentos que
sdo importantes na manutengdo da coesao entre as células e resiste aos efeitos de abrasao;
camada granulosa, que funciona como uma barreira protetora da pele; camada lucida,
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sendo encontrada em peles espessas e formada basicamente de queratina e camada
cOrnea, também rica em queratina (CARVALHO et al., 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

A juncdo entre a epiderme e a derme é irregular. A derme possui projecdes
denominadas papilas dérmicas, que se encaixam em reentrancias da epiderme,
aumentando a coesdo entre essas duas camadas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A
derme € constituida de tecido conjuntivo contendo fibras elésticas e colagenas que séo
responsaveis pela tonicidade e elasticidade da pele. Também apresenta vasos sanguineos
e terminagfes nervosas, responsaveis por nutrir a epiderme. S&o encontradas na derme
algumas estruturas derivadas da epiderme como pelos, glandulas sebaceas e sudoriparas,
além das unhas. A derme é formada por duas camadas: camada papilar, superficial, que é
constituida por tecido conjuntivo frouxo contendo fibras coladgenas muito delicadas
entrelagadas com delgadas fibras do sistema elastico, possui também macrofagos,
mastocitos, fibroblastos e outras células. A camada reticular, profunda, é constituida pelo
tecido conjuntivo denso contendo feixes de fibras colagenas tipo I, que se entrelagcam com
as fibras elasticas bem mais espessas que na derme reticular, que sustenta a epiderme
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; FERREIRA et al., 2007).

6.2 PROCESSOS DE CICATRIZACAO

A pele apresenta funcéo de barreira protetora contra o ambiente externo, protegendo
0 organismo. Quaisquer danos causados a ela desencadeiam, de imediato, sinais que
caracterizam o processo inflamatério, como por exemplo, nas feridas. Este processo resulta
da ativacao de células nervosas, estromais, vasculares e circulatdrias devido a estimulos
fisicos ou sinalizacdo quimica feita por estruturas das células rompidas, fragmentos do
tecido (colagenos, elastinas, fibronectinas, e outros), proteinas séricas extravasadas e por
acdo de mediadores inflamatérios pré-formados (liberados dos granulos das plaguetas,
mastdcitos e terminagfes nervosas periféricas) ou neo-sintetizados (eicosanoides e PAF)
Essas moléculas de sinalizacdo ligam-se aos receptores da superficie da membrana
induzindo mudangas no seu metabolismo provocando a formacdo de mediadores como o0s
eicosanoides, citocinas, fatores de crescimento e neuropeptideos (BALBINO et al., 2005).

Durante a cicatrizacdo do tecido lesado, ocorre a migracdo celular de fibroblastos,
queratindcitos e células epiteliais (BALBINO et al., 2005). Os fatores de crescimento
liberados por estas células, juntamente com os componentes da matriz celular, sdo capazes
de disparar sinais que iniciam e param cada um dos processos pelos quais ocorre a
cicatrizacdo (AGREN, 1999). Com isso, ha a producdo de colageno pelos fibroblastos
(fibroplasia), deposicdo de matriz extracelular, formacdo de novos vasos (angiogénese),

cicatrizacao e re-epitelizacdo da regido da ferida (BALBINO et al., 2005). Estes processos
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sédo sido divididos em trés fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelagem (Figuras 21 e
22) (CLARK, 1996).

A fase inflamatoria é caracterizada por edema, eritema, calor e dor. Nessa fase,
ocorre extravasamento sanguineo devido a ruptura dos vasos, tendo como processo de
reparo o tamponamento desses vasos, ocorrendo a vasoconstricAo como resposta inicial
devido a influéncia nervosa e acdo de mediadores oriundos da desgranulagdo de
mastécitos. Apoés injaria do endotélio, ocorre deposicdo de plaquetas, sendo ativadas e
prosseguindo com recrutamento de novas plaquetas. Essa sequéncia resulta em um trombo
rico em plaquetas que provisoriamente obstrui a lesdo endotelial (HESS, 2002; BALBINO et
al., 2005).

A fase proliferativa é responsavel pela re-epitelizacdo, que se inicia horas apos a
lesdo. Por volta do quarto dia, inicia-se a formacao do tecido de granulagdo, composto por
macrofagos, fibroblastos e vasos neoformados (fibronectina, acido hialurénico e colageno
tipos | e Il). E um tecido edematoso formado por vasos imaturos, que sdo rompidos com
facilidade. Uma nova matriz extracelular é produzida pelos fibroblastos que facilitam o
crescimento celular, enquanto o oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo celular
local sdo carreados pelos novos vasos sanguineos (BALBINO et al., 2005; MENDONCA;
COUTINHO NETO, 2009).

Na fase de remodelamento, que ocorre por volta do décimo dia, a ferida encontra-se
totalmente preenchida pelo tecido de granulagédo. Nesta fase, o tecido passa a ser mais
enrijecido por mais fibras colagenas, obtendo aparéncia de cicatriz, surgindo as primeiras
fibras coldgenas tipo I. As fibras colagenas se reorganizam, remodelam e amadurecem,
ganhando forca de tensdo. A quantidade de colageno depositada e a forma com que as
fibras estdo organizadas determinam a resisténcia de uma cicatriz (BALBINO et al., 2005;
HESS, 2002).
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Figura 21 — Fases de cicatrizacdo: (A) fase inflamatéria, (B) fase de proliferacdo e (C) fase
de remodelagem (BATES; JONES, 2003).
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Figura 22 — Fases da cicatrizacdo com as respectivas migracdes celulares em cada etapa.
(PARK; BARBUL, 2004 apud MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009).
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6.3 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus é um distarbio crénico hiperglicemiante, tendo como caracteristicas
clinicas o aumento de incidéncia de infeccdbes como complicacdes microvasculares
(microangiopatia diabética) e distarbios metabdlicos de etiologia multipla (KOMESU et al.,
2004; AMARAL et al., 2001). E decorrente da auséncia de insulina ou sua incapacidade de
produzir os efeitos adequados. Devido liberacdo descontrolada de glicose pelo figado,
ocorre hiperglicemia, também relacionada com a baixa captacao de glicose pelo esquelético,
tendo a sintese de glicogénio reduzida (RANG et al., 2004).

Existem dois tipos principais de diabetes mellitus. O diabetes tipo 1, que é conhecido
como diabetes mellitus insulino-dependente (DMID), que tem como principal caracteristica a
deficiéncia absoluta de insulina devido a destruicdo auto-imune das célula B. Geralmente
criancas e adolescentes ndo obesos sdo afetados pelo diabetes tipo 1, existindo uma
predisposicdo hereditaria, associada a antigenos de histocompatibilidade particulares (tipos
HLA). O diabetes tipo 2 é conhecido como diabetes mellitus n&o insulino-dependente
(DMNID). Decorre de resisténcia e comprometimento da secre¢éo da insulina. Os pacientes,
geralmente sdo adultos obesos e ocorre aumento progressivo da doenca com a idade,
devido declinio das células B (RANG et al, 2004).

A persisténcia da hiperglicemia em pacientes diabéticos, provoca producao elevada
de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROSs), que ao reagir com componentes
celulares, contribuem para 0 aumento da morte neuronal através da oxidacdo de proteinas,
danos ao DNA e peroxidacéo de produtos lipidicos. A persisténcia de inflamacéo e resposta
angiogénica inadequada séo as principais causas pelo atraso da cura em pacientes com
diabetes. Os antioxidantes podem ser Uteis como terapia de suporte em complicacdes
diabéticas (AKTUNC et al., 2010; COMIN, 2010).

Uma das causas de morbidade e mortalidade em pacientes diabéticos é a dificuldade
da cicatrizacdo de feridas, sendo maior o risco de infeccdo, retardo na cicatrizacéo e até
mesmo amputagdo de membros. Existem no mundo cerca de 235 milhdes de pessoas com
diabetes, onde 15% destas sofrem de pé diabético. Os tratamentos destas feridas crénicas
alcangcam somente cerca de 50% de cura e a deficiéncia na cicatrizagéo contribui para 81%
de amputacdes em membros inferiores associados ao diabetes (LAING et al., 2010; LEE et
al., 2011). Além disso, as feridas diabéticas sdo propensas a infeccéo devido a insuficiéncia
de granulociticos e da quimiotaxia (BALBINO et al., 2005).

Os taninos, devido a formagdo de uma camada protetora sobre a pele, ou mucosa
danificada sao responsaveis pela cura de feridas. Foi demonstrado por Lopes et al. (2005),
no tratamento de feridas cutdneas com extratos de Stryphnodendron polyphyllum e S.
obovatum, que o alto teor de taninos promoveu aumento significativo na proliferacéo celular

da epiderme.
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Wang et al. (2008), verificaram que esponjas contendo colageno de quitosana
reticulado com fator de crescimento de fibroblastos demostraram resultados promissores,
sendo um curativo ideal para melhorar a cicatrizacdo de feridas cutdneas de pacientes
diabéticos.

Gutierrez e Vargas (2006) otimizaram significativamente o processo de cicatrizagdo
em ratos diabéticos em tratamentos realizados com extrato aquoso de Acalypha langiana.
Qiu et al. (2007), avaliaram a cicatrizacdo de feridas diabéticas aplicando topicamente
fibronectina plasmatica na ferida, observando que a fibronectina melhorou a cicatrizacao,
além de promover um aumento na atividade dos fibroblastos e liberacdo de TGF.

Moraes et al. (2000), comprovaram que o tratamento de ratos diabéticos com insulina

e suplementacao dietética de zinco e cromo favoreceram a cicatrizacdo de feridas cutaneas.

6.4 FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF)

Durante o processo de cicatrizagdo ha em cada uma de suas fases a estimulagéo de
diversos fatores de crescimento. Na etapa em que ocorre a angiogénese, fase proliferativa,
h& a reducdo na disponibilidade de oxigénio e sangue para as células, levando a uma
hipdxia tecidual e posterior aumento da expressao de fatores pré-angiogénicos (LEVY et al.,
1995 apud LUCENA; YAMANE, 2008). A familia mais importante neste processo é a do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) devido a sua capacidade em estimular todas as
etapas do processo de angiogénese, incluindo proliferacdo e migracdo das células
endoteliais, degradacdo da membrana basal e permeabilidade vascular aumentada (BATES;
JONES, 2003).

A familia VEGF é formada por cinco isoformas: VEGF-A (referido como VEGF),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento placentario (PIGF) (BATES, 2010). O
VEGF-B também encontra-se relacionado com o desenvolvimento de artérias coronarias e
com degradacdo da matriz extracelular e o VEGF-C e VEGF-D, com o desenvolvimento do
sistema linfatico (INFANGER et al., 2004; DVORAK, 2005). O VEGF tem sido o fator de
crescimento mais estudado, por ser responsavel pela vasculogénese e angiogénese através
do aumento da sua expressao na presenca de macréfagos e queratinécitos e no aumento
de seus receptores nos vasos sanguineos, além de atuar na regeneragdo de tecidos em
feridas diabéticas (BALBINO et al., 2005; NOGAMI et al., 2007; YAN et al., 2010).

O VEGF € uma glicoproteina homodimérica com massa molecular de 45 kDa que
apresenta especificidade por células endoteliais (LEUNG et al., 1989; KECK et al., 1989
apud BAO et al., 2009). Este fator possui véarias isoformas diferentes, sendo as principais em
humanos com 121, 165 e 189 aminoéacidos. Apesar das diferencas entre as isoformas elas
apresentam a mesma atividade biolégica quando em solugdo, aumentando a

permeabilidade vascular e estimulando a proliferacdo e migracdo endotelial (DVORAK,
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2002). Este fator é produzido por diversas células participantes do processo de cicatrizacao:
como as células endoteliais, neutrdfilos, macrofagos, fibroblastos, plaquetas e células
musculares (BAO et al., 2009).

O VEGF é um agente mitético especifico de células endoteliais, que atua
estimulando a angiogénese in vivo e a permeabilidade vascular com um potencial cerca de
50 mil vezes maior que a histamina (substancia com acdo vasodilatora) (SENGER et al.,
1990 apud NG et al., 2006). Este fator € a chave reguladora da angiogénese fisiologica (LI et
al., 2003) e desempenha papel importante durante a embriogénese, na diferenciacdo de
novos vasos, e no reparo tecidual (NG et al., 2006). Uma baixa tensdao de oxigénio que
ocorre durante a lesdo é um indutor importante de VEGF (LI et al., 2003)

Cada forma da familia VEGF se liga a um receptor especifico normalmente por
ligagBes hidrofébicas e com alta afinidade (FERRARA, 1996; FERRARA, 2002). O receptor
VEGFR-1/FIt-1 e VEGFR-2/KDR sao expressos ha maioria das células endoteliais
vasculares (sanguineas) e 0 VEGFR-3 em células endoteliais linfaticas. No entanto, o VEGF
nao reconhece o VEGFR-3, ligando-se apenas ao VEGFR-1 e VEGFR-2 (FERRARA et al.,
2003 apud GONGCALVES, 2006). Estes receptores quando estimulados pela VEGF atuam
aumentando o numero de células endoteliais através de dois mecanismos: estimulacéo
direta da mitose das células endoteliais mediada por ligacédo ao receptor VEGFR-2 (LEUNG
et al., 1989 apud LUCENA, YAMANE, 2008) e através da migracdo de células precursoras
da medula 6ssea, dependente da ligacédo ao receptor VEGFR-1 (Figura 23) (HATTORI et al.,
2002 apud LUCENA, YAMANE, 2008).

VEGFR2 é o receptor de maior importancia no processo de angiogénese e aumento
dos efeitos da permeabilidade do VEGF, estando envolvido no processo de diferenciacédo de
células endoteliais (FERRARA, 1999 apud GONCALVES, 2006), quimiotaxia e
sobrevivéncia células.

VEGFR1 e VEGFR2 apresentam 44% de homologia. A expressdo dos genes €
ativada em hipdxia. A sinalizacdo de células endoteliais é iniciada pela ligagdo com os
receptores (BARTOLI et al., 2000). O VEGFR2 é o receptor chave que inicia a sinalizacao
para VPF e VEGF causando a migragdo de células endoteliais, proliferacdo e formacgéo de
novos vasos (angiogénese) (BHATTACHARYA et al., 2005).
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Figura 23 - Representacédo da familia do VEGF e ligacdo com receptores (VEGFR); MMP9:
matriz metaloproteinase (PARK et al., 1993 apud LUCENA, YAMANE, 2008).

A estimulagcéo da angiogénese pelo VEGF envolve desde degradacdo da membrana
e vasodilatacdo até migracao e proliferacdo de células endoteliais (FOLKMAN; BREM, 1992
apud BAO et al.,, 2009). Outro mecanismo pelo qual se realiza a migracdo das células
endoteliais é através do aumento da permeacgéo vascular que pode ser mediada por Oxido
nitrico e prostaciclinas (BAO et al., 2009). Este episddio tem sido associado as primeiras

fases do reparo tecidual com deposi¢do de uma matriz rica em fibrina.
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6.5 PERMEACAO CUTANEA EM ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

A técnica de Espectroscopia Fotoacustica (PAS) permite avaliar a propagacao e
distribuicdo de medicamentos in vivo, ex-vivo ou in vitro aplicados topicamente. A técnica
permite realizar separagéo espectral dos diversos constituintes das formulacdes através da
absorcdo Optica, obtida no espectro total da formulacao. Essa absor¢éo Optica é dada pela
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, onde comprimentos de onda
diferentes transportam diferentes quantidades de energia, resultando em informagdes sobre
a estrutura molecular do material analisado (ALCANTARA, 2002 apud SEHN, 2006).

A PAS baseia-se no efeito fotoacustico e consiste na geragdo de uma onda acustica,
que pode ser observado quando a luz modulada é absorvida por uma amostra dentro de
uma célula contendo gas e acoplada a um microfone (Figura 24). A amostra € exposta a um
feixe de luz que é mecanicamente ou eletronicamente modulada em uma frequéncia
determinada. A absorcdo de luz modulada gera ondas acusticas na mesma frequéncia da
luz incidente, produzindo oscilagbes de pressdo que sao responsaveis pelo sinal
fotoacustico (ROMPE et al., 2004; SEHN, 2006).

Através da técnica fotoacuUstica, € possivel fazer uma analise de perfil de
profundidade, selecionando a camada da amostra a ser estudada. Isso é possivel porque o
sinal fotoacustico depende do comprimento de difusdo térmica para uma dada amostra, e
isso diminui a difusdo de comprimento com o aumento da modulacdo e a frequéncia da luz
incidente. A medida que a amplitude das ondas térmicas decai exponencialmente com a
distancia, apenas a quantidade de radiacdo absorvida por uma camada da amostra com
espessura de cerca de um comprimento de difusdo térmica serdo responsaveis pelo sinal
fotoacustico (ROMPE et al., 2004).

A utilizacdo da Espectroscopia Fotoacustica possui inUmeras vantagens, dentre elas
o fato de ndo ser uma técnica destrutiva, possibilitando a reutilizacdo das amostras e
acompanhamento quando a amostra for submetida a diversos tratamentos quimicos,
térmicos e fisicos. Além disso, possibilita a deteccdo de concentragfes reduzidas de
compostos absorvedores, permite a determinacdo do perfil de penetracdo de uma
substancia através de espectros e € uma técnica utilizada para a avaliagdo de permeacédo
cutanea de medicamentos. E uma técnica versatil, o que permite analisar tanto amostras
opticamente opacas quanto amostras transparentes (SEHN, 2006; CARVALHO, 2010).

A técnica apresenta resultados promissores no estudo de materiais biolégicos como
membranas, amostras 0sseas ou estruturas de tecidos que sdo insollveis. Constitui-se
numa ferramenta importante de pesquisa e diagndstico, possibilitando a analise desses
tecidos biolégicos (COSTA et al., 2007).
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Luz modulada

Figura 24 — Esquema de uma célula fotoacustica (FREITAS, 2009).
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7 OBJETIVO

O objetivo do trabalho neste capitulo foi avaliar a atividade cicatrizante e a
permeacdo cutanea em ratos diabéticos tratados com o extrato bruto obtido das cascas de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville.

7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

- Contagem do numero de metafases bloqueadas.

- Avaliar as fibras colagenas tipo | e Il.

- Avaliacéo da presenca da proteina VEGFR através de Western Blotting.

- Avaliar a permeacdao cutanea.
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8 MATERIAL E METODOS
8.1 MATERIAL

8.1.1 Solventes, reagentes e solucbes

Os solventes e reagentes utilizados possuiam grau de pureza pré-analise (P.A.) das

marcas Mallinckrodt®, Merck®, Sigma®, Carlo Erba®, Vetec® ou Synth® e alta pureza das

marcas Across®, Invitrogen® e Aldrich®.

Alaranjado G

Alcool absoluto

Acido acético

Acido formico

Acido picrico

Cera de abelha

Eosina

Eosina amarelada

Etanol 92,8%
Hematoxilina

Ketamina

Parafina

Ragé&o Nuvilab®

Rompum

Xilol

Estreptozootocina

Sulfato de vincristina
2[B-mercaptanol
Acrilamida

Anticorpo policlonal anti-VEGF-R de coelho (anticorpo primario) - Biosource
B-Aprotinina

Azul de bromofenol
Bisacrilamida

Comassie blue

Glicerol

Inibidor de protease PMSF
Leite em po - Molico
Membrana de nitrocelulose -Perkin Elmer
Metanol

Padréo de peso molecular - Invitrogen
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e Sulfato dodecil de s6dio - SDS
e Tris base

e Tween 20

8.1.2 Equipamentos

e Balanca analitica AND HR-200

e Balanca analitica Gehaka 2000

o Microscépio Olympus BX41 UTU 0.5XC-3, acoplado a uma Céamera Q Color 3
Olympus American INC

e Software para captura de imagem - Q Capture Pro versdo 5.1

e Programa de andlise de imagem - Image-Pro Plus versdo 4.5 — Media Cybernetics,
Inc — Silver Spring, MD

e Microscépio Olympus BX 50

e Microtomo Leica RM2245

e Polarizador Attachment Nszh-KPO

e Sistema de eletroforese Bio-rad

e Storm 860 Amersham Biosciences

8.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE
8.2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar de 60 dias (220-240 g) provenientes do Biotério Central
da UEM e mantidos no Biotério Setorial do DCM (Departamento de Ciéncias Morfol6gicas)
em condi¢des padronizadas (temperatura de 22+1 C° e umidade relativa de 50+10%), com

ciclo claro-escuro de 12 h e livre acesso a agua e racéo Nuvilab®.

8.2.2 Comité de ética em experimentacdo animal

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

Comité tendo sido aprovado, de acordo com o protocolo n°® 141/2010, conforme anexo 1.

8.2.3 Obtencéo do gel de carbopol para o tratamento das feridas

-Carbopol 940 NS 0,2g
-Trietanolamina 0,2g
-Extrato Bruto 1%
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-Oleo de améndoas 0,69

-Agua destilada g.s.p. 20g

Para a preparacdo do gel, pesou-se o carbopol 940 NS e pulverizou em gral de
porcelana. Pesou-se a agua destilada em um béquer e foi acrescentada aos poucos sobre 0
carbopol, mexendo sempre, até dissolvé-lo por completo. A trietanolamina foi acrescentada
diretamente no gral, com agitacdo constante até obtencdo de consisténcia de gel, sendo
adicionado o 6leo de améndoas em seguida, pois melhora a absorcéo devido ao seu caréater
lipofilico. Em seguida, acrescentou-se 0 extrato bruto liofiizado e previamente
homogeneizado de Stryphnodendron adstringens, pesado na concentragdo de 1%,
permanecendo em agitacdo para incorporagéo do extrato bruto a formulagéo. O gel base foi

preparado da mesma maneira, sem a adi¢&o do extrato bruto (CORREA et al., 2005).

8.2.4 Avaliacdo da atividade cicatrizante em ratos diabéticos

8.2.4.1 Inducéo do diabetes
Para inducéo da diabetes, os animais foram submetidos a jejum prévio de 14 h, pois

nestas condi¢cdes tornam-se mais susceptiveis ao diabetes. Apds esse periodo, foi injetada
uma solucéo de estreptozootocina diluida em tampé&o citrato 0,1 mol I"* pH 4,5, na dose de
35 mg/kg de peso corporal, por via endovenosa (veia peniana). No quarto dia apds a
inducdo do diabetes, foi realizada a andlise da glicemia (método glicose oxidase) para
comprovacao do estabelecimento do diabetes. Foram considerados diabético os animais
que apresentaram glicemia superior a 250 mg/dl (ZANONI et al., 2003; COMIN et al., 2010).

8.2.4.2 Elaboragéao das feridas e tratamento dos animais

Para a avaliagdo de atividade cicatrizante foram utilizados 20 ratos Wistar divididos
em quatro grupos (n=5 animais por grupo) correspondentes a 4, 7, 12 e 17 dias de
tratamento. No sétimo dia apos indug¢do do diabetes, os animais foram analgesiados com
Rompum/Ketamina 1:1 (1 mg/kg) para a elaboragdo das feridas. Foi realizada a tricotomia
do dorso e ap0Os assepsia do local, utilizou-se um molde (punch) para marcar a area da
confeccéo das feridas (1 cm?). Foram realizadas duas feridas para remocéo da epiderme e
derme com auxilio de tesoura, conforme Figura 25. ApOs 24 h iniciou-se o tratamento com
0s géis, sendo que a ferida da direita recebeu tratamento didrio com gel base e a da
esquerda com gel contendo 1% do extrato bruto de Stryphnodendron adstringens.

Apls 4, 7, 12 e 17 dias de tratamento, administrou-se sulfato de vincristina 0,5 mg/kg
(Tecnocris® 1 mg/ml) por via endovenosa (veia peniana) para bloquear a proliferacéo

mitdtica (SEHN et al., 2009). Duas horas apdés a administracdo, os animais foram
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anestesiados com tiopental na dose de 40 mg/kg de peso corporal até a morte por

aproveitamento de anestesia.

o g AT

Figura 25 — (A) Feridas realizadas no dorso dos animais e (B) punch utilizado para

marcacéao no dorso.

8.2.4.3 Preparacao da pele para analise morfolégica

Apo6s o sacrificio foram retirados fragmentos de pele correspondentes ao local da
ferida dos quatro grupos de tratamento e deixados por 24 h para fixacdo do material em
solucdo de Bouin (&cido picrico:acido formico:acido acético; 75:25:5 v/v), sendo
posteriormente utilizados para andlises histologicas. Foram realizados cortes semisseriados
(6 pm) a partir 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
a técnica picro-Sirius foram avaliadas em microscopio contendo luz polarizada para a

guantificacdo das fibras colagenas tipo | e Il através do programa Image Pro-Plus®.

8.2.4.4 Andlise da re-epitelizacéo
Aos 4 e 7 dias de tratamento foi realizada a medida do comprimento da lingua re-
epitelizada na parte superior da mesma, nos dois lados da ferida, seguindo-se até a
verificagdo do tecido integro, como mostra a Figura 26. Os valores das medidas foram
somados e utilizados para a comparacdo pelo programa de estatistica Graph Pad Prism
versdo 5.0. Aos 12 e 17 dias de tratamento a ferida apresentou-se totalmente fechada,
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sendo realizada a medida da espessura da epiderme recém formada em trés pontos
distintos na regido central da mesma. As analises foram realizadas em 3 cortes por animal,

com objetiva de 10X.

Figura 26 — Corte histolégico de pele de rato. Figura representativa da medida do
comprimento (A) e espessura (B) da area re-epitelizada. As setas indicam o inicio e fim da
area re-epitelizada (6 um; Hematoxilina-Eosina).

8.2.4.5 Contagem de metéafases
A contagem do numero de metafases foi realizada na camada basal e supra basal da
area de re-epitelizacdo, como mostra a Figura 27. Foram analisados 3 cortes de cada
animal, com objetiva de 40X, totalizando um comprimento de 10000 yum, para a contagem

das metéafases e o resultado expresso em metafases/mm.

Figura 27 — Corte histol6gico de 6 um de pele de rato corada por Hematoxilina-Eosina.
Fotomicrografia das metafases (A) presentes na camada basal/supra basal (B) da area de

re-epitelizacao.
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8.2.4.6 Andlise das fibras colagenas

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

A quantificacdo das fibras foi realizada através do programa ImagePro Plus®, onde a
area das proteinas coradas é calculada automaticamente (verde ou vermelho/amarelo) em
relacdo a area do campo analisado. Para definir os pixels a serem contados pelo programa
foram selecionados tons de vermelho, amarelo e verde. As fibras verdes foram consideradas
como tipo Ill e as vermelhas/amarelas como tipo |, como pode ser observado na Figura 28.
As analises foram realizadas em triplicada para cada lamina e em cada corte histologico
padronizou-se para a contagem o campo central e dois campos laterais da ferida da camada
papilar da derme (CUTTLE et al., 2005). Foi utilizada objetiva de 20X para a quantificac&do
das fibras.

Fibras Tipo| Fibras Tipo ll

Figura 28 — Corte histoldgico de pele de rato. Fotomicrografia da birrefringéncia das fibras

coladgenas tipo | (vermelha/amarela) e 1l (verde) da camada papilar de pele (picro-Sirius 6

pm).

8.2.4.7 Analise de proteina VEGF por Western Blotting

Para a realizacdo deste ensaio, 0s animais receberam o mesmo tratamento descrito
no tratamento com gel de carbopol (secéo 8.2.4.2).

Apés 4, 7 e 12 dias as feridas foram fragmentadas em pedacos pequenos e
homogeneizados com o minimo de Tamp&o Tris (50 mmol I'*, pH 6,8) contendo inibidores de
protease PMSF e aprotinina em 10 e 2 mg/ml, respectivamente. A concentra¢ao (ug/ml) de

proteinas totais presentes neste lisado foi determinada através do método de Bradford
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(BRADFORD, 1976 apud MAGALHAES; ARRUDA, 2007). As amostras foram congeladas
em freezer -80 °C até o momento da realiza¢do do ensaio.

No dia do ensaio, as amostras foram descongeladas e diluidas até uma
concentragao de 1 pg/pl, juntamente com o tamp&o amostra. Este lisado foi fervido por 4
min em 95 °C.

O gel de separacdo e de empacotamento foi preparado, em duplicata, a 10% e 4%
de poliacrilamida, respectivamente. Apos a preparacao dos géis e aplicagdo das amostras
iniciou-se a corrida, com o tampado de corrida e uma corrente elétrica de 100 V. Foi
aguardada a saida das amostras da linha de compensacéo e entdo o gel foi retirado da
placa. Um gel foi corado com Comassie blue para visualizagdo da separacéo das proteinas
totais e o outro gel foi transferido para membrana de nitrocelulose e corado com Ponceau S,
para realizagdo do imunoblot ou imunodeteccdo. A membrana foi bloqueada com solucéo
contendo 5% de proteina do leite por 1 h. A membrana foi lavada 3 vezes por 15 minutos
com TBST. Apds, a mesma foi incubada por 2 h com o anticorpo primario, sendo
posteriormente lavado com uma solucéo de TBST, 3 vezes por 15 minutos (solugéo tampéao
com Tween 20). A revelagdo da membrana foi feita utilizando um anticorpo secundario
apropriado, conjugado com peroxidase por 1 h. (GUPTA et al., 2008). Para o procedimento
de quimioluminescéncia utilizou-se um sistema de revelacdo com Novex® e posteriormente

foi realizada sua visualizacdo no equipamento Storm.

8.2.4.8 Anédlise de permeacgao cutanea

A analise foi realizada utilizando-se 2 animais por grupo de tratamento, 4, 7, 12 e 17
dias, conforme a secédo 8.2.4.2, 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.

Previamente ao experimento com as feridas, o extrato bruto de barbatimé&o (liofilizado
em po), o gel contendo EB e o gel base foram submetidos & espectroscopia fotoacustica
(Figura 29) para verificar a regido espectral de absor¢gdo de seus componentes entre 200 e
800 nm. As amostras foram depositadas na cavidade do porta-amostra, dentro da camara
fotoacustica para medida de absor¢éo. O gel base foi depositado em uma cubeta de quartzo
alojada no caminho do feixe de luz, proximo ao foco, mas fora da camara fotoacustica.
Deste modo, detectou-se a absor¢cdo da substancia por meio de uma medida de
transmissdo da luz, ja que a luz que passa através da amostra € absorvida pelo liofilizado
em po (padréo) que se encontra, dentro da célula fotoacustica.

As amostras de pele foram analisadas na porcéo epidermal (parte externa) e porcao

dermal (parte interna) da ferida. As leituras obtidas foram comparadas para verificar se
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houve ou ndo permeacdo do gel contendo EB a 1% de barbatimdo. Para uma melhor
avaliacdo da permeacéo cutanea realizou-se a subtragdo dos valores do espectro da porcao
dermal da ferida tratada com gel contendo EB e a tratada com o gel base.

Microcomputador Lock-in Célula Fotoacustica

Figura 29 — Arranjo experimental da espectroscopia fotoaclstica para medidas in vitro
(PEDROCHI, 2004).

8.2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica através do programa Graph
Pad Prism versdo 5.0. Os dados foram apresentados como médiatdesvio padréo
[coeficiente de variacao (%)] utilizando-se andlise de variancia unilateral (one-way ANOVA).
As diferencas significativas foram determinadas pelo teste de compara¢cdes multiplas Tukey,
sendo considerado P<0,05 como critério de significancia.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO
9.1 ANALISE DA RE-EPITELIZACAO

A andlise estatistica efetuada pelo teste de variancia (ANOVA) dos dados constantes
na tabela 8 e na Figura 30 demonstra que houve diferenca significativa (P<0,05) entre as
medidas do comprimento da lingua de re-epitelizagdo do grupo tratado e grupo controle,
com 4 dias de tratamento. O mesmo ocorreu com 0s animais sacrificados com 7 dias. Em
ambos 0s grupos, o comprimento da area re-epitelizada foi significativamente maior nos
animais tratados com EB.

Em relacdo & andlise da espessura da area re-epitelizada (Figura 31) observou-se
gue, para animais de 12 dias, ndo houve diferenca significativa entre o grupo tratado e
controle. Ja nos animais de 17 dias, a espessura medida foi significativamente maior

(P<0,05) no grupo tratado com EB.

Tabela 8 — Valores médios do comprimento (4 e 7 dias) e espessura (12 e 17 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 ()_(J_rdp [CV%]) (;(idp [CV%])

4 1051+11,78 [5,49] 1308+11,77 [4,93]

7 1339+23,96 [7,37] 1413+14,90 [4,59]

12 116,9+4,159 [14,23] 122,2+1,818 [5,36]

17 117,6+2,672 [10,16] 134,6+2,231 [7,59]

X =média; dp=desvio padréo; CV=coeficiente de varia¢éo
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Figura 30 — Representagdo da médiatdesvio padréo da medida da lingua de re-epitelizacao,

em pm, aos 4 e 7 dias de tratamento das feridas com gel base e gel com EB (n=5). Andlise
estatistica realizada em ANOVA com *(P<0,05) comparado com o gel base.
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Figura 31 — Representacdo da médiatdesvio padrdo da espessura da epiderme, em pm,
aos 12 e 17 dias de tratamento das feridas com gel base e gel com EB (n=5). Analise
estatistica realizada por ANOVA com *(P<0,05) comparado com o gel base.

Logo apoés a lesdo da ferida (Figura 32) ocorre o processo de re-pitelizacdo através
de mecanismos de “efeitos de vizinhanga livre”. Em resposta a esta lesdo ocorre a migragao

85



Sandra Cristina Girotto Pinto

e proliferacao de fibroblastos, células endoteliais e células epiteliais, deposicdo de tecido
conjuntivo e contracdo da ferida (BALBINO et al., 2005; LOPES et al., 2005). Os resultados
obtidos demonstram que o gel contendo extrato de barbatimdo atuou positivamente na
migracdo de queratindcitos, uma vez que nos animais tratados houve uma migracdo mais
rapida até os sete dias de tratamento, observada pelo maior comprimento da lingua de re-
epitelizagdo, enquanto dos 12 aos 17 dias, a maior espessura da epiderme nos animais
tratados reflete uma maior migracdo celular para as camadas superiores. As maiores
diferencas entre os valores dos grupos controle e tratado foram nas fases iniciais (quatro
dias) e finais (17 dias) do processo de re-epitelizagdo, indicando que o extrato de

barbatimao atuou preferencialmente nessas fases.
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Figura 32 — Fotomicrografia de cortes histologicos da area re-epitelizada de um dos lados e

do centro das feridas tratadas com gel contendo EB (A, B, C e D) e com o gel base (E, F, G
e H), aos 4, 7, 12 e 17 dias, respectivamente (n=5). As setas indicam o inicio e fim da area
re-epitelizada aos 4 e 7 dias e o centro da area aos 12 e 17 dias (HE, objetiva 10X).
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Em tecido normal, as células proximas a camada basal aparecem em contato umas
com as outras permanecendo inibidas e com potencial mitético latente. Ao ocorrer uma
lesdo, este mecanismo inibitério desaparece fazendo com que as células apresentem efeito
mitotico e ocorra a re-epitelizacdo do tecido injuriado (BALBINO et al., 2005).

A proliferagdo celular pode ser analisada através da administracdo do sulfato de
vincristina ao animal duas horas antes do sacrificio. O sulfato de vincristina atraves de
ligagbes com a proteina tubulina resulta na interrupcdo da mitose e consequente bloqueio
das células em metéfase. Na tabela 9 e Figura 33 pode-se observar a quantidade de
metafases em cada tratamento. Observa-se que o nimero de metafases em 4 e 17 dias
para o tratamento com o gel contendo EB foi maior que o tratamento com o gel base, no
entanto em 7 e 12 dias, o tratamento contendo gel base teve um nimero maior de
metafases do que o tratamento com o gel contendo EB. Em 4 e 12 dias houve diferenca
significativa (P<0,05) Esses resultados mostram que o gel contendo EB teve um efeito
estimulador da proliferacdo dos queratindcitos principalmente na fase inicial do processo de
re-epitelizagéo, corroborando os resultados obtidos na andlise da migragdo celular para

quatro dias de tratamento.

Tabela 9 — 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 0,6+0,1[16,67] 0,8+0,1 [12,5]
7 0,92+0,13 [14,17] 0,76+0,09 [11,77]
12 1,62+0,19 [11,87] 1,24+0,17 [13,49]
17 1,42+0,20 [14,43] 1,6+0,17 [10,83]

X =média; dp=desvio padrdo; CV=coeficiente de varia¢éo
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Figura 33 — Representacdo da médiatdesvio padrdo do numero de metafases contadas na
camada basal e suprabasal da area re-epitelizada das feridas com tratamento aos 4, 7, 12 e
17 dias (n=5). Analise estatistica realizada por ANOVA com *(P<0,05) comparado com o gel

base.
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9.2 AVALIACAO DA FIBROPLASIA

Para avaliagdo da quantidade de fibras coladgenas presente em um tecido, a técnica
mais comum €é a do picro-Sirius, na qual é empregado o corante Sirius red. O método é
especifico sendo capaz de detectar e diferenciar os tipos de fibras colagenas, devido sua
capacidade de se ligar paralelamente a moléculas de colageno intensificando a
birrefringéncia normal das fibras, quando visualizadas por microscépio de polarizacao
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). As fibras colagenas tipo | (maduras) sdo compactas e
espessas apresentando birrefringéncia com coloracdo amarelo intenso e vermelho,
enquanto as fibras colagenas tipo Il (jovens) sdao extremamente finas e frouxas
apresentando coloragéo verde (CUTTLE et al., 2005).

Aos 4 e 7 dias de tratamento ndo foram observadas fibras tipo Il (jovens) (Tabela 10
e Figura 35) no local da ferida.

Aos 12 dias, a area de fibras tipo Il foi significativamente maior nas feridas tratadas
com gel EB a 1%, comparado as feridas controle (P<0,05). Por outro lado, aos 17 dias
houve uma diminuigdo de fibras tipo Il nas feridas tratadas com o gel contendo EB em
relacéo as feridas tratadas com gel base.

A quantidade de fibras colagenas tipo | (maduras) aos 4 dias apresentou-se maior
nas feridas tratadas com gel base em relacdo ao gel contendo EB a 1%. Aos 7, 12 e 17 dias
de tratamento, foi observada uma maior area de fibras colagenas tipo | nas feridas tratadas
com gel contendo EB a 1%, apresentando diferenca significativa (P<0,05) somente aos 17
dias (Tabela 10 e Figura 35).

O fato de ndo ter sido observado a presenca de fibras verdes aos 4 e 7 dias de
tratamento em nenhum dos grupos pode ser devido ao tecido inflamatério estar muito
intenso (Figura 34). Komesu et al. (2004), em estudos com ratos diabéticos, demonstraram
gue na fase inicial da cicatrizacdo o processo inflamatério € lento e mais prolongado.
Defeitos na fase inflamatoria provocam deficiéncia no crescimento de fibroblastos e sintese
de colageno. Nas feridas diabéticas, o contetdo de coldgeno da pele encontra-se diminuido
como um resultado de uma biossintese reduzida e/ou uma degradacdo acelerada do
colageno recém sintetizado. A diabetes mellitus é responsavel pela deficiéncia das células
de defesa e falhas no tecido de reparagéo, além de reduzir a secrecao de citocinas e fator
de crescimento, prejudicando a deposicdo de coldgeno em feridas diabéticas (KOMESU et
al., 2004; GUTIERREZ; VARGAS, 2006; AKTUNC et al., 2010).

Nos grupos de 12 e 17 dias observou-se o surgimento de fibras verdes (tipo IlI),
indicando uma neoformacgéo de fibras colagenas. Nas feridas tratadas com o gel contendo
EB a 1% pode-se observar que o aumento das fibras tipo 1l foi gradativo de 12 para 17 dias,
ao mesmo tempo que se observou um aumento da quantidade de fibras maduras (tipo 1),

indicando uma atividade moduladora da fibroplasia deste gel.
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Em contrapartida, nas feridas tratadas com gel base, houve um aumento brusco de
fibras do tipo Ill de 12 para 17 dias, enquanto a porcentagem de fibras do tipo | diminuiu,

indicando um retardo na maturacao das fibras colagenas.

Figura 34 - Corte histolégico de pele de rato Wistar, corado pela técnica de picro-Sirius.
Captura de imagem de tecido de granulacao (A) aos 4 dias de tratamento.
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Tabela 10 — Porcentagem de fibras coladgenas tipo | e Ill presentes no gel base e gel com EB aos 4, 7, 12 e 17 dias de tratamento (n=5).

Dias de Gel Base Fibras Tipo | (%) Gel Base Fibras Tipo lll (%) Gel com EB Fibras Tipo | (%) Gel com EB Fibras Tipo lll
Tratamento (x £ dp [CV%]) (x+dp [CV%]) (x+dp [CV%]) (%) (x +dp [CV%])
4 36,1+0,52 [1,44] 0 32,5+ 3,67 [11,31] 0
7 34,8+0,55 [1,58] 0 38,1+2,32 [6,09] 0
12 43,3+1,77 [4,09] 1,4+0,22 [16,00] 45,0+3,54 [7,87] 2,0+0,18 [8,98]*
17 26,7+5,94 [22,26] 22,0+2,75 [12,52] 46,2+8,53 [18,45]* 6,9+0,86 [12,53]*

X =média; dp=desvio padrdo; CV=coeficiente de variagcao
*(P<0,05) comparado com o gel base
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Figura 35 — Percentagem de fibras colagenas tipo Ill e tipo | aos 4, 7, 12 e 17 dias de
tratamento (n=5).

A ativagdo e migracao de fibroblastos é intensificada com a presencga de macréfagos,
derivados de mondcitos, onde na fase proliferativa passam a liberar mediadores quimicos.
Os fibroblastos sé@o células responséaveis pela producdo de coladgeno para que a matriz
extracelular comece a ser substituida por um tecido conjuntivo com resisténcia e
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 formacdo de um tecido mais
vascularizado e resistente contendo fibras coldgenas maduras (tipo I) (GONCALVES et al.,
2010). Na Figura 36 observa-se a substituicdo de fibras para formar um tecido conjuntivo

mais denso e resistente.
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Figura 36 — Fotomicrografia da camada papilar da derme. Fibras colagenas aos 4, 7, 12 e 17

dias de tratamento com gel contendo EB a 1% (A-D) e gel base (E-H), respectivamente
(n=5).
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9.3 ANALISE DE WESTERN BLOTTING
As andlises de Western Blotting apresentaram resultados tanto para proteinas de
alta massa molecular, aproximadamente 120 e 150 kDa, referentes aos receptores VEGFR,
gquanto para outras formas de menor massa molecular, aproximadamente 45 kDa anticorpo
primério anti-VEGFR2 (Figura 37).
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Figura 37 - (A) Gel corado com Comassie blue (B) membrana corada com Ponceau-S, (C) e
(D) bandas positivas apds detec¢do com anticorpo primério anti-VEGFR. Detec¢éo positiva
das formas de alto peso molecular referente aos receptores VEGFR. T= Tratamento com gel

contendo EB e C= tratamento com gel base aos 4, 7 e 12 dias de tratamento.

As proteinas de alta massa molecular detectadas eram esperadas, jA que 0s
receptores apresentam massa molecular com o tamanho aproximado aos detectados no
experimento. A Figura 37 mostra que estas formas maiores, no 7° dia, parecem estar menos
concentradas no controle quando comparado ao tratamento.

Formas de menor massa molecular também foram detectadas em experimentos
complementares onde se utilizou 0 mesmo material, 0s mesmos anticorpos e 0s mesmos
parametros usados anteriormente. Estas proteinas de menor massa molecular detectadas

se apresentam como um grupo de bandas com tamanho molecular de aproximadamente 60
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kDa, outro grupo com aproximadamente 45 kDa (Figura 38 B), e um terceiro grupo de
bandas com aproximadamente 25 kDa. Ja a figura 38 A, corada com Pounceau S mostra as

bandas relacionadas as proteinas do padréo, entre 6 a 250 kDa.
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Figura 38 - Membrana de nitrocelulose ap6és transferéncia submersa das proteinas

separadas por SDS-page (10%). (A) membrana corada com Ponceau-S e (B) bandas

positivas apos deteccdo com anticorpo primario anti-VEGFR.

As bandas com menor tamanho molecular presentes em alguns géis sao
provavelmente referentes a proteinas envolvidas no processo de cicatrizacdo, pertencentes
a familia do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que podem possuir epitopos
similares ou complementares aos seus receptores. Dentre estas formas, em Rattus
norvegicus, encontra-se o0 VEGF-C com massa molecular aproximada de 46 kDa, o que
apresenta tamanho aproximado com um dos grupos de bandas detectado nos experimentos
(Figuras 38 B e 39).

T4 C4 7 c7  T12 C12 Padréo

Figura 39 - Ampliagcdo da regido da banda de 45 kDa da andlise de Western Blotting
realizada com a pele tratada com o gel contendo EB (T) e pele tratada com gel base (C) em

4, 7 e 12 dias de tratamento.
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Pode-se observar na figura 38 B que a proteina obtida a partir da fragmentacao de
pele tratada tanto com EB (T) quanto com a base (C) diminui significativamente ao longo do
tratamento. Quando se compara o tratado com o controle (Figura 38 B), nota-se que a
quantidade de proteina no tratado com EB encontra-se menor que no controle aos 4 dias de
tratamento, e assim sucessivamente nos demais dias, desaparecendo antes que no
controle.

Os resultados observados no experimento demonstrado na figura 39 demonstram
claramente que as proteinas de menor peso molecular detectadas estdo presentes em
menores concentragbes nas amostras tratadas com o gel contendo EB a 1% (T) quando
comparado as tratadas com o gel base (C), especialmente apés 7 dias de tratamento. Estes
resultados indicam que o processo de neovascularizacao encontra-se mais acelerado nos
animais tratados, estando de acordo com resultados das demais analises realizadas durante
este experimento, e parecem indicar que as les6es quando tratadas com o gel contendo o
extrato bruto do barbatimdo apresentam um processo de cicatrizacdo mais acelerado. Este
fato pode ser observado clinicamente nos animais, onde o processo de cicatrizagdo
apresenta-se acelerado no grupo tratado. Assim, as proteinas envolvidas em diferentes
etapas do processo se mostram em menores concentracdes no decorrer do experimento
como demonstram os resultados acima.

Sabe-se que a familia VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e suas
isoformas) participa ativamente do processo de cicatrizagdo aumentando a permeabilidade
vascular e a angiogénese, que envolve a formacgéo de novos vasos a partir da proliferacéo
mitotica das células endoteliais vasculares (DVORAK, 2005).

A quantidade de VEGF encontrada na analise pode ser explicada através do
processo fisiolégico que ocorre no local da lesdo. Apds a injuria, inicia-se um processo de
homeostasia que gera sangramento e dano microvascular, ativando a cascata de
coagulacgéo e recrutando células para o local da injuria. Estas células liberam substancias
qgue atuam na vasodilatacdo e consequentemente no extravasamento de plasma e proteinas
para dentro da ferida permitindo a entrada de células no local. Dentre estas células
encontram-se as plaquetas e os mondcitos que liberam o VEGF no coagulo (BATES;
JONES, 2003; TANG et al., 2004). A formacao do coagulo de fibrina é uma estrutura basica
para a cicatrizacdo da ferida e permite a migracdo das células efetoras. O aumento da
permeabilidade vascular induzida pelas aminas vasoativas, mediadores inflamatorios e pela
familia VEGF reduz o fluxo de sangue para os tecidos, resultando em hipéxia do tecido e
consequentemente aumento do VEGF. A hipoxia é uma caracteristica de feridas e que leva
ao aumento da expressdo de RNAmM de VEGF nas células endoteliais, responsaveis pela
angiogénese (BATES; JONES, 2003). A diferenca na quantidade de proteina presente nos

grupos T e C pode estar relacionada com o que foi observado macroscopicamente nos
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primeiros dias de tratamento. Na figura 40, aos 4 e 7 dias de tratamento, a ferida tratada
com gel contendo EB a 1% apresenta-se mais escura (vermelho escuro) que a tratada com
gel base (vermelho intenso). No quarto dia observou-se que a ferida T apresentava-se mais
firme e seca que a C. Isto se deve ao processo de formagéo do coagulo que leva a hipdxia.

Esta hipdxia acentuada nas feridas tratadas com gel contendo EB a 1% é observada
nos tecidos dos animais aos 4 dias de tratamento (Figura 40 A).

Figura 40 — (A) Ferida aos 4 e (B) 7 dias de tratamento. Ferida tratada com gel contendo EB
— lado esquerdo (T) e com gel base — lado direito (C).

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos através das analises histolégicas
realizadas, sugerindo que as feridas tratadas com gel contendo EB apresentam um
processo de cicatrizacdo acelerado ja que a regeneracao do tecido € evidentemente mais
rapida, e o VEGF encontra-se em quantidade mais elevada nos tecidos tratados.

Os resultados obtidos demonstram que o gel contendo extrato de barbatim&o atuou
positivamente na migracdo de queratindcitos. Nos animais tratados houve uma migracdo
mais rapida até os 7 dias de tratamento, observada pelo maior comprimento da lingua de re-
epitelizacdo. Ja entre os 12 e 17 dias, a maior espessura da epiderme nos animais tratados
reflete uma maior migracdo celular para as camadas superiores. As maiores diferencas
entre os valores dos grupos controle e tratado foram nas fases iniciais (4 dias) e finais (17
dias) do processo de re-epitelizacdo, indicando que o extrato de barbatimdo atuou
preferencialmente nessas fases.

A dificuldade na cicatrizac@o de feridas em pacientes diabéticos € geralmente devido
a macro e micro-angiopatia, assim como a neuropatia.

Em todas as fases do processo de cicatrizacdo da ferida sdo observadas falhas na
sua regulagcdo, tanto em niveis celulares quanto moleculares. Ocorre principalmente
diminuicdo da resposta inflamatéria, matriz extracelular, funcdo dos macréfagos, re-
epitelizacdo, migracdo de queratindcitos e fibroblastos e proliferacdo de quimiocinas e
citocinas, bem como producédo do fator de crescimento.

Os macréfagos desempenham papel fundamental na cicatrizacdo de feridas na fase
inflamatéria, no entanto, tem sua funcéo fagocitaria comprometida em pacientes diabéticos.
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Em feridas de ratos diabéticos que tiveram os macrofagos isolados, foi constatado a
reducdo da capacidade de limpar o tecido necrosado, que juntamente com outros fatores,
prolongam a fase inflamatdria, dificultando as fases subsequentes da cicatrizacao da ferida
(RAFEHI et al., 2011).

Em pacientes diabéticos ocorrem inUmeras anormalidades no tecido conjuntivo,
dentre eles a reducdo da sintese de colageno, o que pode levar a uma cicatrizagédo
imperfeita (GUTIERREZ; VARGAS, 2006).

Estudos mostram que em feridas cronicas existem varias bactérias colonizando o
local, sendo mais da metade Pseudomonas aeruginosa (52,2%). Além disso, feridas
cronicas contendo P. aeruginosa apresentam uma area maior, quando comparadas as nao
infectadas. Este fato ocorre devido a uma inibicdo ou retardamento do processo de
cicatrizacdo (GI®PDSBO®L et al., 2006).

O estudo do processo da cicatrizagdo envolve os aspectos da neoformacao tecidual
como também a verificagdo dos efeitos, sejam eles sistémicos ou topicos, de farmacos que
atuam na evolucao deste, verificando-se assim, que medicamentos de uso tépico aceleram
0 processo de cicatrizagdo por segunda intencdo (ROBBINS et al., 1991).

Lee et al. (2011), constataram que a aplicacdo tépica de células-tronco embrionérias
em feridas de ratos diabéticos promove uma melhora na fase inicial da cicatrizagdo. O
transplante de células-tronco embrionarias fornece abordagens terapéuticas para o
tratamento de feridas diabéticas.

Estudos comprovam as propriedades cicatrizantes de gel de Aloe vera L. na cura de
feridas em ratos diabetizados, mostrando-se um estimulante da proliferacéo celular, sintese
de colageno e contracdo da ferida (CHITHRA et al., 1998). Segundo Gupta et al. (2008),
uma formulacdo com combinacdo dos extratos de Hippophae rhamnoides L., Aloe vera L. e
Curcuma longa L. mostrou aumento da proliferacdo celular e sintese de colageno,
evidenciando também a angiogénese com a expressdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF).

Hernandes et al. (2010), demonstraram que a aplicacdo tépica de uma pomada
contendo 1% da fracdo acetato de etila de cascas de Stryphnodendron adstringens

estimulou a proliferagéo epitelial, apresentando maior nUmero de mitoses nas feridas.

9.4 ANALISE DE PERMEACAO CUTANEA

Para a andlise da permeacdo cutdanea atravées da absorcdo Optica em
espectrofotbmetro fotoacustico utilizaram-se as bandas de absorcdo do barbatimdo que
servem como indicadores na demonstracdo da penetracdo ou ndo da mesma ao longo das

feridas. Assim, o espectro de absor¢cdo do extrato bruto de barbatimdo quando adicionado
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ao gel base apresenta regido de absor¢cdo em aproximadamente 280 nm, como mostrado na

figura 41.
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Figura 41 - Espectro de absorcédo Optica do gel base, EB de barbatiméo e gel contendo EB a

1%. As setas indicam a regido de absorc¢édo do gel contendo EB a 280 nm.

Apés 4, 7, 12 e 17 dias de tratamento dos animais, os dados da permeacgéo foram
plotados, referentes aos dias de tratamento, contendo a leitura da absor¢é&o do tratamento
com gel base e gel contendo EB a 1%, na porcéao epidermal (lado 1) e por¢do dermal (lado
2). Ao se comparar 0s espectros da figura 42 nota-se que a absorcéo gerada pelo extrato
bruto de barbatimdo ocorre em comprimentos de onda muito préximos aqueles onde a pele
também absorve (entre 260 a 410 nm) (SEHN et al., 2009). Isto dificultou a decomposicao
do espectro principalmente porque a concentracdo do EB de barbatimdo no gel é muito
pequena e assim a intensidade do espectro é determinada majoritariamente pela absorcéo

da pele e do sangue.
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Figura 42 — Espectros de absorcao aos 4, 7, 12 e 17 dias (A, B, C e D) de tratamento da
ferida com o gel base e o gel contendo EB a 1%, e o gel contendo EB a 1%, sem tratamento
(n=2).

Na figura 42 observa-se um pico de absor¢cdo em torno de 400 nm, que néo foi visto
no gel base, EB e gel contendo EB a 1% (Figura 41), que se refere ao sangue
remanescente na area lesada (ROCHA et al., 2007). Como logo ap6s o processo de
inflamacao inicia-se o processo de re-epitelizacdo (Figuras 30 e 31) e a angidgenese,
provavelmente este sangue remanescente seja devido a formacdo desses novos vasos.

Para melhor visualizar a permeacéo cutdnea nos dias de tratamento utilizou-se da
diminuicdo das curvas da porcao dermal (lado 2) referentes ao gel base e ao gel contendo o
EB a 1% de barbatiméo (Figura 43).
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Figura 43 — Diferenga dos espectros de absorcdo do gel contendo EB a 1% e gel base aos
4,7,12 e 17 dias de tratamento.
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Figura 44 - Comportamento da permeacé&o da formulagéo contendo 1% do EB.

Aos 4 dias de tratamento com o gel contendo EB a 1% de acordo com a figura 44,
observa-se uma menor area de permeacdo, isto pode ser explicado devido ao processo
inflamatorio, que possivelmente dificulta a permeacdo do gel. Aos 7 dias de tratamento

houve maior permeacdo, provavelmente pela presenca de peguenos e novos vasos
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sanguineos indicados pela expressédo do VEGFR (Figuras 37 e 39) e aos 12 e 17 dias houve
uma diminuicao devido a deposicao de fibras coladgenas e formacéo do epitélio.
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10 CONCLUSAO
O estudo quimico de extratos semipurificados das cascas demonstrou que as formas

de extracdo e fracionamento utilizadas foram adequadas ao isolamento de taninos
condensados.

Foram isolados e identificados: 4'-O-metil-galocatequina, galocatequina,
epigalocatequina e 4'-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina.

A determinacdo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH das fracbes e
extrato bruto comprovou que quanto maior 0 nimero de hidroxilas presentes na amostra
analisada maior € a atividade antioxidante. Assim, o extrato bruto e a fragdo acetato de etila
possuem uma atividade antioxidante cerca de 1,3 e 1,5 vezes maior que a vitamina C,
respectivamente.

A avaliagdo da atividade cicatrizante mostrou que o0 extrato bruto de
Stryphnodendron adstringens possui agédo sobre o reparo tecidual, apresentando condi¢des
gue favorecem uma cicatrizagdo mais rapida. As condigbes observadas sdo a permeacgdo
cutanea do EB a 1% de Stryphnodendron adstringens, formacao de uma maior area re-
epitelizada aos 4 e 7 dias de tratamento e mais espessa aos 17 dias de tratamento com
maior nimero de metafases aos 4 e 17 dias de tratamento, além de estimular a maturacao
das fibras colagenas e aumento da vascularizacdo nos primeiros dias de tratamento. A
andlise por Western Blotting comprova a maior presenca de vasos sanguineos aos 7 dias
pela expressdo em grande quantidade de VEGFR, tanto de proteinas de baixa como de alta

massa molecular.
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