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Resumo

A cicatrizacdo € um processo fisiolégico dinamico e complexo que visa a
restauracdo da funcdo e da continuidade anatomica dos tecidos. A espécie
Arrabidea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot, encontrada em quase todo o Brasil e que
faz parte da relacdo nacional de plantas medicinais de interesse ao SUS
(Renisus), é popularmente utilizada para auxiliar a cicatrizacdo de feridas.
Tomando por base resultados de estudos farmacol6gicos anteriores, a presente
tese teve por objetivo aperfeicoar a qualidade e a estabilidade do extrato bruto de
A. chica (EB) através da microencapsulacao pelo processo de atomizacao, dando
origem ao extrato bruto microencapsulado (EBM). Os estudos de estabilidade
comparativa do EB e EBM, avaliados por analises fitoquimicas e farmacolégicas,
demonstraram que o processo de microencapsulamento foi capaz de evitar a
degradacdo quimica das trés antocianidinas empregadas como marcadores
quimicos e de manter a atividade antiulcerogénica apés 180 dias. Estudos
subsequentes de mecanismo de acao protetora gastrica demonstraram o efeito do
EB (dose 125 mg/Kg) sobre a produgdo de muco e secrec¢do acida, comprovados
em modelos de dosagem de muco e ligadura de piloro em ratos. A analise dos
possiveis mecanismos de acao antissecretora do EB sugere uma acao
antagonista sobre o0s receptores de gastrina e de acetilcolina agindo,
possivelmente, sobre a via dos segundos mensageiros. A fim de elucidar a
atividade angiogénica do EB, foram realizados estudos em membrana
corioalantéide (CAM) de ovos e tegumento do dorso de camundongos cujos
resultados indicaram acdo pré-angiogénica. Além disso, avaliou-se a acao
cicatrizante em modelo de Ulcera dérmica em ratos portadores de diabetes
induzida por estreptozotocina (60 mg/Kg). A redugéo da area ulcerada nos animais
diabéticos tratados com EB e EBM por via topica (85% e 86%, respectivamente)
foi comparavel aquela observada nos animais pertencentes ao grupo controle
positivo do experimento, alantoina (85%). Finalmente, a avaliagdo de seguranca
do EB na dose de 300 mg/Kg foi realizada através do teste de toxicidade oral, em
roedores, em doses repetidas, durante 28 dias ao final dos quais ndo foram
evidenciados quaisquer sinais clinicos, anatomo-patologicos, hematol6gicos ou
bioguimicos de toxicidade. Os resultados deste trabalho permitiram a defini¢cdo de
parametros de eficacia, segurancga e reprodutibilidade, fornecendo subsidios para
o desenvolvimento de um novo medicamento fitoterapico a partir do extrato bruto
de Arrabidea chica para o tratamento de Ulceras cutédneas e gastricas, derivadas
ou nao das complicacdes da diabetes.

Palavras-chave: Arrabidaea chica, microencapsulacdo, cicatrizagéo,
diabetes.
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ABSTRACT

Wound healing is a dynamic and complex physiological process that aims restoring
function and anatomical continuity of tissues. The species Arrabidea chica (Humb.
& Bonpl.) Verlot, found throughout Brazil and part of the national list of medicinal
plants of interest to the SUS (Renisus), is popularly used to wound healing. Based
on previous pharmacological studies, this thesis aimed to improve the quality and
stability of A. chica crude extract (EB) through microencapsulation by atomization
process affording microencapsulated crude extract (EBM). Stability study
comparing EB and EBM phytochemical and pharmacological aspects showed that
the microencapsulation process was able to avoid chemical decomposition of three
anthocyanidins used as chemical markers as well as to keep the antiulcer activity.
Further mechanism of action studies have demonstrated that the protective gastric
effect of EB (dose 125 mg / kg) involves modulation of mucus and gastric acid
production, evidenced by mucus dosage and pylorous ligation models in rats.
Moreover, antisecretory mechanisms of action of EB could be related to an
antagonistic action on gastrin and acetylcholine receptors probably acting on
second messengers. In order to evidence angiogenic activity of EB, studies have
been conducted on chorioallantoic membrane (CAM) of eggs and dorsum
integument of mice showing that EB has pro-angiogenic effects. Furthermore, the
wound healing effect of EB and EBM have been evaluated on dermal ulcer model
in streptozotocin-induced diabetic rats affording that topical administration of EB or
EBM had reduced the ulcerated area in 85 % and 86 %, respectively, in diabetic
animals treated during 10 days been comparable to positive control group
(allantoin, 85 % of reduction). Finally, safety assessment of EB at dose of 300
mg/kg has been performed using the 28-day repeated dose oral toxicity assay in
rodents, presenting no clinical, pathological, biochemical or hematological toxicity
signs. The results of this project stabilished some efficacy, safety and
reproducibility parameters providing subsidies for the development of a new herbal
medicine from Arrabidea chica crude extract for skin and gastric ulcers treatment,
whether not derived from diabetes complications.

Keywords: Arrabidaea chica, microencapsulation, healing, diabetes.

xiil



Xiv



SUMARIO

LNILET0] 51807\ TP
(O] SN | = Y 1 TP PEPPRR
L R O 1= N = 1 S PSSP PEUPPRRN 46
2. ODbJetiVOS @SPECITICOS ...t 46
REVISAO BIBLIOGRAFICA. ...ttt
1. L= = 48
1.1, EPIQEIME. ...ttt 48
1.2, JUNGE0 DermoEpIdErMICA. ............cc.uuueeeeeaeeeeeeeee e 49
F R R B ¢ o o1 U 50
1.3.1 FIDrobIastOs ..........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
1.3.2 (000 = To 1= o [o JEU ST 53
2. CICATRIZAGAD .....ccc e, 57
2.1. FAS@ INflAMAIOIIA ..............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 58
2.2. Fase Fibroblastica € ANGQIOQENESE .............ccccuuueeeeeeiiaeeaeiae e 59
2.2.1. ANGIOGENESE.........eeeeeeeee ettt 60
2.3. Fase de Remodelamento. .............oooeeeeeeeeeeieeiiieeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 61
3. DIABETES X CICATRIZAGAO ....ooviuiiiieiiiiisiiieie e 61
4. ULCERA GASTRICA. ... .teteiteieetiee et ee ettt e e st e e et e e st e e et e e anaeeesnneeesnseeesnneeennneeen 63
4.1, SECIECA0 GASIIICA. .....ceeeeeeeesssiieeee et a e e e e e sneaaaae s 65
4.2.  Mediadores da DefeSa GASHICA ...........ccceeeuuueeeeeaaeeeeeeeeieea e 66
5. FITOTERAPICOS ....eiiittieetieeaeitieeaitee e et e e ettt e et e e e s at e e e snt e e e ansaeeenneeannseeeanneeennneeenns 67
5.1.  Processo de secagem e microencapsulagdo por Spray Dryer de extratos
Drutos de Plantas ...........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
5.2.  Estabilidade dos FitOterapiCOS. ...........eeeeeeeeeieeeeaaeeeeeeeeiieeaaa e e eseeeeaens 68
6. ARRABIDAEA CHICA (HUMB. & BONPL.) VERLOT ...uuvtiiiiieeeeeeseiiineeeeeeeeeeeeesnnnnneeeees 70
MATERIAL E METODOS ......ooviiiiiieiieice ettt
1. ESTUDO FITOQUIMICO ....eiiuiieeiitieeaieeeaieeeaseeeeesieeeesmeeeesmteeeseeeeeneeeenneeeesneeeeenneeas 76
1.1.  Obtengdo do material vegelal...............ooooommiiooiiiiiiiieiieeieeeee e 76
1.2.  Preparacao de Extratos Vegetais ............oouuecuummeeeiiiiiiiiiieeeeeeee 77
1.2.1. Secagem e moagem do material vegetal ...............ccccoeeeeeiiiiiiiiicinnnnn.. 77
1.3. EXtragdo de A. CRICA .........oooeeeiiiieeeee e 78
1.4.  Condigbes do Spray Dryer para processar os extratos brutos de Arrabidaea

(o] 0] o7 BV = o 79
1.4.1. EXIrato Bruto (EB) ...t 79
1.4.2. Extrato Bruto Microencapsulado (EBM) -Microencapsulagao por
ALOMUZAGEO ...ttt e e e e e 80
1.4.3. Eficiéncia da encapSUlaGE0 ..............cc.uueeeeeiiiiiiiieiiiee e 82
1.5.  Teste de Estabilidade Acelerada................ouwweeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnns 82
1.6.  Avaliacdo de perdas por dessecagdo do EB. ............ccccoouueeeueeeennnnnennnnnnnnns 83
1.7.  Analises Qualitativas e Quantitativas por Cromatografia Liquida de Alta

L o= g ed = W L I ) RS 83



XV1



1.7.1.  Preparo da Curva analitica 83

2. ATIVIDADE FARMACOLOGICA .....cciuieeeiieeaieeeeteeeesnseeesseeeaneeeanneeeanseeeennneeeanneeeans 83
2.1. Teste de Indugéo de Crescimento com Fibroblastos in Vitro ...............c....c....... 83
2.2. Atividade FarmacologiCa IN VIVO..............ccouuiiiiiiciieieeeee e 85
22.1. Atividade Anti-UICErOGENICA. ... 86

2.2.1.1. Ulcera Induzida por etanol/HCL, para avaliacdo da estabilidade dos
extratos. 86

2.2.1.2.  Mecanismo de agéo da atividade antiulcerogénica...................c...c.c...... 87
2.2.1.2.1. Atividade sobre a produgdo de muco gastriCo.............cccccveeeeeeeeesssccnnnne. 87
2.2.1.2.2. Atividade sobre a SECregao QAstiCa...........cuuueeeeeeeeiiiieeieeeeaae e 88
222 Atividade CiCatriZante.............ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 89
2.22.1. Indugdo da Diabetes ...........ccouueeeeeeeeiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 89
2.2.2.2. Procedimento cirdrgico e tratamento. ...............ccccceeueiieiiiiiiiiiaaeeei 89
2.2.2.3. Analise de HiQroXiprolina................cccuuuuuieeeuummeeeaea e 90
2.2.24. Estudos HistopatolOgiCOS .............ceeuueiieiiieiiieiieaee e 90
2.3.  Avaliagdo do EB sobre a neoformagdo vascular................ccccoeeueeeeeeeaccnnnnne. 90
Esses estudos foram realizados sob supervisdo da Dra. Viviane Ferre. ................. 90
2.3.1. Membrana corioalantGide (MCA)...........cooeioeeeeeeieiee e 90
232 Tegumento dorsal de camundongos. .............coeeeeeeeeeeeeeieieeiiiiiiieeeeeeeea 92
2.3.2.1.  Quantificagdo macroscdpica dos vasos sanguineos do tegumento dorsal
(o [=3 01041V oo 0] g e [0 1SRN 94
2.3.2.1. Analise histolégica do tegumento dorsal de camundongos. ................... 94
2.3.2.2. Quantificagdo microscopica dos vasos sanguineos do tegumento
dorsalde CamUNAONGOS. ...........cooeuuiieeeeeee et 95
2.4.  Estudo de toxicidade oral em doses repetidas de 28 dias em roedores ...... 95
3. ANALISE ESTATISTICA .eeiieiitieeeiiie e ettt e ettt e ttee et e st e s e e e e e e nteeennneeeanneeeans 96
RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt

1. OBTENGCAO DOS EXTRATOS BRUTO (EB) E BRUTO MICROENCAPSULADO (EBM) DE

ARRABIDAEA CHICA E SEUS COMPOSTOS ISOLADOS .....ceeeiuireeeeaauireeeeasnneeeesanneeeesanes 100
2. AVALIAGAO DO TESTE DE ESTABILIDADE......ccetuttteeaiireeeeaaineeeessinneeesanneeeessnnnes 104
2.1.  Analises FiSiCO-QUIMICAS: ...........ccuucuueieiiiieee e 104
3. 2. Analise de EB e EBM por Cromatografia................cccccoveuesreieeenennnnn, 106
2.3. Analise Farmacoldgica - Ulcera Gastrica Induzida por Etanol/HCL ................ 111
3. MECANISMO DE AGAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA.......cccuererieeanieeanneeanns 112
4. TESTE DE TOXICIDADE 28 DIAS......uuuiieeaiuiiieeaaaiieeeeeaaiseeesassneesesssneeeesssneeeesanns 116
4.1.  Evolugdo de PeSO COMDOIAL............ccccommiieiiiieeieeeeeeeeea e 117
4.2.  Parédmetros HematOIOGiCOS ..........ccuuueiiiieeiiieeeeeee e 118
4. 3. Par@metros BiOQUIMICOS ..............uuueeeeeee et 119
4.3.1. Metabolismo de lPIdEOS ...............oeeeeeeeiieeeeee e 120
1.3.2. Metabolismo de enzimas Repaticas:...........cccccouuueeeueeeeeeeiiieieciee 120
1.3.3. Indicadores enzimaticos de injuria renal................ccccoeeeeeiiiiiccciinnenn... 122
5. ANGIOGENESE ...ttt ittt ettt ettt ettt ettt e e bt n e e 123
5.1. Teste para a avaliagao da atividade sobre a angiogénese em Membrana

C0oreo Alantoide (MCA). ........ ot 123

XVil



XViil



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

5.1.1. Contagem macroscépica dos vasos sanguineos em MCA e analise
estatistica dos dados. 124
5.2. Avaliagdo do EB sobre a angiogénese do tegumento do dorso de

CAMUNUOMNGOS. ..ottt sttt sssssssssssnnssnnnnnnnnns 125
5.2.1. Contagem macroscdpica dos vasos sanguineos no tegumento do dorso
A€ CAMUNAONGOS ...ttt eeeeeeees 126
522 Contagem microscopica dos vasos sanguineos nos cortes histologicos
do tegumento do dorso de CamUNAONGOS. ............uuuuuuuuuuuuuiniiiiniiiiinanannnnnnnnnnnnnnnnns 127

6. ATIVIDADE CICATRIZANTE. ..eeetiieeeeeeiiiiteeeeeeeeeeeeeissseeeeeeeeeaasnnssnneeeeeeseeesannnnneeees 129
6. 1. Teste de Inducdo de Crescimento de Fibroblastos Dérmicos in vitro......... 129

CONGCLUSODES.........oiiiieeictetete ettt ettt eses s ses s

X1X



XX



LISTA DE ABREVIATURAS

A. chica — Arrabidaea chica

AH - Acido hialurénico

ALT- Aminotransferase glutamico-piravica
ANVISA- Agéncia Nacional de Vigiléncia Sanitéria
AST- Aspartate aminotransferase
CCD-Cromatografias em camada delgada
CCK2-Colecistocinina 2

CPQBA - Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
DAD - Detector de arranjo de diodos

DAG- Diacilglicerol

DE- Dose efetiva

DMEM - Meio Dulbecco’s Modified Eagle Médium
EB- extrato bruto etandlico

EBM- Extrato Bruto Microencapsulado

EGF — Fator de crescimento epitelial

FA- Fosfatase alcalina.

FGF — Fator de crescimento de fibroblastos

GGT- Gama-glutamil transferase

XX1



XXI11



HBG - concentracao de hemoglobina

HCT - Hematdcrito

HE- Hematoxilina/Eosina

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
IL 1 — Interleucina 1

ILU- Indice de lesdo ulcerativa

IP3- Trifosfato de inositol

IR- Receptor de insulina

IR/IRS- Substrato do Receptor de Insulina

Kg — Kilogramas

L-NAME-L-NG-Nitroarginine Methyl Ester

M;- Receptores muscarinicos

MCA — Membrana corioalantoide

MCA- Membrana coriolantoide

MCH - hemoglobina celular média

MCHC - concentragcédo de hemoglobina celular média
MCYV - volume corpuscular médio

MEV — Microscépio eletrdnico de varredura

XX1i1



XX1V



MgCl- Cloreto de magnésio

NaCl- Cloreto de sédio

NEM - N-etilmaleimida

NO- Oxido nitrico principalmente

OMS- Organizagao Mundial de Saude

PDGF — Fator de crescimento derivado de plaquetas
PGE: e PGl, - Prostaglandinas

PI3K/AKT- Serine Treonina Quinase

PLT - contagem total de plaquetas

RBC - contagem total de eritrcitos

Renisus- Relagao Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao SUS
SFB - Soro fetal bovino

SHC / ERK- Proteina Quinase com Atividade Mitogénica
STZ- Estreptozotocina

SUS- Sistema Unico de Saude

TCA- Acido tricloro acético

TGF-a - Fator de crescimento transformante a

TGF-3- Fator de crescimento transformante 3

TM- Tricromio de Masson

XXV



XXV



TNF- a - Fator de necrose tumoral a

UR- umidade relativa

UV — Ultra violeta

UV- Ultra violeta

v/v — volume/volume

VEGF — Fator de crescimento do endotélio vascular
VEGF-Fator de Crescimento Endotelial vascular

WBC - contagem total de leucécitos

XXVil



XXVIil



Lista de Figuras

Figura 1. Anatomia da Pele.

Figura 2: Cortes de pele humana.

Figura 3: Esquema histolégico do tecido conjuntivo e tecido epitelial de
revestimento.

Figura 4: Corte histoldgico de pele fina humana.

Figura 5: Representacao de alguns tipos de colageno presente na membrana
basal.

Figura 6: Eventos intra e extracelulares envolvidos na formagao da fibrila de
colageno.

Figura 7. Processo de angiogénese.

Figura 8: Efeitos da Insulina no mecanismo celular e molecular na cicatrizagao.
Figura 9: Regides do estbmago e sua estrutura histoldgica.

Figura 10: Folhas de A. chica.

Figura 11: Estrutura quimica das 3-deoxi-antocianidinas isoladas de A.chica.
Figura 12: Estrutura quimica das substancias isoladas de A.chica.

Figura 13: Exemplar de Arrabidaea chica, cultivado no campo experimental do
CPQBA/UNICAMP.

Figura 14: Embalagem contendo 1kg de planta moida empacotada a vacuo.
Figura 15: Processamento de extracdo de A.chica em planta piloto.

Figura 16: Esquema da disposi¢do das amostras na placa de 96 pocos.

Figura 17: Esquema da metodologia em membrana corioalantéide.

Figura 18: Representacdo da aplicagdo subcutanea e retirada do tegumento do
dorso de camundongos.

Figura 19: (A,B) EB em processo de secagem por Spray Dryer (Buchi B-290);
EB apés finalizado o processo de atomizagao.

Figura 20: Imagem obtida por MEV com aumento de 1500X e 10kv das
microcapsulas do EBM.

Figura 21: Cromatograma do extrato bruto sem encapsular de A.chica.

pg.48
pg. 49
pg.-51

pg.-51
pg.55

pPg.56

pg.60
pg.63
pg.64
pg.70
pg.71
pg.72
pg.77

pg.78
pg.79
pg.85
pg.92
pg.93

pg.100

pg.101

pg.102

XX1X



XXX



Figura 22: Espetro de absorbancia na faixa de (200 a 600nm) observado para
as 3-deoxiantocianidinas presentes no EB (6,7,3",4’-tetrahidroxi-5-
etoxiflavilio(5,88min), 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilio (7,9 min) e carajurina
(15,8min.).

Figura23: Curva analitica do marcador carajurina.

Figura 24: Analise visual de EB e EBM ao término do teste de estabilidade

acelarada.

Figura 25: Cromatograma por CCD do EB ap6s 90 dias do teste de estabilidade

acelerada.

Figura 26: Cromatograma por CCD do EBM apés 90 dias do teste de
estabilidade acelerada.

Figura 27: Curva de calibracdo do 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavinium (m/z
301).

Figura 28: Curva de calibragdo do 6,7trihidroxi-5-metoxiflavinium (m/z 285).

Figura 29: Curva de calibracéo do carajurina (m/z 299).

Figura 30: Avaliacdo do teor de carajiruna nas amostras de EBM do teste de
estabilidade acelerada.

Figura 31: Dosagem de muco em modelo de ulcera induzida por etanol

Figura 32: Regulacéo fisioldgica e farmacologica da secrec¢ao gastrica.

Figura 33: Efeito da administracdo de EB (v.o0., 28 dias) sobre a evolugédo de
peso corporal em ratos Wistar adultos fémeas.

Figura 34: Efeito da administracdo oral repetida (28 dias) do extrato bruto de
Arrabidaea chica (EB) sobre a evolugcdo de peso corporal animal em ratos
Wistar adultos machos.

Figura 35: Fotografias da membrana coriolantéide (MCA) mostrando a
atividadeangiogénica das amostras avaliadas.

Figura 36: Quantificacdo macroscoépica dos vasos sanguineos na membrana
coriolantéide (MCA).

pg.102

pg.103
pg.105

pg.107

pg.107

pg.108

pg.108

pg.109
pg.110

pg. 113
pg.116

pg.117

pg.118

pg.124

pg.125

XXX1



XXX11



Figura 37: Fotografias do tegumento do dorso de camundongos mostrando a
atividade angiogénica das concentracoes de A. chica.

Figura 38: Quantificagdo macroscopica dos vasos sanguineos no tegumento do
dorso de camundongos dos grupos controles e dos animais tratados com oEB.
Figura 39: Cortes histolégicos do tegumento do dorso de camundongos.

Figura 40: Gréafico de crescimento celular de fibroblasto dérmico humano em
funcdo da concentracdo de EB e EBM.

Figura 41: Grafico de crescimento de fibroblastos dérmicos humanos em
funcdo da concentracédo de EB e de carajurina.

Figura 42: Analise macroscopica da contragéo das feridas de ratos diabéticos
por estreptozotocina, nos dias 1, 5 e 10.

Figura 43: Efeito cicatrizante de EB e EBM apo6s tratamento diario (10 dias) de
Ulceras cutaneas em animais diabéticos por STZ in vivo.

Figura 44: Efeito estimulante sobre a sintese de colageno do EB e EB in vivo
avaliado pela quantidade de hidroxiprolina.

Figura 45: Corte Histoldégico da pele dos ratos tratadas e coradas com HE
(200X).

Figura 46: Corte Histologico da pele dos ratos tratadas e coradas com TM
(400X). Fibras de Colageno coradas de azul.

Figura 47: Efeito da administragéo oral unica de A. chica em modelo de ulcera

gastrica induzida por etanol absoluto em ratos Wistar diabéticos.

pg.126

pg. 127

pg.128
pg.129

pg.130

pg.133

pg.134

pg.135

pg.136

pg.137

pg.139

XXX111



XXX1V



Lista de Tabela

Tabela 1: Tipos celulares da epiderme e suas fungoes.

Tabela 2: Tipos celulares da derme e suas fungoes.

Tabela 3: Principais fatores de crescimento envolvidos no
processo cicatricial e suas fungdes.

Tabela 4: Tipos de colageno e suas funcoes.

Tabela 5: Vencedores do Prémio Nobel de Medicina na area da
gastroenterologia.

Tabela 6: Condi¢des do processamento de secagem por spray
drying do EB.

Tabela 7: Proporcao de EB incorporado em goma arabica.
Tabela 8: Condi¢cdes do processamento de microencapsulagéo
por spray drying do EB.

Tabela 9: Teste de estabilidade.

Tabela 10: Avaliacio das Lesdes Ulcerativas em Estdmago.
Tabela 11: Avaliagcdo de parametros fisico-quimicos do EB de
A.chica ap6s secagem por atomizagao.

Tabela 12: Dados obtidos para confec¢cdo da curva analitica
carajurina.

Tabela 13: Teor de umidade do EBM no teste de estabilidade
acelerada.

Tabela 14: Valores de pH de EB e EBM no teste de estabilidade

acelerada.

Tabela 15: Teor relativo das trés deoxiantocianidinas nas

amostras de EB e EBM* no teste de estabilidade acelerada.

Tabela 16: Valores de DEsy (mg/Kg) de EB e EBM do teste de
estabilidade acelerada.
Tabela 17: Avaliacio da atividade antissecretota de EB.

pg.49
pg.52
pg.53

pg.54
pg.65

pg.80

pg.81
pg.81

pg.82
pg.87
pg.100

pg.103

pg.106

pg.106

pg.109

pg.111

pg.114

XXXV



XXXV1



Tabela 18: Acao de EB sobre as vias da atividade secretora

Tabela 19: Parametros hematolégicos de ratos Wistar (machos
e fémeas) apds 28 dias de tratamento com EB.

Tabela 20: Parametros bioquimicos referentes ao metabolismo
de lipideos de ratos Wistar (machos e fémeas) apds 28 dias de
tratamento com EB.

Tabela 21: Parametros bioquimicos referentes ao metabolismo
hepatico de ratos Wistar (machos e fémeas) apos 28 dias de
tratamento com EB.

Tabela 22: Parametros bioquimicos referentes ao metabolismo
renal de ratos Wistar (machos e fémeas) ap6s 28 dias de
tratamento com EB.

Tabela 23: Quantificacdo microscépica dos vasos sanguineos
nos cortes histologicos do tegumento do dorso de

camundongos.

pg.115

pg.119

pg.120

pg.122

pg.122

pg.128

XXXVil



XXXViil



[ntroducio
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Newman e Cragg, em recente revisdo, verificaram que entre os anos de 1981 e 2011
aproximadamente 75% das moléculas que revelaram potencial terapéutico eram de origem
natural ou produtos de semissintese de produtos naturais ou ainda moléculas sintéticas com
grupos farmacéforos que mimetizam as moléculas naturais ou capazes de competir com
produtos naturais pelo sitio de acdo. (Newman e Cragg, 2012).

O Brasil, com seu vasto patrimbnio genético e sua diversidade cultural, tem a
oportunidade para estabelecer um modelo de desenvolvimento préprio e autbnomo na area
de plantas medicinais e fitoterapicos, que prime pelo uso sustentavel da biodiversidade,
respeite principios éticos. Para tanto, é essencial que sejam implementadas medidas
relacionadas ao vinculo entre o acesso ao patrimdnio genético e o procedimento de pedido
de patentes.(Brasil,2006)

Neste contexto, a pesquisa de novos produtos oriundos da grande biodiversidade
brasileira revela-se uma oportunidade impar para o desenvolvimento proprio soberano na
area de saude.

Dentre as patologias que acometem a humanidade, a preocupag¢do com o tratamento
de Ulceras cutaneas esta presente na histéria da humanidade desde a antiguidade. Partes de
plantas e/ou seus extratos foram utilizados por muito tempo nos curativos até serem
substituidas por produtos a base de iodo, cloro, enzimas e compostos isolados de plantas (e
posteriormente sintetizados) como a alantoina (Ferreira et al, 2008).

Mesmo com essas alternativas, € muito comum o uso de extratos de plantas
medicinais em varios paises, para o tratamento de feridas e queimaduras. Varios estudos
farmacolégicos empregando plantas medicinais de uso tradicional relatam a cura em
diferentes modelos de cicatriza¢do, ressaltando a viabilidade para o desenvolvimento de um
fitoterapico para uso em cicatrizacdo e que seja aceito globalmente (Thakur et al, 2011).

Além disso, crescem também as investigagdes de extratos vegetais que auxiliem no
processo cicatricial, principalmente de Ulceras causadas pela complicagdo da diabetes e
conhecida como pé diabético (Chan et al, 2009).

A ampliagcdo das opcdes terapéuticas ofertadas aos usuarios do Sistema Unico de
Saude (SUS), com garantia de acesso as plantas medicinais e fitoterdpicas, com seguranca,
eficacia e qualidade, nos diferentes niveis de complexidade do sistema, € uma importante
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estratégia, com vistas a melhoria da atencao a saude da populacédo e a inclusao social.
(Brasil, 2006).

Em Campinas, o tratamento de feridas com pomadas fitoterapicas, produzidas com
extratos de plantas, tais como os extratos de caléndula, babosa, hamamelis, camomila, ou
com pomadas a base das enzimas papaverina e/ou bromelina, se tornou prioritario,
principalmente em pacientes com dificuldades no processo cicatrizante, tais como doencgas
metabdlicas, que estdo acamados e/ou cadeirantes (Pimentel, 2001). Fundada em setembro
de 2004, a Botica da Familia, atualmente, manipula mais de 7 mil férmulas por més, em
média, para atender 74 unidades de salude com medicamentos fitoterapicos. A farmacia
trabalha com 13 plantas que compdem 31 formulagdes farmacéuticas que sao dispensadas a
mais de 10 mil pessoas que se utilizam da fitoterapia como opc¢ao terapéutica no Sistema
Unico de Satde de Campinas (Ribeiro, 2012).

Em fevereiro de 2009 foi publicado a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
interesse ao SUS (Renisus). A Renisus €& constituida por plantas nativas ou exoéticas
adaptadas, amplamente utilizadas pela populacdo brasileira e que ja apresentam alguma
evidencia para indicacao na atencao basica de saude. Ainda assim, muitas dessas espécies
necessitam de estudos complementares para confirmagao de eficacia e seguranga. (Brasil,
2009)

Dentre as espécies incluidas nesta lista, encontra-se a espécie vegetal Arrabiadaea
chica (Humb. & Bonpl.) Verlot que € encontrada em todo territério nacional. Varias
populagdes indigenas que vivem na floresta Amzénica utilizam o pigmento vermelho extraido
das folhas de A. chica para pintar a pele. Uma ampla revisdo da bibliografia indicou que este
género € fonte de antocianinas, flavonas e flavonoides. (Harborne, 1967; Takemura 1995;
Zorn, et al, 2001; Devia, et al, 2002; Alcerito, 2002; Pauletti et al, 2003; Amaral et al 2012).

Varios efeitos bioldgicos e farmacoldgicos tém sido relatados para diferentes extratos
e fracdes preparados a partir das folhas de A. chica, entre os quais encontram-se relatos de
efeitos hepatoprotetor (extrato hidroetandlico) (Ho6fling et al.,2010); antimicrobianos (extrato
diclorometano) (Oliveira et al., 2009).; cicatrizagcdo de feridas de pele e tenddo (extrato
etandlico)(Jorge et al.,2008; Aro et al.,2012) e anti-inflamatérios (extrato aquoso) (Medeiros
et al.,2011) e antioxidante (fracédo cloroformica) (Dos Santos et al.,2013).
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Estudos desenvolvidos pelo nosso grupo, no CPQBA-UNICAMP, comprovaram que o
extrato bruto de A. chica induz a proliferacédo de fibroblastos e a sintese de colageno in vitro,
além de apresentar moderada capacidade antioxidante. Modelos de cicatrizacao in vivo,
utilizando Ratos Wistar machos, demonstrou que o extrato bruto de A. chica foi capaz de
reduzir em 96% a area da ferida e as analises histolégicas, deste grupo, demonstraram uma
maior quantidade de colageno depositado (Jorge et al,2008). Além disso, quando
incorporado a base semi-so6lidas observou-se a manutengdo da atividade cicatrizante
(estimulo a proliferacao de fibroblastos e a sintese de colageno) do extrato bruto de A. chica
em modelos de cicatrizacao in vivo (Sousa, 2013). Mais ainda, os estudos de mecanismo de
citoprotecao in vivo, utilizando Ratos Wistar, em modelos Ulcera gastrica induzida por etanol
comprovaram que esse extrato tem atividade antiulcerogénica (Jorge, 2008).

Por outro lado, a pesquisa e aplicacao de polifendis tém despertado grande interesse
nas industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas devido aos seus potenciais
beneficios para a saude. No entanto, a eficacia dos polifendis depende da preservacao da
estabilidade, bioatividade e biodisponibilidade das substancias ativas. Uma das estratégias
para atenuar essas deficiéncias tem sido a utilizagdo de preocessos de
microencapsulamento dos extratos e/ou fracdes ricos em polifenéis (Fang e Bhandari, 2010).

Em 2010, a ANVISA publicou a RDC N2%14/2010 que dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapico que difere da resolu¢do anterior principalmente no controle de
qualidade de cada etapa da producdo desses medicamentos. Assim, a partir desta RDC, o
registro s6 é permitido desde que seja apresentada comprovacédo de seguranca e eficacia
através de ensaios ndo clinicos e clinicos para a forma farmacéutica especifica que se

pretende registrar (Brasil, 2010).

Considerando o interesse para o SUS no desenvolvimento de medicamentos
fitoterdpicos a base de Arrabidaea chica (Brasil 2009), e tendo como base os resultados
anteriores obtidos para esta espécie (Jorge et al, 2008), a presente tese teve por objetivo a
continuacdo dos estudos sobre Arrabidaea chica Verlot, visando a avaliagdo do extrato bruto
etandlico (EB) em modelos de cicatrizacao, dérmica e gastrica, em ratos diabéticos, assim
como o estudo da influéncia da técnica de microencapsulacdo na preservagao da atividade
cicatrizante, evidenciada através de estudos em cultura de fibroblastos e modelos in vivo de
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Ulcera gastrica. Finalmente, também foi avaliada a toxicidade oral em doses repetidas,

durante 28 dias, do extrato EB em ratos machos e fémeas.
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Objetivos

. Objetivo

Avaliar a capacidade cicatrizante dos extratos em modelo experimental de Ulcera
dérmica em ratos diabéticos.

Objetivos especificos

Microencapsular o extrato bruto de A. chica;

Avaliar a estabilidade quimica e farmacolégica do produto de A. chica

microencapsulado;

Avaliar a capacidade antiulcerogénica dos extratos em animais diabéticos e
normoglicémicos;

Avaliar a toxicidade oral em doses repetidas (28 dias) do extrato bruto em ratos

machos e fémeas.
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1. Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo, correspondendo a 16 % do seu peso, sendo
responsavel por inumeras funcdes vitais, tais como, protecédo, termorregulacao, absorcao
percutdnea, bem como atividade secretora e sensorial. As secregbes sebaceas 4cidas e a
estrutura de superficie da pele sdo agressivas para muitos agentes patégenos (Mabona e
Van Vuuren, 2013). A pele é constituida por duas camadas denominadas epiderme e derme
mantendo-se unida aos érgaos subjacentes através da hipoderme, que nao faz parte da pele
(Figura 1) (Junqueira e Carneiro, 2004).

Figura 1. Anatomia da Pele.

Poro  corpusculo S Loyl
sudnﬂparu de Meissner,
. 5 Iy 3 Camada cornea
Epiderme - _ A : - {queratinizada)

Terminag ?
nervosalivre

Derme Glandula

sudn:ipara

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Artéria

Vela Foliculo piloso

(Fonte: Sistema tegumentar, 2011, disponivel em www.auladeanatomia.com)

1.1. Epiderme
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7

A epiderme é a camada mais externa constituida por tecido epitelial tendo como
principais tipos celulares os melandcitos, as células de Langerhans, célula de Merkel e os
queratindcitos, cujas funcdes sdo presentadas na Tabela 2. Os queratindcitos formam a
maior populacdo e estdo distribuidos em quatro camadas da pele fina (Figura 2 A) e em
cinco camadas na pele espessa (Figura 2 B), os demais tipos celulares estao espalhados

entre os queratindcitos em locais especificos (Junqueira e Carneiro, 2004).

Tabela 1: Tipos celulares da epiderme e suas fungoes.

Tipos Celulares Funcées

Queratindcito Barreira mecéanica, produgdo de citocinas e
sinalizagao celular.

Melandcito Sintese de pigmentos, protecdo contra as agdes
nocivas dos raios UV.

Células de Langerhans Apresentacéo de antigenos.

Células de Merkel Sintese de catecolaminas e sensibilidade tatil.

(Fonte: adaptado de Junqueira e Carneiro, 2004.

Figura 2: Cortes de pele humana.
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(A) (B)
Legenda: Microscopia de Luz. Em (A) podem ser notadas as camadas histolégicas da pele fina (coloragdo HE)
Aumento 400x. Em (B) podem ser notadas as camadas histologicas de pele espessa, evidenciando em azul
claro as fibras colagenas. (coloragao tricrémio) Aumento de 400x (Fonte: Slomianka, 2009).

1.2. Juncao Dermoepidérmica
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A juncao dermoepidérmica, € formada por uma delicada rede de delgadas fibrilas,
denominadas laminas basais constituidas por colageno do tipo 1V, glicoproteinas e
proteoglicanas. As laminas basais participam do processo de reparo, proliferagcdo e migracao
celular, mantém a polaridade e diferenciacdo das camadas celulares da pele e servem como
barreira as metastases tumorais (Oliveira et al, 2002), serve como suporte mecéanico a
epiderme, como estrutura de adesao dermoepidérmica, ligam-se a fatores de crescimento,
influem no metabolismo celular e organizam as proteinas nas membranas plasmaticas de

células adjacentes. (Junqueira e Carneiro, 2004)

1.3. Derme

A derme é constituida por tecido conjuntivo denso, flexivel e elastico, que, tem como
funcdes nutrir e sustentar a epiderme devido a presenca de vasos sanguineos, terminagdes
nervosas e vasos linfaticos. Apresenta apéndices dérmicos como unhas, cabelos e
glandulas. (Junqueira e Carneiro, 2004). O tecido conjuntivo € composto por diversos tipos
celulares residentes como os fibroblastos, macrofagos, mastdcitos, plasmécitos e células
adiposas (Figuras 3 e 4). Os leucécitos (neutrofilos, eosindfilos, linfécitos e basoéfilos) séo
constituintes normais do tecido conjuntivo, vindos do sangue por migragdo através das
paredes de capilares e vénulas (Alberts et al, 2010). O processo de migragdo aumenta com
invasdo de microrganismos, uma vez que os leucocitos séo células de defesa. As fungbes de

cada célula estdo demonstradas na tabela 2.
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Figura 3: Esquema histol6gico do tecido conjuntivo e tecido epitelial de revestimento.
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(Fonte: Alberts et al, 2010)

Figura 4: Corte histolégico de pele fina humana.
o Epiderme

Derme

Legenda: Microscopia de Luz, podem ser notados as camadas histologicas da pele fina, evidenciando na derme

0s vasos sanguineos (coloragdo HE) Aumento 400x.(Fonte: Slomianka, 2009).
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Tabela 2: Tipos celulares da derme e suas fungdes.

Tipos Celulares

Atividade representativa

Funcao representativa

Fibroblastos

Macrofagos

Mastdcitos e Basofilos

Plasmacito
Célula Adiposa

Produgcao de proteinas fibrosas e
substancia fundamental estrutural
Secregcdo de citocinas e outras
moléculas para outras células
Liberagao de moléculas
farmacologicamente ativas

Produgé&o de anticorpos

Estocagem de gordura neutra

Defesa, fagocitose e
apresentacao de antigenos.
Defesa (participagao em
reacdes alérgicas)

Imunologica

Reserva de energia produgéo

de calor
Neutrofilo Fagocitose de antigenos Defesa
Eosinofilo Participagcdo em reagdes alérgicas Defesa Imunolégica
Linfocitos Produgao de células Defesa Imunolégica
imunocompetentes

(Fonte: adaptado de Junqueira e Carneiro, 2004)

A matriz extracelular da derme & composta por liquido tecidual, substancia
fundamental e fibras. A substancia fundamental & formada por glicosaminoglicanas,
proteinoglicanas, glicoproteinas multiadesivas que se ligam a proteinas receptores
(integrinas) nas superficies das células, fornecendo forga ténsil e rigidez da matriz. As fibras
do tecido conjuntivo séo elasticas, reticulares e colagenas. (Junqueira e Carneiro e Carneiro,
2004)

1.3.1 Fibroblastos

Os fibroblastos sdo células pertencentes ao tecido conjuntivo, responsaveis pela
secrecao das macromoléculas da matriz extracelular, como glicosaminoglicanos e proteinas
fibrosas, que incluem colageno, elastina, fibronectina e a lamina, que exercem funcobes
adesivas e estruturais (Alberts et al, 2004).

Quando um tecido é lesado, os fibroblastos proximos proliferam, migram para a regiao
lesada e produzem grande quantidade de matriz rica em colageno (tipos | e lll), que ajuda a

isolar e reparar o tecido lesado. Eles alteram a expressdo génica da actina e adquirem
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algumas das propriedades contrateis das células musculares lisas, auxiliando a aproximar as
margens do ferimento, chamados entdo de miofibroblastos. Esta transformacéo € estimulada
por fatores de crescimento como TNF- a, TGF- a, TGF-B, PDGF, VEGF e IL-I (Tabela 3)
(Campos et al, 2007).

Tabela 3: Principais fatores de crescimento envolvidos no processo cicatricial e suas

funcoes.
Fator de Origem Funcio
Crescimento
[NF-a Mondcitos e linfocitos Proliferacio de fibroblastos.
Quimiotaxia para neutrofilos e
macrofagos
TGF-a Matriz extracelular da Proliferacio celular
ferida cimirgica Estimula a epitelizacio
TGE-p Plaguetas, matriz Mitogénicos para fibroblastos
extracelular da ferida Formacgio de tecido de granulagio
cimirgica
PDGF Plaquetas Quimiotaxia para neutrofilos,
monocitos e fibroblastos.
Proliferacdo de fibroblastos e a
producio de matriz extracelular
VEGF Queratinocitos e Angiogénese e a proliferacio de
macrofagos celulas endoteliais
IL-1 Mononucleares Proliferacdo de fibroblastos

(Fonte: Campos et al, 2007)

1.3.2 Colageno

Os colagenos pertencem a uma familia de proteinas fibrosas encontradas em todos os
animais multicelulares. S&o secretados por células do tecido conjuntivo e por grande
variedade de outros tipos celulares, sendo o principal componente da pele e dos 0ssos
responsavel por 25% da massa proteica total dos mamiferos (Alberts et al, 2004; Pimentel,
2001).

Existem 25 tipos de colagenos, com caracteristicas quimicas e estruturais proprias.
Estas moléculas estdo envolvidas, direta e indiretamente, na adesdo e na diferenciacdo

celular, quimiotaxia e outras fungdes importantes para o desenvolvimento e funcionamento
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do organismo (Tabela 4). Os colagenos mais frequentes na derme sado os do tipo |,
ILHELIV,VVEVIEXIT e XN (Figura 5). (Alberts et al, 2004 ; Pimentel, 2001)

Tabela 4: Tipos de colageno e suas funcoes.

(Fonte: Pimentel, 2001)

As moléculas tipicas de colageno (Figura 5) sédo constituidas por trés cadeias
polipeptidicas a, arranjadas em fita tripla helicoidal resultando em uma estrutura longa e
rigida. Sdo moléculas glicosiladas, sendo a hidroxilacdo da prolina e da lisina essenciais para

sua formacgao e desempenho de suas fungdes (Oliveira Junior et al, 2009).
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Figura 5: Representacao de alguns tipos de colageno presente na membrana basal.
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(Fonte: Oliveira Junior et al,2009)

A hidroxilagao da prolina serve para a estabilidade da estrutura helicoidal e a da lisina
para que ocorra a glicosilagdo, como parte do processo de formacao de ligacdes cruzadas
inter e intra-moleculares, que contribuem para aumentar a capacidade das fibrilas de
colageno de resistir as forgas de tensao (Pimentel, 2001). Estas hidroxilagbes dependem da
presenca de O, a-cetoglutarato e de cofatores, como &cido ascérbico e ion ferroso. A Figura

6 resume varios passos na sintese de colageno (Alberts et al, 2010).
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Figura 6: Eventos intra e extracelulares envolvidos na formagao da fibrila de colageno.

/ ¥ W -
— .I:{ . [ LI ST T P "._

wesiiols beTrele de Bl

i —— O I N (e
A SECREC A

(Fonte: Alberts et al, 2010)

A deficiéncia de éacido ascérbico provoca diminuicdo da quantidade de ligagdes
cruzadas intra e intermoleculares nas fibrilas de coladgeno enfraquecendo os vasos
sanguineos, provocando hemorragias, fragilidade na inser¢cdo de dentes e cicatriz de baixa
qualidade (Pimentel, 2001).

ApGs serem secretadas para o espago extracelular, as moléculas de colageno
reunem-se em polimeros denominados fibrilas de colageno, que sao reforcadas pela
formacdo de ligagdes covalente cruzadas entre as lisinas das moléculas de colageno.
(Alberts et al, 2010). Fatores de crescimento como o IGF-I, que é expresso por células
epidérmicas, macrofagos e outras células inflamatérias apés 1 e 3 dias da lesdo, aumentam
a expressdo da cadeia pro-alfa 1(l), da pro-alfa 1(lll) e do procolageno em cultura de
fibroblastos da derme .(Balbino et al, 2005).

O colageno tipo | forma fibras espessas, mecanicamente estaveis que sao
responsaveis pela resisténcia do tecido as forgas de tenséo. Essas fibras representam 80 a
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90% do colageno da derme. Ja o colageno tipo Il forma apenas fibrilas, estruturas que nao
sao visiveis a coloragdo por hematoxilina-eosina (HE). Essas fibrilas estdo presentes logo
abaixo da membrana basal (ou lamina basal), aparentemente participando da fixacdo da
epiderme a derme. O tipo Ill corresponde entre 8 a 12% do coldgeno dérmico, concentrando-
se na regiao papilar da derme e em contato com estruturas, tais como os vasos sanguineos
(Junqueira e Carneiro 2004; Gartner & Hiatt, 2007; Sampaio & Rivitti, 2007;). Esse tipo de
colageno forma fibras extremamente finas, também denominadas de fibras reticulares e que
nao sao visiveis a coloragcdo HE. Devido ao seu diametro reduzido e a disposicao frouxa,
essas fibras criam uma rede flexivel em 6rgaos que sao sujeitos a mudancas fisioldgicas de
forma ou volume, como as artérias, bago, Utero e camadas musculares do intestino
(Junqueira e Carneiro, 2004).

O colageno tipo IV esta presente nas membranas basais de todos os tecidos. Na pele,
participa da estrutura da lamina densa. O colageno tipo V esta presente na |lamina densa, em
distribuicao paralela ao colageno tipo IV. Também esta presente na pele, ao nivel de fibras
colagenas intersticiais e nas membranas basais dos vasos cutadneos (Junqueira e Carneiro,
2004).

Colageno tipo VI é, também, abundante na pele, sob a forma de microfibrilas,
enquanto o tipo VII é o maior componente das fibrilas de ancoragem, que se estendem da
membrana basal a derme papilar Os colagenos Xll e Xl existem em pequenas quantidades
na pele e suas fungbes ndo sao conhecidas (Sampaio & Rivitti, 2007).

Agentes quimicos, fisicos, microbiolégicos e mecanicos podem causar lesfes
teciduais. A perda da integridade de extensas por¢des de pele pode levar a grande disfuncao
ou mesmo morte. As células do tecido conjuntivo desempenham papel central no suporte e
no reparo de quase todo tecido e érgéo, e a capacidade de adaptacdo de seu estado
diferenciado é uma caracteristica importante das respostas a muitos tipos de lesdo (Balbino
et al 2005).

2. Cicatrizacao
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Cicatrizacao de feridas € um processo bioldgico extremamente dinamico e interativo,
que envolve intera¢cdes complexas de matriz extra celular (MEC), moléculas extracelulares,
de mediadores sollveis, varias células residentes (fibroblastos e queratinécitos) e subtipos
de leucdcitos infiltrantes que, em conjunto, atuam para restabelecer a integridade do tecido
danificado e substituir os perdidos. As trés fases que estdao envolvidas na cicatrizacao de
feridas sdo dividadas em: (l) inflamatéria, (Il) fibroblastica e angiogénica e (lll)
remodelamento (Campos et al, 2007). Este processo € lento e raramente acompanhado por
uma recuperacdo estrutural e funcional completa de funcdées da pele, o que tem
repercussdes na qualidade de vida de milhdes de pessoas em todo o mundo. A pele
geralmente precisa ser coberta por um curativo imediatamente apds ter sido danificada de
forma a melhorar as probabilidades de sobrevivéncia e minimizar a perda das suas fungdes.
A aplicagdo de substitutos de pele tem como objetivos a inibicdo do sangramento, a
prevengcdo de perda de proteina, prevencao de disturbios eletroliticos, bem como para
melhorar a aparéncia estética do local da ferida. Uma compressa para feridas deve ser
biocompativel e biodegradavel, evitar a desidratacéo e possuir boas propriedades mecanicas
para permitir o crescimento celular. Além disso, também deve ser porosa para permitir a
difusdo de nutrientes e residuos. Os curativos modernos sao classificados de acordo com os
materiais utilizados na sua produgcdo como os hidrocoldides, alginatos e hidrogéis. (Ferreira
et al, 2008)

2.1. Fase Inflamatoria

Apo6s o trauma, sdo liberados mediadores celulares, que estimulam liberagdo de
substancias, que desenvolvem o fendémeno inflamatério (histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e tromboxanos, linfocinas, interleucina 1 e 2) (Maldelbaum, 2003).

A ruptura de vasos sanguineos nas lesées é quase que inevitavel, ocorrendo entdo
imediatamente o processo de hemostasia que se inicia com a agregacao plaquetaria para
evitar grandes perdas sanguineas. O colageno subendotelial exposto € agonista nesta
agregacao plaquetaria. A plaqueta ativada aumenta a acdo da protrombinase, que

transforma a protrombina em trombina, aumentando a adeséo plaquetaria. Estas plaquetas
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liberam fatores de crescimento como o TGF-B e o PDGF, que auxiliam na migracao de
células envolvidas na resposta inflamatéria, com a vasodilatagdo causando dor, calor e rubor
(Balbino, 2005; Maehata et al, 2007).

As células de defesa mais abundantes no sangue sédo os neutréfilos que migram para
formagao de uma barreira protetora contra invasdo de micro-organismos e desbridamento do
tecido necrosado, liberando proteases e espécies reativas de oxigénio (ROS). Um processo
inflamatério exacerbado leva a uma liberacdo exagerada de ROS que prolonga a fase
inflamatéria, dificultando o processo cicatricial (Mensah et al, 2001 e Panchatcharam, 2006).

Os macréfagos acumulam-se no local no segundo dia apo6s a lesdo para auxiliar os
neutrofilos, tendo como principal fungéo a liberacdo de fatores de crescimento e citocinas
essenciais na maturacado da reacao inflamatéria e na iniciacdo do cicatrizante da ferida, ja
que ativa a proliferacao de fibroblastos (Balbino et al, 2005).

2.2. Fase Fibroblastica e Angiogénese

A ativacao de fibroblastos é intensificada com a liberagcdo de mediadores quimicos
pelos macréfagos. Os fibroblastos sdo os principais componentes do tecido de granulagéao
juntamente com as células endoteliais fazendo a reparac¢ao do tecido conjuntivo. (Balbino et
al, 2005).

A fibroplasia, que se inicia juntamente com a neovascularizagéo, € a formagdo do
tecido de granulagdo por macrofagos, fibroblastos e vasos neoformados suportados por uma
matriz frouxa de fibronectina, acido hialurénico e colageno. A neovascularizagao é essencial
para as trocas gasosas e nutricdo das células metabolicamente ativadas. A sintese de
colageno nas paredes dos vasos € essencial para a firmeza e integridade do novo vaso
(Maldelbaum, 2003). Os fibroblastos vao sofrendo modifica¢des fenotipicas com a formagao
de reticulo endoplasméatico rugoso abundante, para sintese proteica e transformagéao final em
miofibroblastos que auxiliam na contracdo da lesdo. No final do processo, a ferida esta
totalmente preenchida pelo tecido de granulagdo, a circulacdo € restabelecida pela
neovascularizacdo e as fibras coldgenas dao a regido lesionada a aparéncia de cicatriz
(Alberts et al, 2004; Pimentel, 2001)
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2.2.1. Angiogénese

Vasos sanguineos surgiram ao longo da evolugcao para carregar oxigénio e nutrientes
para os diversos 6rgaos e tecidos do corpo. A formacédo de vasos sanguineos é um processo
complexo que requer uma harmonia entre numerosos sinais estimulatérios e inibitérios, como
integrinas, angiopoietinas, quimiocinas, moléculas juncionais, sensores de oxigénio,
inibidores enddgenos e muitos outros. Durante a fase de angiogénese, o plexo vascular
expande-se progressivamente por meio do brotamento de vasos e remodelagem em uma
cadeia vascular fortemente organizada e estereotipada de grandes vasos ramificados em

outros menores (Figura 7) (Carmeliet, 2005).

Figura 7. Processo de angiogénese.
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Legenda: Expansao do plexo com proliferagdo e migracao de células, brotamento de vasos sanguineos e

remodelagem. (Fonte: disponivel em www.lucentins.com).

ApGs nascimento, o processo angiogénico s6 ocorre em eventos especificos, como no

desenvolvimento do corpo luteo, no endométrio uterino da fémea, preparando-a para a
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reproducao, no desenvolvimento da placenta durante a gravidez, no processo cicatrizante e

na regeneracao éssea (Cai et al, 2005).

2.3. Fase de Remodelamento

A fase final do processo cicatrizante corresponde a maturacdo e remodelagem da
matriz extracelular. E durante esta fase que a cicatriz adquire sua maxima resisténcia tensil
(Ozgen et al, 2006).

Sinalizadores como IGF-I exercem influéncias sobre os fibroblastos, estimulando a
deposi¢ao de colageno para proporcionar o surgimento das primeiras fibras colagenas do
tipo |. Este processo envolve etapas sucessivas de producao, digestdo e orientagcdo das
fibras de colageno. A deposicdo de colageno é feita de maneira aleatéria tendo como
orientacdo a fibronectina e dependente da natureza e diregcdo das tensdes aplicadas ao
tecido. Repeticbes sucessivas da lise, ressintese, redirecionamento e religacdo formam
fibras maiores de colageno e resultam numa configuracdo mais regular da cicatriz. Isso
aumenta a sua resisténcia devido a organizacao das fibras acompanharem as forcas
mecéanicas exercidas sobre o tecido durante a atividade normal. Este processo ocorre
lentamente, levando meses ou anos, sendo que uma cicatriz madura tem 70% da resisténcia

da pele normal (Balbino et al,2005).
3. Diabetes X Cicatrizacao

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define o Diabetes mellitus como uma sindrome
de etiologia multipla, decorrente da falta de insulina e/ou incapacidade da insulina exercer
adequadamente suas acbes, caracterizada pela hipoglicemia crénica e alteragbes no
metabolismo dos carboidratos, dos lipideos e das proteinas. Os sintomas caracteristicos sao:
polidipsia, poliuria, borramento da viséo e perda de peso (Miranzzi et al, 2008).

A insulina é o horménio anabdlico mais conhecido e € essencial para a manutengéao da
homeostase de glicose e do crescimento e diferenciagédo celular. Esse hormdnio é secretado
pelas células das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de
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glicose e aminoacidos apds as refeicdes. A insulina regula a homeostase de glicose em
varios niveis, reduzindo a producao hepatica de glicose (via diminuicao da gliconeogénese e
glicogendlise) e aumentando a captacao periférica de glicose, principalmente nos tecidos
muscular e adiposo. A insulina também estimula a lipogénese no figado e nos adipécitos e
reduz a lipdlise, assim como aumenta a sintese e inibe a degradacéao proteica (Cavalheira et
al, 2002).

Em patologias como a diabetes, o aparecimento de neuropatia diabética pode levar a
ocorréncia de ulceragdes nos pés (pé diabético) em consequéncia da disfuncado endotelial
que impede uma acao eficaz dos mediadores da inflamagéo. (Kakizawa et al, 2004).

Aproximadamente 15% de todos os pacientes com diabetes, em algum momento, tém
feridas que ndo cicatrizam apesar do tratamento com insulina e dieta cuidadosamente
controladas, sendo a principal causa de amputacdo de membros inferiores. E bem conhecido
que os mecanismos celulares e moleculares que resultam na cicatrizacdo de feridas
envolvem a adesdo celular, a migracdo, proliferacdo diferenciacdo e apoptose.
Anormalidades como a diminuicdo da produgdo do fator de crescimento,, da resposta
angiogénica, da funcdo dos macréfagos, diminuicdo da sintese de colageno, alteracdes da
barreira epidérmica, e da proliferacao e migracao de fibroblastos e queratinécitos contribuem
para a ndo cura da ferida, (Lima et al, 2012).

Falta de insulina ou acdo da insulina absoluta ou relativa contribui para problemas de
cicatrizagdo das feridas no diabetes. Alguns estudos demonstraram que o uso de insulina
topica, acelera a cicatrizagao de feridas na pele de ratos diabéticos e seres humanos. Sabe-
se que a insulina estimula o crescimento e desenvolvimento de diferentes tipos de células,
afeta a proliferacdo, migracao e secrecao realizadas pelos queratindcitos, células endoteliais
e fibroblastos (Figura 8) (Lima et al, 2012). Estudos recentes demonstraram que uso topico
de insulina, em feridas, aumentou a expressdo de VEGF, demonstrando uma inter-relagao da

via de sinalizacao da insulina e os fatores de crescimento (Lima e Araujo, 2013).
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Figura 8: Efeitos da Insulina no mecanismo celular e molecular na cicatrizacao.
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Legenda: a insulina sinaliza a ativagdo de receptores de proteinas envolvidas no processo

cicatricial como receptor de insulina (IR) / SHC / ERK(Proteina Quinase com Atividade Mitogénica) e

IR/IRS (Substrato do Receptor de Insulina) /PIBK/AKT (Serine Treonina Quinase). No lado superior

direito, a ativagdo da AKT aumenta o Fator de Crescimento Endotelial vascular (VEGF) por meio de

mecanismos pods- transcricional em queratinécitos. (Fonte: Lima et al, 2012).

. Ulcera Gastrica

O estbmago é o érgéao que possui 0 ambiente proprio principalmente pela quantidade

elevada de &cido cloridrico, que mantém o pH entre 0,9 e 2,0. Essa acidez, além de

participar da digestdo, desempenha papel de extrema importancia impedindo a entrada de

muitos micro-organismos e, portanto, protegendo o organismo de agentes infecciosos. No

entanto, isso faz com que as mucosas estomacal e duodenal fiquem expostas a acédo do

acido e da pepsina, responsaveis pelo inicio do processo de digestdo (Bighetti et al, 2002).

Ulceras pépticas sao lesdes do epitélio gastrointestinal que atingem a muscular da

mucosa (Figura 9), sao classificadas de acordo com sua localizagdo em gastricas ou

duodenais, sendo histologicamente semelhantes (Guyton,2006).
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Figura 9: Regides do estbmago e sua estrutura histolégica.
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(Fonte: Curi e Procopio, 2009).

Mesmo com a marcada redugdo em sua incidéncia nas Ultimas décadas, a doenca
ulcerosa péptica ainda permanece como uma das doengas com maior prevaléncia em todo
mundo, sendo que algumas de suas complicacbes, como sangramento e perfuragédo, ainda
s&o causa importante de morbimortalidade. O tratamento cirdrgico, mesmo substituido quase
na sua totalidade pelas terapéuticas clinicas, ainda é empregado em numero ndo desprezivel
de pacientes. Contudo, levantamentos recentes confirmam a percepg¢do de que existe um

despreparo na formacédo da nova geracao de cirurgides, a qual realiza em média menos de
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um procedimento para o tratamento da Ulcera péptica durante a residéncia médica nos
Estados Unidos. Apesar de ser uma entidade clinica reconhecida desde a antiguidade,
somente durante as ultimas décadas do século passado ocorreram avancos que modificaram
profundamente a compreensao e o melhor entendimento da doenga e possibilitaram seu
tratamento de uma maneira adequada. Apés a elucidacédo dos efeitos do acido cloridrico no
estbmago humano, a importancia de seu controle foi mais estudada e os métodos de
tratamento foram baseados para diminuir a exposicdo da mucosa gastrica ao acido. Essa
crenca era validada pela elevada taxa de cura da doenca apds o tratamento cirurgico e pela
eficacia terapéutica com o uso de antiacidos isolados, bloqueadores H-2 e bloqueadores da
bomba de prétons. A identificacao e isolamento do Helicobacter pylori (HP) proporcionou um
enorme desenvolvimento no conhecimento acerca da Ulcera péptica. A infeccao gastrica pelo
HP é hoje responsavel por mais de 95% dos casos de Ulcera duodenal e 80% dos portadores
de Ulcera gastrica. O uso de anti-inflamatérios constitui a segunda causa, especialmente na
populacdo mais idosa e, mais raramente, outras etiologias podem estar associadas como
gastrinoma (Sindrome de Zollinger-Ellisson) e forma duodenal da doenga de Crohn
(Federacao Brasileira de Gastrenterologia, 2003; Motilva et al, 2005; Pajares & Gisbert,
2006;.Toneto et al, 2011).

A relevancia do estudo desta doenga pode ser representada pelos homenageados

com o prémio Nobel por pesquisas na area (Tabela 5).

Tabela 5: Vencedores do Prémio Nobel de Medicina na area da gastroenterologia.

Ano Trabalho

1904 — Ivan Pavlov Contribuigdo para a compreensio
da fisiologia da digestio.

1988 — Sir James Whyte Black  Identificaco da presenca de
receptores da histamina nas
células parietais e o
desenvolvimento de substincia
bloqueadora desses receptores,
inibindo a secrecfo acida.

2005 — Barry Marshall e Descoberta do Helicobacter pylori
J. Robin Warren e seu papel na gastrite e tlcera
péptica.

(Fonte: Toneto et al, 2011).
4.1. Secrecao Gastrica
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A secrecdo acida gastrica é regulada por mecanismos centrais e periféricos. A
regulacdo central envolve a estimulacdo vagal pelo sistema nervoso central (mediada por
receptores muscarinicos M+) e consequente liberagdo de neurotransmissores das fibras pés-
ganglionares no epitélio gastrico. A regulacao periférica, por sua vez, compreende 0s
eventos de exocitose em células endécrinas gastricas e intestinais, estimuladas

principalmente pela histamina, acetilcolina e pela gastrina (Goodman & Gilman, 2012).

4.2, Mediadores da Defesa Gastrica

Dentre os mediadores enddgenos relacionados a defesa gastrica destacam-se as
prostaglandinas (principalmente PGE> e PGly), o éxido nitrico, os neuropeptideos (CGRP) e
as taquicininas (substancia P, neurocinina A-NKA). As prostaglandinas sido eicosanoides
sintetizados a partir do acido araquidénico pela agao das cicloxigenases. Sao encontradas
em altas concentragcdes no trato gastrointestinal e sdo capazes de aumentar o fluxo
sanguineo, estimular a sintese de muco e bicarbonato, promover a manutencao dos grupos
sulfidrilicos, bem como reduzir a secrecao acida gastrica e a motilidade gastrica (Martin &
Wallace, 2006).

O oxido nitrico (NO) é sintetizado a partir dos atomos de nitrogénio no terminal
guanidina da L-arginina. Existem duas classes de enzimas que estdo envolvidas em sua
sintese, a saber, a NO sintase constitutiva (com atividade calcio-dependente) e a NO sintase
induzivel (com atividade independente de calcio). A primeira esta presente em altas
concentragbes na mucosa gastrica, em diversos tipos celulares, tais como células produtoras
de muco, musculo liso, corpos celulares de neurbnios do plexo mioentérico e células
endoteliais. O NO participa nos processos fisiolégicos desse 6rgao, na secre¢cao de muco e
bicarbonato, regulagdo do fluxo sanguineo, modulagdo do tdnus muscular e regulacdo da
secrecdo 4cida gastrica, porém altas concentragdes de NO produzidas pela acdo da NO
sintase induzivel sdo lesivas a mucosa gastrica. (Wallace, 2006).

No sistema digestivo a atuagdo de horménios e neurotransmissores que atuam
também em outras fungcées no organismo sendo que drogas que interagem com alguma

dessas substancias podem também exercer outras fungdes no organismo. Dessa forma,
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modelos experimentais utilizando o sistema digestorio, ou partes dele, podem ser de grande
utilidade para a descoberta de novas drogas (Carvalho, 2008).

A Divisdo de Farmacologia e Toxicologia (CPQBA/Unicamp) utiliza modelos
experimentais de Ulcera gastrica e de secrecdo estomacal, pois sdo modelos de custos
relativamente baixo que necessitam basicamente de animais de laboratério e alguns

reagentes.

5. Fitoterapicos
5.1. Processo de secagem e microencapsulacao por Spray Dryer de extratos

brutos de plantas

A crescente utilizacdo dos fitoterapicos despertou a preocupacdo quanto a sua
eficacia, pois o processamento inadequado das plantas pode ocasionar perda de moléculas,
implicando perda da atividade farmacolégica. A vida Gtil do extrato também é limitada pela
exposi¢cdo ao oxigénio, umidade e luminosidade. Uma alternativa Gtil no prolongamento do
tempo de estocagem de produtos alimenticios e farmacéuticos sem perdas de sua atividade
€ a microencapsulagdo por atomizagdo que, apesar do aquecimento, ndo destroi seus
componentes em razdo do curto tempo de exposigao ao calor (Rodrigues, 2004).

No Brasil ha registrados de 512 medicamentos fitoterapicos, sendo mais de 70%
formas farmacéuticas solidas. Estes produtos sdo constituidos na maior parte por extratos
secos, tendo como vantagens a maior estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica,
facilitando a padronizacdo, aumentando a concentracdo de compostos ativos propiciando
maior quantidade de formas farmacéuticas sdlidas. Entre os procedimentos de secagem,
destaca-se a técnica de secagem por aspersao (spray drying) (Oliveira e Petrovick, 2010).

O Spray drying dentro do avango das tecnologias de secagem, é responsavel pelo
crescimento fitofarmacéutico, pois facilita a manipulacdo e doseamento dos extratos secos.
Além disso, facilita a microencapsulagdo de produtos, que dependendo do material
polimérico utilizado favorece a liberagdo controlada de um farmaco, aumentando sua

eficiéncia. Essa propriedade foi verificada por Haindong et al(2012) no extrato
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microencapsulado de folhas de Ginkgo biloba, utilizando como material de parede
maltodextrina /goma ardbica e proteinas de soja onde observou o aumento nas propriedades
farmacolégicas do produto.

O encapsulamento por atomizacdo € um método econbmico para preservacao dos
pigmentos antocianicos. O material de revestimento mais empregado para o encapsulamento
para essa classe de compostos, para uso em alimentos sdo as gomas (Cavalcanti et al.
2011).

A goma-ardbica é uma substancia de cor amarelado a cinza claro, com boa
solubilidade em agua (aproximadamente 500 g/I) A composicdo quimica da goma-arabica é
um polissacarideo com quantidades variaveis de D-galactose, L-arabinose, L-ramnose e
alguns acidos derivados, como o &cido D-glucorénico e o 4-O-metil-D-&cido glucorénico e
multiplas glicoproteinas (Robbers et al. 1997).

As gomas mais utilizadas industrialmente sdo: amido, derivados de celulose, goma
guar, goma arabica (Acacia sp), goma ghati (Anogeissus latifolia), caraia (Sterculia urens),
tragacanto (Astragalus sp), gelana e agar. Entretanto a busca de novas gomas com
propriedades especiais tem despertado interesse da comunidade cientifica como a de
exsudatos de arvores de clima tropical, como a goma de cajueiro. (Cunha et al. 2009).

5.2. Estabilidade dos Fitoterapicos

Testes de estabilidade de formulagbes fitoterapicas sdo de extrema importancia para
determinar as condigbes de estocagem de extratos ou fitoterapicos, garantir o tempo de
validade dos mesmos, pois devido a multiplicidade das moléculas, as formulacoes
fitoterapicas possuem uma maior tendéncia para alteragdes fisico-quimicas (Kopleman e
Ausgsburger, 2001).

A Agéncia Nacionla de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define medicamento como sendo
um produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado, com finalidade profilatica,
curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico. O medicamento pode ser a associacao de um
ou mais principios ativos, com um ou mais excipientes e/ou veiculos, que apresentam

energia interna reagindo entre si, mediados ou ndo por fatores intrinsecos, relativos a
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formulacdo (hidrélise, oxidacao, fotdlise, pH, tamanho da particula e incompatibilidade) e
extrinsecos, relativos a fatores ambientais (temperatura, umidade, gases atmosféricos e
radiacdes) (Rodrigues, 2007).

No estudo de estabilidade de fitoterapicos, devem ser cuidadosamente avaliados
alteracdes nas coloracdes, odores e sabores. (Veiga, 2005).

A estabilidade é um parametro essencial para avaliar a qualidade, seguranca e
eficacia de um produto farmacéutico ao longo do seu prazo de validade. A estabilidade de
farmacos e medicamentos é a extensdo em estes retém, dentro do prazo de validade, as
mesmas propriedades e caracteristicas que possuem na ocasidao em que foram fabricados
(Ansel, 2000).

As diretrizes do ICH (Conferéncia Internacional de Harmonizacdo dos Requisitos
Técnicos para o Registro de produtos Farmacéuticos para Uso Humano), e normas
publicadas pela ANVISA, exigem que o planejamento do estudo de estabilidade contemple
avaliacboes de parametros quimicos (através de doseamento do teor, impureza e produtos de
degradacao.), fisica e fisico- quimicas (aspecto, cor, odor, valor de pH e viscosidade),
microbiolégicos e biolégicos (garantir a esterilidade ao crescimento microbiologico e a
eficacia dos agentes antimicrobianos, quando presentes) e manter o efeito terapéutico
inalterado. (ICH, 2003; Brasil, 2005)

Para o procedimento dos ensaios de estabilidade realizados no Brasil, de zona
climatica 1V, as industrias farmacéuticas seguem a RE n® 1/2005 da ANVISA, que devem ser
realizados em camara climatico com controle rigoroso de umidade e temperatura, sao
definidos em trés tipos de estudos: Estudo de Estabilidade Acelerada armazenamento
durante 180 dias a temperatura de 40°C + 2°C / 75% UR % 5% UR, Estudo de Estabilidade
de Longa Duracdo 12 meses: Estudo de Estabilidade de Acompanhamento: estudo é
realizado 30°C £ 2°C / 75% UR * 5% UR ((Brasil, 2005).

Produtos fitoterdpicos como 6leos vegetais, folhas e ou extratos, por exemplo, podem
ndo resistir as condicdes de armazenamento definidas para o estudo de estabilidade
acelerado da ANVISA. Formulagbes que contenham como veiculo agua, permite que o
farmaco fique mais vulneravel a diversas reagdes quimicas de degradacao, incluindo

hidrolise, oxidacado, complexacao e polimerizagéo (Ferreira, 2008).
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Variaveis relacionadas a formulacdo, ao processo de fabricacdo, ao material de
acondicionamento e as condi¢cdes ambientais e de transporte, assim como cada componente
da formulacéo seja ativo ou néo, podem influenciar na estabilidade do produto (lsaac et al,
2008).

6. Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot

A espécie Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot, conhecida popularmente como
pariri, crajiru, puca-panga, coapiranga, chica ou cip6-cruz é nativa em todo territério brasileiro
e muito comum na Floresta Amazénica. Pertence a familia Bignoniaceae, que compreende
120 géneros com cerca de 800 espécies, distribuidas pelas regides tropicais da América do
Sul e da Africa (Jorge, 2008). No norte do Brasil, A. chica é usada em tatuagens pelos indios
devido aos pigmentos vermelhos extraidos de suas folhas (Figura 10) As folhas submetidas a
fermentagcdo e manipuladas como as anileiras (Indigofera spp.) fornecem matéria corante
vermelho-escuro ou vermelho-tijolo. Algumas tribos preparam uma infusdo das folhas para o
tratamento de conjuntivite aguda, e uma pasta, na forma de cataplasma, contra ataque de
insetos. Ha ainda relatos populares das atividades anti-inflamatéria, antimicrobiano,
cicatrizante, antifungica e para anemia e diarréia sanguinolenta (Taffarello et al, 2013).
Figura 10: Folhas de A. chica.

Ea - - N -

Fonte: Campo experimental CPQBA/UNICAMP Monteiro, K.M.

Chapman et al, 1927, descreveu a presenga das 3-deoxi-antocianidinas (Figura 11),
responsaveis pela coloragdo vermelha do extrato, isoladas posteriormente por Zorn et al,
2001.
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Figura 11: Estrutura quimica das 3-deoxi-antocianidinas isoladas de A.chica.

OH H H
OH O OH OCH,
+ + ye
HO O\ O HO O O\ HO O O\
=
HO Z HO HO Z
OCH,4 OCHj; OCH,4
(1) (@) (©)
Legenda: 1.(6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio), 2. (6,7,4’-trihidroxi-metoxiflavilio) e 3.carajurina (6,7-
dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio). (Fonte: Taffarello et al, 2013).

Estudos posteriores resultaram no isolamento de antocianinas, fito-esteréis, 7,4’-di-
hidroxi-5-metoxiflavona e 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavona (carajuruflavona) (Takemura
et al,1995), Zorn et al, 2001 identificou a presenca de Acacetina; a atividade antifingica e
tripanocida em A. chica foi verificada por Barbosa et al (2008), que também identificou os
seguintes compostos: campferol , vicnina A e 4’hidroxi 3,7 dimetoxiflavona. Em 2012 o
isolamento e caracterizacdo de luteolina foram realizados por do Amaral et al verificando

atividade antimicrobiana, diurética e antioxidante (Figura 12).
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Figura 12: Estrutura quimica das substancias isoladas de A.chica.
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(Fonte: Takemura et al, 1995; Zorn et al, 2001; Barbosa et al, 2008; Amaral et al, 2012)

As 3-Deoxiantocianinas € uma classe considerada rara de pigmentos vegetais cuja as
agliconas, ao contrario de antocianinas, falta um grupo OH na posigao C-3. Esta diferenca
estrutural simples, no entanto, concede a elas diferentes propriedades bioquimicas. Por
exemplo, esses compostos sao conhecidos por serem altamente estaveis a variagdo do pH
quando comparados com as antocianinas (Awika et al, 2004). Esses compostos foram
também recentemente demonstrados ser mais citotdxicos para as células cancerosas do que
0os seus andlogos de antocianidina (Shih et al, 2007). Assim, estes pigmentos raros
apresentam uma excelente oportunidade para o uso como corantes naturais (Awika, 2008).

Hou et al. 2004, estabeleceu uma relacdo entre atividade biologica e estrutura quimica
de antocianidinas. Estes autores relataram que a substituicdo no anel B da antocianidinas
afetava sua habilidade de suprimir a carcinogénese. Tais relatos sugeriram que as 3- deoxi-

antocianidinas poderiam possuir propriedades biolégicas Unicas, devido a sua estrutura.

12



Revisio Bibliografics

Entretanto, ainda é necessario mais estudos que evidencie melhor a relacao das 3-deoxi-
antocianidinas e sua atividade farmacolégica.( Awika et al. 2004)

Visando a padronizacdo da matéria prima e exploracdo sustentavel da espécie A.
chica, foi realizado estudo no CPQBA-UNICAMP (Centro de Pesquisas Quimicas, Biologicas
e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas) identificando marcadores microssatélites
para caracterizacdo genética de exemplares dessa espécie disponivel no banco de
germosplasma (Figueira et al, 2010).

As espécies pertencentes ao género Arrabidaea sao usadas na medicina tradicional
para assepsia de feridas e tratamento de desordens intestinais (Corréa, 1926). Pauletti, et al.
(2003) descobriram novas glicosilxantonas isoladas do caule de Arrabidaea samydoides que
apresentaram propriedades antioxidantes. Alcerito et al. (2002) isolaram quatro flavondides
com atividade antifingica das folhas de A. brachypoda.

Estudos desenvolvidos pela nossa equipe, no CPQBA-UNICAMP, comprovaram que o
extrato bruto de A. chica induz a proliferacao de fibroblastos e a sintese de colageno in vitro,
além de apresentar moderada capacidade antioxidante. Modelos de cicatrizacao in vivo,
utilizando Ratos Wistar machos, demonstrou que o extrato bruto de A. chica foi capaz de
reduzir em 96% a area da ferida e as analises histologicas, deste grupo, demonstraram uma
maior quantidade de colageno depositado (Jorge et al.,2008). Os estudos de mecanismo de
citoprotegéo in vivo, utilizando Ratos Wistar, em modelos uUlcera gastrica induzida por etanol
comprovaram que o extrato tem atividade antiulcerogénica (Jorge, 2008).

Recentemente, dentro da nossa equipe de trabalho foi verificado que o extrato bruto de
A.chica, seco por atomizacdo, favoreceu a cicatrizagdo de tenddes calcaneos em modelo
animal (Aro et al., 2012). Também observamos a atividade da extracdo enzimatica sobre a
proliferacdo de fibroblastos e células tumorais humanas (Taffarello et al, 2013), bem como a
manutencdo da atividade cicatrizante do extrato bruto de A. chica quando incorporado a
bases semi-solidas (Sousa, 2013).
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1. Estudo Fitoquimico

Estes estudos foram realizados na divisdo de fitoquimica, do CPQBA-UNICAMP,
juntamente com a doutoranda llza Maria de Oliveira Sousa, sob supervisdo da Profa. Dra.
Mary Ann Foglio.

Foram utilizados solventes grau analitico e grau cromatografico. O adsorvente
utilizado foi celulose microcristalina (Avicel®) para cromatografia Merck102330-0500,
cartucho C18 stract Phenomenex. As analises por cromatografias em camada delgada
(CCD) foram efetuadas em cromatofolha de aluminio, silica gel 60 Fas marca Merck
10005554. A deteccao dos compostos foi feita sob lampada UV a 254 e 366nm. Foram
realizadas analises por cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD)
marca Shimadzu.

As embalagens utilizadas para os testes de estabilidade foram potes brancos de boca

larga de polietileno com tampas do tipo rosca.
1.1. Obtencao do material vegetal

O material vegetal de A. chica utilizado neste estudo foi coletado no Banco de
Germoplasma CPQBA/ UNICAMP localizados no municipio de Paulinia (22° 45’ 00”Sul e
47°10’21”Oeste), estado de Sao Paulo. Espécimes de Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.).
Verlot foram introduzidas no campo experimental do CPQBA/Unicamp em 2005, exsicatas
das espécies estdo depositadas no Herbario do CPQBA/Unicamp, identificadas pela Dra.
Glyn Mara Figueira.

Foram coletadas folhas das partes inferior, média e superior ao redor da trepadeira,
procurando-se obter uma quantidade equivalente de folhas das diferentes partes da planta
(Figura 13). Para este estudo foram coletadas folhas da exsicata1865 de A. chica.
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Figura 13: Exemplar de Arrabidaea chica, cultivado no campo experimental do
CPQBA/UNICAMP.

Fonte: Campo experimental CPQBA/UNICAMP Monteiro, K.M.

1.2. Preparacao de Extratos Vegetais

1.2.1. Secagem e moagem do material vegetal

As folhas foram secas durante 48 horas em estufa a 40°C, com ventilagao forgada,
marca Fabbe, e posteriormente moidas no moinho tipo martelo marca Stephen, modelo UM
40 com peneira de 40 mesh. O material seco e moido foi embalado (figura 14) em laminado
composto por filme interno de polipropileno, revestido por uma camada aluminio opaca, com
a finalidade de proteger da acédo deteriorante proveniente da luminosidade externa luz,
oxigénio e umidade. esse processo foi realizado no Instituto de Tecnologia em Alimentos
ITAL Campinas.
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Figura 14: Embalagem contendo 1kg de planta moida empacotada a vacuo.

(Fonte: Acervo laboratério de Fitoquimica CPQBA)

1.3. Extracéao de A. chica

A extracdo de A.chica foi realizada com folhas coletadas em abril 2010, moidas e
embaladas a vacuo. A metodologia do processo de extragdo seguiu o protocolo descrito por
Oliveira et al, 2001.

Trés quilogramas do material vegetal seco e moido foi transferido para um tanque com
capacidade de 50 L, juntamente com solugao etanol/H>0 70/30,(etanol comercial CHEMCO),
acidificada com 0,3% de acido citrico (marca Synth), na propor¢cao de 1:5. Esse processo,
com duragcdo de 90 minutos, foi repetido por 3 vezes. Apos filtragdo, sob vacuo e com
protecdo da luz, o extrato bruto foi concentrado sob vacuo até reducdo de 80% do volume
final e a seguir, neutralizado com hidroxido de aménio marca Merck para um pH entre 6,5 e
7,0. O extrato concentrado e neutro foi dividido em duas aliquotas, sendo uma seca em spray
dryer e a outra microencapsulada com goma arabica em spray dryer (Figura 15).
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Figura 15: Processamento de extracdo de A.chica em planta piloto.

1.4. Condicoes do Spray Dryer para processar os extratos brutos de
Arrabidaea chica Verlot.

Estes estudos foram realizados na Divisao de Fitoquimica do CPQBA, sob supervisao
do prof. Dr. Rodney Alexandre Ferreira Rodrigues.

1.4.1. Extrato Bruto (EB)

As condicdes operacionais utilizadas estdo descritas na Tabela 6. O processamento
foi realizado nitrogénio liquido e o material obtido foi analisado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (UV) (HPLC-DAD) para a determinagao da
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influencia desse processamento na concentragcdo das trés deoxiantocianinas. Para a
atomizacgao, foi empregado um mini spray drying modelo B-290 de com /loop inerte B-295,
fabricado pela Buchi, Suica.

Tabela 6: Condigdes do processamento de secagem por spray drying do EB.

Variaveis Valores pré determinados
Solvente do extrato Etanol:H;O
Proporcao Etanol: H.O 70:30
Temperatura do ar de entrada (°C) 90
Temperatura de unidade de refrigeracao (°C) 10

Vazao de bombeamento do liquido (mL/min) 20

Vazao de nitrogénio (L/h) 600

Bico injetor (mm) 2,2

Excipiente sem excipiente

1.4.2. Extrato Bruto Microencapsulado (EBM) -Microencapsulacao por
Atomizacao

Inicialmente foi determinado o residuo seco do EB, em estufa. Esse valor foi utilizado
para o calculo da quantidade necessaria de agente encapsulante, respeitando a condi¢édo
ideal a proporcéo 4:1 (p/p) de agente encapsulante e extrato respectivamente (Tabela 7). O
agente encapsulante utilizado foi a goma arabica (marca Synth) (Rodrigues, 2004).

O EB foi adicionado ao agente encapsulante (goma arabica em agua) na propor¢cao
descrita na tabela 7, esta solucéo foi homogeneizada no dispersor marca Quimis modelo Q-
252-28 por aproximadamente 3 minutos na rotacdo 14000 rpm. Para o
microencapsulamento, a solugcao processada em pray drier em condicbes descritas na
Tabela 8.
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Tabela 7: Proporcao de EB incorporado em goma arabica.

EB Volume Polimero Massa de polimero

38,6 (9) 1,2 (L) Goma arabica 193,2 (9)

Tabela 8: Condi¢des do processamento de microencapsulagéo por spray drying do EB.

Variaveis Valores pré-determinado
Extrato bruto seco: matriz encapsulante (p/p) 20:80

Solvente H.O
Temperatura do ar de entrada (°C) 160
Temperatura de unidade de refrigeracao (°C) 10

Vazao de bombeamento do liquido (mL/min) 20

Vazao de nitrogénio (L/h) 600

Bico injetor (mm) 2,2

Os pesa-filtros foram mantidos em estufa (Precision modelo 28), a 105°C por 1 hora,
transferidos para um dessecador a temperatura ambiente até observar peso constante. Em
seguida foram pesados em balanga analitica (Mettler AB204). Nestes pesa filtros foram
pesados 1,0 g de EB e de EBM, as quais foram transferidos para uma estufa a 105°C, onde
permaneceram por 4 horas. Apds resfriamento em dessecador, até atingir a temperatura
ambiente, os pesa filtros foram novamente pesados em balanc¢a analitica até obtencao de

valores constantes.

As amostras EB e EBM foram pesadas em balanga analitica a fim de se preparar uma
solugdo com concentracdo de 1% p/v dissolvidas em H>O ultrapura. A medida do pH da
solugdo resultante foi realizada em pHmetro (Micronal), calibrado em pH 4 e 7 a temperatura
ambiente.
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1.4.3. Eficiéncia da encapsulacao

A eficiéncia da microencapsulacdo foi verificada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV).

1.5. Teste de Estabilidade Acelerada

As amostras processadas em spray dryer, EB e EBM, foram pesadas e separadas
em embalagens plasticas brancas, com tampas rosqueaveis e submetidas a teste de
estabilidade acelerada em cémara climatizada a 40°C e 75% de umidade (Tabela 9). O
teste de estabilidade foi realizado seguindo a RE-01 de 2005 da ANVISA na temperatura
de 40°C e umidade de 75% em camara climatica (Tecnal modelo TE-4003).

As amostras foram analisadas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 180 dias através da
determinacdo de pH, do teor de umidade e de carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-
dimetoxiflavilio). Também foi avaliada a influéncia do tempo de armazenamento sobre a

atividade farmacolégica in vivo.

Tabela 9: Teste de estabilidade.

Data retirada para Massa de amostra Massa de amostra Tempo de
analise EB(g) EBM(g) exposicao(dias)

27/01/2011 4,33 25,14 0
14/02/2011 4 25 15
28/02/2011 4 25 30
28/03/2011 4 25 60
28/04/2011 4 25 90
18/05/2011 4 25 120
28/04/2011 4 25 150
28/07/2011 4 25 180
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1.6. Avaliacao de perdas por dessecacao do EB.

Os pesa-filtros vazios foram mantidos em estufa a 105°C, por 1 hora, em seguida
foram pesados em balanca analitica (PF-VAZ). As amostras de EB foram pesadas nos pesa-
filtro (PF+AM), mantidas em estufa a 105°C, por 4 horas, sendo retiradas e mantidas em
dessecador até atingir a temperatura ambiente e novamente pesadas em balanca analitica
(PF+RS).

1.7. Analises Qualitativas e Quantitativas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC)

Foram monitorados as 3-deoxi-antocianidinas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (UV) (HPLC-DAD) a 470 nm, identificadas pelo
método de avlaiacdo de massa carga, como m/z 301 (6,7,3’,4’-tetrahidoxi-5-metoxi-flavilium)
m/z 285 (6,7,4’-trihidroxi-5-dimetoxiflavilium) e m/z 299 carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-
dimetoxiflavilium).

As fracdes e substancias puras foram dissolvidas em solvente apropriado, grau HPLC,
e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector de arranjo de diodos
(UV), nas condicbes baseadas em Devia et al (2005).

1.7.1. Preparo da Curva analitica

Para a obtencdo da curva analitica, 2,7mg do padrdo analitico com 92% de pureza,
foram dissolvidos em metanol (grau cromatografico marca JT BAKER) em baldo volumétrico
de 5,00mL, obtendo uma solug¢ao estoque de 497ug/mL. As diluicdes foram realizadas com
pipeta automatica em baldes volumétricos obtendo concentragdes de 9,94; 19,9; 49,7; 74,6;
124,3 e 149,1ug/mL.

2. Atividade Farmacoldgica
2.1. Teste de Inducao de Crescimento com Fibroblastos in vitro
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A atividade sobre a proliferacao de fibroblastos foi realizada através de modificacoes
da metodologia utilizada em trabalhos anteriores (Jorge et al. 2008). A linhagem de
fibroblasto humano utilizada foi doada pela Allergisa Pesquisa Dermato-Cosmética Ltda,
Campinas — Brazil.

Os fibroblastos foram tripsinizados e ressuspensos em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium)/10 % soro fetal bovino (SFB) / penicilina:estreptomicina (1:1) 0,1 %
na densidade de 3 x10* células/mL. As células foram semeadas (100 pL/compartimento) em
uma placa de 96 compartimentos e mantidas a 37°C, em incubadora com atmosfera umida e
5% de CO,. Apbs 24h, todo meio foi substituido por DMEM/0,3% SFB/penicilina:
estreptomicina (1:1) 0,1% e depois de 48h, diluicées seriadas (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) das
amostras e do controle (alantoina) em DMEM/0,3% SFB/penicilina:estreptomicina (1:1) 0,1%
(Figura 16). Uma placa TO fixada no dia de adi¢cdo das amostras também foi preparada como
controle da quantidade total de células no momento de adi¢do das amostras. Ao final de 72h
de incubagao, as células foram fixadas com 50uL/compartimento de acido tricloroacético
(TCA a 50%) e as placas foram incubadas por 1h a 4°C; a seguir, as placas foram lavadas
quatro vezes consecutivas com agua destilada para remocao de residuos de TCA, meio,
SFB e metabdlitos secundarios. Depois de secas completamente, a temperatura ambiente, o
conteudo proteico fixado foi corado com 50uL/compartimento de sulforrodamina B (SRB)
0,4% (p/v), dissolvida em acido acético 1%. Ap6s 20min da aplicacao da solugéo corante, as
placas foram lavadas quatro vezes com acido acético 1% e secas a temperatura ambiente.
Finalmente o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com Trizma Base
(Sigma®), 10uM e pH 10,5. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em
540nm em leitor de microplacas.

A partir das leituras espectrofotométricas, foi calculado o crescimento celular para
cada concentracdo de amostra testada. Esses resultados foram expressos em curvas de
crescimento celular em funcdo da concentragdo da amostra, empregando-se software
ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation) para construgéo dos graficos.

Esta metodologia empregada na cultura de células constitui metodologia de rotina no

Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA-Unicamp.
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Figura 16: Esquema da disposi¢cao das amostras na placa de 96 pocos.
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Legenda:Branco das amostras (margens superiores e inferiores da placa); controle de céluas (segunda fileira de
B a G); meio de cultura (primeira fileira e letras A e H da segunda fileira); colocacdo das amostras: 1 (cor azul -
B a D —fileiras 3 a 6); 2 (cor laranja - B a D —fileiras 7 a 10); 3 (cor verde - E a G —fileiras 3 a 6); 4 (cor roxa - E
a G —fileiras 7 a 10) e 5 (cor amarela - B a G —fileiras 11 e 12). A intensidade de cada coloragdo (mais escuro
ao mais claro) corresponde as diluicbes das amostras (250; 25; 2,5 e 0,25ug/mL).

2.2. Atividade Farmacoldgica /n vivo

Os animais foram adquiridos do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) e

mantidos em camaras com temperatura controlada (20+2° C) em ciclos claro-escuro de 12
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horas, com agua e ragéo ad libitum. Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos (150-300
g), aclimatados as condi¢des do laboratério por 7 dias.

Os protocolos foram elaborados em concordancia com os Principios Eticos utilizados
na Experimentacdo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de
laboratério (SBCAL). Esses protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal no Uso
de Animais CEUA/UNICAMP (Protocolo numero 2407-1), em anexo.

2.2.1. Atividade Anti-ulcerogénica

2.2.1.1. Ulcera Induzida por etanol/HCL, para avaliacido da estabilidade dos

extratos.

Apo6s um periodo de 12 horas em jejum, com acesso livre a agua, Ratos Wistar
fémeas pesando em média 250 g, foram separados em 8 grupos de 7 animais sendo que um
grupo foi tratado com solugdo salina 0,9% (10mL/kg, v.o0., controle negativo), outro com
carbenoxolona (200mg/kg, v.o., controle positivo), trés com o EB (100, 300 e 1000mg/kg,
v.0.) e outros trés com EBM (100, 300 e 1000mg/kg, v.0.). Apés 60 minutos do tratamento, foi
administrado pela via oral 1mL de etanol 60%/HCI 150mM, de acordo com a metodologia
descrita por Donatini et al (2009). Os animais foram sacrificados uma hora depois, por
deslocamento cervical. Os estdbmagos foram retirados, abertos ao longo da maior curvatura e
lavados em solugéo salina 0,9% para posterior contagem e avaliagéo das lesdes ulcerativas.
O indice de lesbes ulcerativas (ILU) foi calculado, para cada um dos animais, por meio da

somatdria dos parametros, de acordo com os parametros (Tabela 10) (Monteiro, 2006).
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Tabela 10: Avaliagdo das Lesdes Ulcerativas em Estémago.

Tipo de Leséao Pontuacao
Perda de pregas da mucosa 1 PONTO
Descoloragdo da mucosa 1 PONTO
Edema 1 PONTO
Hemorragias 1 PONTO
Petéquias < 10 petéquias 2 PONTOS
> 10 petéquias 3 PONTOS
Ulceras até um milimetro nx 2 PONTOS
Ulceras maiores que um milimetro nx 3 PONTOS
Ulceras perfuradas nx 4 PONTOS

*n refere-se ao numero de lesdes observadas.

Para a determinacdo da porcentagem de inibicdo do indice de lesdes ulcerativas
(ILU) apresentados pelos grupos tratados em relacdo ao grupo controle, foi utilizada a

seguinte férmula:

ILU médio controle — ILU Médio yatado % 100

I LU m édIO controle

2.2.1.2. Mecanismo de acao da atividade antiulcerogénica

Para avaliagdo do mecanismo de agao foi utilizada a dose efetiva do extrato bruto de
A. chica (DEsy), foi obtida de uma curva dose versus resposta em modelo de Ulcera induzida
por etanol, onde os animais foram tratados nas doses de 100, 300 e 1000 mg/Kg.

2.2.1.2.1. Atividade sobre a producao de muco gastrico

Apés periodo de 12 horas de jejum, com acesso livre a agua, um grupo de animais
(n=6) foi tratado com solugédo salina 0,9% (10mL/kg), como controle negativo, outro com
carbenoxolona (200mg/kg, n=6)), como controle positivo e outros dois (n=6) com o EB nas
doses de 125 e 500 mg/kg. Uma hora apéds o tratamento oral, todos os animais receberam
1mL de etanol absoluto. Apds uma hora desta administragdo, os animais foram sacrificados

por deslocamento cervical, os estdbmagos foram retirados, abertos ao longo da maior
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curvatura e lavados em solucao salina 0,9% para posterior determinacdo quantitativa do
muco gastroprotetor. A regido fundica do estébmago foi retirada e o corpo glandular pesado e
mergulhado em 10mL de solugdo de Alcian Blue 0,1% por um periodo de duas horas. Em
seguida, os estbmagos foram submetidos a lavagem com 10mL de solucdo de sacarose
0,25M por duas vezes, sendo a primeira por 15 segundos e a segunda por 45 minutos. A
seguir, os estdbmagos foram transferidos para 10mL de solucdo de MgCl 0,5M por duas horas
para a extracao do corante complexado com o muco gastrico. Com a solucao obtida foi feita
uma emulsdo com 10mL de éter etilico, que a seguir foi centrifugada por 15 minutos a
3600rpm. A fase etérea desprezada e a fase aquosa submetida a leitura espectrofotométrica
em 598nm, conforme metodologia descrita em Possenti et al (2012).

2.2.1.2.2. Atividade sobre a secrecao gastrica

Para o estudo da atividade dos extratos de A. chica sobre a secre¢ao gastrica, foi
utilizado teste de Ligadura de Piloro de acordo com metodologia desenvolvida por Monteiro
etal. (2012).

Ap6s 12 horas em jejum, com acesso livre a agua, Ratos Wistar fémeas pesando em
meédia 250 g, foram separados em 5 grupos de 7 animais, anestesiados pela administragéo
de tiopental sédico (50mg/Kg, i.p.) para realizagdo da tricotomia, incisdo abdominal e a
ligadura do piloro com linha cirurgica de algodéo.

Logo apds a ligadura, cada grupo de animais recebeu por via intraduodenal o
tratamento correspondente: o primeiro recebeu solugcao de NaCl 0,9% na dose de 2,5 ml/Kg
como controle negativo, 0 segundo grupo recebeu cimetidina na dose de 100 mg/Kg, como
controle positivo e os trés ultimos grupos receberam o extrato bruto de A. chica nas doses de
125, 250 e 500 mg/Kg respectivamente, diluidos em solugado de NaCl 0,9%. O abddémen foi
entdo suturado com linha para sutura estéril, ndo absorvivel (Brasuture NPA345
monofilamento de nylon 2.0). Durante o pds operatério, os animais foram mantidos
anestesiados e observados em relagcdo aos sinais de dor e consciéncia. Quando necessario
uma segunda dose de tiopental foi administrada. Apds 4 horas, os animais foram sacrificados
por aprofundadmento da anestesia, o abdémen foi aberto e o estdmago retirado para
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determinacao do volume do conteudo estomacal. Ap6s adicao de 2mL de agua destilada o
conteudo estomacal foi centrifugado a 2000 rpm por 10 min. O pH foi determinado através de
pHmetro e a concentracdo de ions H+ (mEqg/L/4h), através de titulacdo com solucdo de
NaOH 0,05N, utilizando-se solucéo de fenolftaleina (1%) como indicador. A concentragao de
acido total em mEgq/L/4h foi calculada através da equagao 2:

Equacéo 2:
(Volume do acido) x (Molaridade do acido) = (Volume da base) x (Molaridade da base)

2.2.2. Atividade Cicatrizante
2.2.2.1. Inducao da Diabetes

Este estudo foi desenvolvido de acordo com Chithra et al (1998), quando ratos Wistar,
pesando entre 190-210g, receberam injecao Unica (via intraperitoneal) de estreptozotocina
SIGMA® (60mg/kg), em 0,1 M de tampéo citrato, pH 4.0. Os niveis de glicose no sangue
foram checados trés dias apés a injecao de estreptozotocina (STZ) para selecdao dos animais

com nivel glicémico = 200 mg/dL.
2.2.2.2. Procedimento ciruargico e tratamento.

Ratos Wistar pesando entre 250-300g foram divididos em 4 grupos de 7 animais
cada, denominados grupos | (salina, 0,9%), Il (alantoina, 100mg/mL), Il (EB, 100mg/mL) e IV
(EBM, 100mg/mL). Ap6s a anestesia por tiopental 50 mg/Kg, o dorso dos animais foi
tricotomizado e esterilizado com 70% EtOH. Ulceras cutaneas medindo, em média, 1.5 cm?
foram produzidas e tratadas topicamente, durante 10 dias, com aplicacées de 200ul/Ulcera
de cada amostra, e protegidas com curativos especificos. As Ulceras cutaneas foram
analisadas todos os dias medindo-se a area para calculo da porcentagem de reducéo
(contracdo) da area inicial da leséo.

No 11° dia os animais foram sacrificados por inalacao de éter . O tecido da regido da

lesdo de cada animal foi retirado para analise histopatoldégica e para determinacédo do
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colageno total, através da determinacédo do conteudo de hidroxiprolina. Oito milimetros foram
puncionados da area cicatrizada e homogeneizados em 2 ml de tampéo fosfato (pH 6,0) e
conservado a 4°C, por uma noite. Em seguida, 1TmL do homogenato foi hidrolizado com
0,5mL de HCL 6N, por 5 horas a 120°C, sob refluxo. As amostras hidrolisadas foram

congeladas para posterior avaliacao determinacao da hidroxiprolina (Jorge e al, 2008).

2.2.2.3. Analise de Hidroxiprolina

Vinte uL de cada amostra hidrolisada foram adicionados em uma placa de 96
compartimentos e incubados por 20 minutos, a temperatura ambiente, ap’so adi¢cdo de 50
uL/compartimento de solucédo de cloramina T (282 mg cloramina T, 2 mL n-propanol, 2 ml de
agua destilada, e 16 mL tampao acetato citrato). Apds esse periodo, 50 uL/compartimento de
solucédo de Erlich [2.5 g 4-(dimetilamino)-benzaldeido, 9,3 ml n-propanol, e 3,9 mL de 70% de
acido perclorico] foram adicionados e a mistura foi incubada por 15 min a 65°C. A
absorbancia em 550nm foi determinada por leitor de microplaca (VERSA Max, Molecular
Devices). Uma curva de calibragdo de hidroxiprolina (0 a 10 ug/mL) foi preparada e os

resultados foram expressos em pg/mL de hidroxiprolina (Woessner, 1961; Jorge et al 2008).

2.2.2.4. Estudos Histopatoldgicos

As analises histolégicas foram realizadas na Faculdade de medicina da Universidade
Sao Francisco de Bragancga Paulista, pela Professora Dra. Denise Priolli.

2.3. Avaliacao do EB sobre a neoformacgao vascular

Esses estudos foram realizados sob supervisdo da Dra. Viviane Ferre.

2.3.1. Membrana corioalantéide (MCA)

O material, previamente liofilizado, obtido da reticulagdo quimica do acido hialurénico

0,5% e o EB, foi dissolvido em salina estéril e filtrado em membrana com poro de 0,22 pym
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(filtros Millexo). Esta solucao foi armazenada em recipientes estéreis a -20°C, até o momento
de sua utilizagdo. Papel de filtro Whatmman (cortado na forma de discos circulares com 0,5
cm de diametro e esterilizado) foi utilizado como veiculo para a deposicdo do material de
estudo. Para se estudar a atividade angiogénica apresentada pelo material foi utilizado o
teste na MCA de embrides de galinha conforme descrito por Ferre, 2012.

Os ovos de galinha (Gallus domesticus) linhagem Rhoss, adquiridos da Jikkenti
Yamaguishismo Agropecudria Ltda (Jaguarilna) foram incubados em estufa automatica
produzida pela Brasmatic Ind. e Com. LTDA, com controle de temperatura (38 °C) e umidade
(65%), deslocados lateralmente a cada 15 minutos, durante os 5 primeiros dias de
incubagao, conforme esquematizado na Figura 17. Ao final deste prazo, os ovos foram
submetidos a abertura circular (1,0 cm de didametro) em sua base maior, onde esta localizada
a camara de ar, com auxilio de uma microretifica marca Dremel. Apds a realizacao da
abertura, utilizando-se de seringa e salina estéreis, depositou-se uma gota de salina (NaCl
0,9% p/v) para auxiliar na retirada da membrana da casca, expondo a MCA ja vascularizada.
A abertura, foi vedada com fita adesiva transparente e o ovo novamente incubado, porém,
sem agitacdo periddica e com a base furada voltada para cima. Ao final do 13° dia de
incubacéo, os discos de papel de filtro, veiculando 3 uL da solugéo teste em cada grupo, ou
agua destilada (controle negativo), foram depositados diretamente sobre a membrana de
forma cuidadosa e estéril.

Os ovos voltaram a incubagéao até o 16° dia, quando foram retirados da incubadora.
Em seguida, as MCAs (membrana transparente, vascularizada, que separa o embrido do
meio externo) foram fixadas em solucéo de formol a 10 % por 5 min, retiradas do embrido e
fotografadas com auxilio de uma video camera CCD-Iris Sony modelo DXC-107 A, adaptada
a um microesterioscopio da marca Taylor Hobson com um aumento de 10 X e conectada a
um computador equipado com uma placa de aquisicdo de imagens marca PIXEL VIEW,

utilizando-se do software “Pixel View Station v4.29 TV” para captura da imagem.
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Figura 17: Esquema da metodologia em membrana corioalantdide.

Legenda: A. Incubagéo dos ovos em estufa automatica; B. abertura do ovo em sua base maior; C. exposi¢ao da
membrana corioalantéide com salina; D. vedagédo da camara de ar com fita adesiva transparente; E. disco de
papel de filtro veiculando o material a ser testado; F. retirada da membrana corioalantéide do ovo; G. aspecto

da MCA no 160 dia de incubagao apds retirada do ovo.
Grupos de estudo:
Controle Negativo — 3 L salina estéril (8 ovos).
Controle Positivo- Acido Hialurdnico (AH) 0,5% (8 ovos).
Experimental A — 3 pL suspensao do EB; 1 mg /ml salina estéril (8 ovos).
Experimental B — 3 pL suspensao do EB; 5 mg /ml salina estéril (8 ovos).
Experimental C — 3 yL suspenséo do EB; 10 mg /ml salina estéril (8 ovos).
Experimental D — 3 pL suspensao do EB; 25 mg /ml salina estéril (8 ovos).
Experimental E — 3 pyL suspensao do EB; 50 mg /ml salina estéril (8 ovos).
Experimental F — 3 pL suspenséo do EB; 100 mg /ml salina estéril (8 ovos).

Experimental G — 3 pL suspenséo do EB; 500 mg /ml salina estéril (8 ovos).

2.3.2. Tegumento dorsal de camundongos.

O método avalia 0 processo de angiogénese, pela injecdo subcutanea das amostras
no tegumento dorsal de camundongos previamente anestesiados e tricotomizados, segundo
Ferre (2008) e por analise histoldgica. Os animais, camundongos fémeas da linhagem Swiss
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(4-6 semanas de idade) adquiridos no Biotério Central da Universidade de Campinas —
CEMIB, previamente anestesiados (Ketamina [3,5 g/mL]: 400 upL/20 g de peso -
administracdo subcutanea) foram tricotomizados na regido dorsal onde foi realizada a
marcagao de um quadrante com tinta Nanquim. Nesse quadrante foram injetados 40 pL de
cada amostra e de seu respectivo grupo controle (Figura 18 A e B). Ap6s uma semana, 0s
animais foram sacrificados, por aprofundamento da anestesia; retirada do tegumento dorsal
(Figura 18 C) para analise macroscoépica através da obtencao de fotografias sobre um fundo
branco, em tamanho 640X480 pixels e formato de RGB 24 bites, com auxilio de uma video
camera CCD-Iris Sony modelo DXC-107 A. Apods fixacao em formol a 10%, o material foi

processado para analise histoldgica e quantificacdo dos vasos sanguineos.

Figura 18: Representagao da aplicagéo subcutéanea e retirada do tegumento do dorso de

camundongos.

N

Legenda: A: Delimitacdo do local de aplicagdo das amostras; B. regido subcutanea de aplicagado das
amostras no dorso de camundongos; C: retirada do tegumento do dorso. Fonte: B. (Fonte: disponivel em:

www.medaille.edu.br).

Grupos de estudo:

Controle Negativo — 40 uL salina estéril (10 camundongos).

Controle Positivo — 40 pyL AH 0,5% (10 camundongos).

Experimental A — 40uL suspenséao do EB; 1 mg /ml salina estéril (10 camundongos).
Experimental B — 40uL suspenséao do EB; 5 mg /ml salina estéril (10 camundongos).
Experimental C — 40 pL suspenséao do EB; 10 mg /ml salina estéril (10 camundongos).
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Experimental D — 40 pL suspenséao do EB; 25 mg /ml salina estéril (10 camundongos).
Experimental E — 40uL suspensao do EB; 50 mg /ml salina estéril (10 camundongos).
Experimental F — 40 uL suspenséao de EB; 100 mg /ml salina estéril (10 camundongos).
Experimental G — 40 uL suspensao do EB; 500 mg /ml salina estéril (10 camundongos).
Experimental H — 40 pL suspenséao do EB; 1000 mg /ml salina estéril (10 camundongos).

2.3.21. Quantificacao macroscopica dos vasos sanguineos do tegumento dorsal

de camundongos

As imagens digitalizadas das peles retiradas do dorso dos camundongos foram
processadas pelo programa Corel Photo Paint 11 de forma que a saturacdo, brilho e
contraste permitissem uma melhor resolu¢do dos vasos sanguineos. A analise das imagens
foi realizada por dois observadores através da contagem visual de vasos sanguineos totais.

2.3.21. Analise histologica do tegumento dorsal de camundongos.

As regides do tegumento dorsal dos camundongos, onde foram realizadas as injecoes
subcutaneas das amostras, foram retiradas por dissecacao, fixadas em formol a 10 % e
fotografadas contra um fundo branco. Em seguida foram desidratadas (n= 4 animais),
incluidas em historesina e seccionadas a 5 ym de espessura em microtomo rotatorio
Spencer.

Os cortes histoldgicos obtidos foram corados com Hematoxilina/Eosina (HE), segundo
técnica classica padronizada, e observados em microscépio de luz Nikon Eclipse E800
(Nikon Instruments Inc., Melville, NY) onde 10 campos visuais dos cortes histoldgicos de
cada animal foram quantificados. A aquisicdo das imagens foi realizada através de uma
camera digital

Nikon DXM1200 (Nikon Instruments Inc.), acoplada ao microscépio. O tratamento, inclusao,
corte, coloracdo e analise dos tecidos foram realizados no laboratério de Biologia Celular do
Instituto de Biologia da Unicamp, pela Dra. Viviane Ferre sob supervisao do prof. Dr.

Hernandes F. Carvalho.
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2.3.2.2. Quantificacdo microscopica dos vasos sanguineos do tegumento

dorsalde camundongos.

As laminas histolégicas obtidas como descrito no item anterior, foram também
utiizadas para a realizacdo da contagem dos vasos sanguineos do tegumento dos
camundongos dos diversos grupos estudados. As contagens do numero de vasos
sanguineos totais foram realizadas visualmente com o auxilio de um microscépio de luz
modelo BR044 (Carl Zeiss), com objetiva de 40 x e ocular de grande campo de 8 x, equipada
com um reticulo quadriculado onde 10 campos foram quantificados. As contagens foram

realizadas pela Dra. Viviane Ferre.

2.4. Estudo de toxicidade oral em doses repetidas de 28 dias em roedores

Este estudo foi supervisionado pela Veterinaria Msc. Karin Maia Monteiro da Divisdo de
Farmacologia e Toxicologia do CPQBA/UNICAMP.

Foram utilizados ratos albinos adultos da linhagem Wistar fémeas nuliparas e machos,
identificados individualmente através da colocagédo de brinco de aco inoxidavel. Apds jejum
de 12 horas, vinte animais foram submetidos a administragdo oral diaria por gavage da
substancia-teste (EB) na dose de 300mg/Kg (10 fémeas e 10 machos), outros vinte animais,
grupo controle receberam o veiculo (NaCl 0,9%) 10mL/Kg (10 fémeas e 10 machos) e 20
animais adicionais (10 fémeas e 10 machos) foram incluidos no experimento como grupo
controle “satélite”, ndo sendo submetidos a qualquer tratamento oral.

Todos os animais do estudo foram observados individualmente apds a administracéo da
substancia-teste e do veiculo salina 0,9%, por pelo menos uma vez durante os primeiros 30
minutos, periodicamente durante as primeiras 24 horas, com atencdo especial dada nas
primeiras 4 horas. Diariamente, os animais foram observados ap6s a administragéo oral e,
semanalmente, foram submetidos a avaliagdo clinica para registro de possiveis alteracoes
por 28 dias. A avaliagéo clinica dos animais, incluindo a descricdo dos possiveis sinais de
toxicidade e sua reversibilidade, bem como ocorréncia de 6bito para cada um dos animais foi
registrada na ficha de avaliagdo clinica individual, bem como os pesos individuais dos
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animais durante o estudo (ambos com frequéncia semanal). Os parametros observados e
pontuados nas fichas de avaliagdo clinica individual incluem: evolucdo de peso corporal
(percentuais de ganho ou perda de peso), sinais clinicos (temperatura corporal, frequéncias
cardiaca e respiratéria), aparéncia geral (pilo-erecéo, secrecoes, alteracdes na pele, pélos,
olhos e mucosas), comportamento espontaneo e resposta a estimulos. Atengado especial foi
dirigida a possiveis observagdes de tremores, de convulsdes, de salivacdo, presenca de
diarreia e letargia, alterac6es do sono e evidéncia de coma. As manifestacoes de ordem
qualitativa foram pontuadas com base na intensidade dos sintomas, previamente
estabelecido: score 0 para nenhum sinal (avaliacdo normal), score 1 para efeitos leves, score
2 para efeitos moderados, score 3 para efeitos intensos e score 4 é considerado efeito
severo (Wolfensohn, 2003). Caso os animais apresentassem sinais continuos de dor severa
em qualquer estagio do ensaio seriam submetidos a eutanasia. A decisdo para a realizagao
da eutanasia tem sempre como base os principios e critérios resumidos no “Human

Endpoints Guidance Document”;

Durante todo o periodo experimental, com frequéncia semanal, foi realizada a pesagem
individual dos animais, bem como pesagem da ragéo residual e registro do consumo, por
gaiola.

Ao término do periodo experimental, todos os animais foram anestesiados com tiopental (50
mg/kg) por via intraperitoneal, realizada coleta de sangue periférico para posterior analise
dos parametros bioquimicos e hematolégicos, os valores obtidos foram comparados com

valores de referéncia, sem descartar os valores obtidos nas analises dos animais do grupo
satélite. As faixas de valores distribuidos em curva gausiana incluem dois valores de desvio
padréao abaixo e acima da média (Evans, 2009).

Em seguida, foram submetidos a eutanasia (aprofundamento da anestesia) e imediata

analise anatomopatoldgica (necropsia), sendo os 6rgaos vitais coletados pesados e enviados

para posterior analise histopatolégica.

3. Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando estatistica descritiva basica e analise de
variancia (ANOVA), e avaliados pelo método de Duncan e Turkey, com a finalidade de
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caracterizar as variaveis estudadas. O nivel de significaAncia escolhido foi igual ou inferior a 5
%. As andlises foram realizadas com o auxilio do Software StatSoft Electronic Statistics
Textbook (Software Basic Statistic, Inc.).
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Resultados e discussio

1. Obtencao dos Extratos Bruto (EB) e Bruto Microencapsulado (EBM) de
Arrabidaea chica e seus compostos isolados

A secagem por processo de Spray Dryer do extrato bruto de folhas secas e moidas de
A. chica forneceu um rendimento de 15% (Figura 19). Na Tabela 11 sao apresentadas as
avalicbes quimica e fisico quimicas, avaliando-se pH, umidade e teor de carajurina do
extrato.

Figura 19: (A,B) EB) em processo de secagem por Spray Dryer (Buchi B-290); (C) EB apos
finalizado o processo de atomizagéo.

(Fonte: Laboratério Fitoquimica CPQBA)

Tabela 11: Avaliacao de parametros fisico-quimicos do EB de A.chica ap6s secagem por

atomizacao.
Analise Resultados (media * desvio padrao) CV* (%)
Teor de Umidade (%) 11,61£0,09 0,78
pH 4,88+ 0,02 0,41
Teor de carajurina (%) 6,51+ 0,07 1,09

*Coeficiente de variagdo < 5%

Ainda em solugéo Inicialmente foi determinado o residuo seco do EB em estufa, para
adicionar o agente microencapsulante goma ardbica (20% de EB e 80% de goma). O
processo de microencapsulagao, em spray drier, forneceu um rendimento do EBM de 82%. A
fim de verificar a formacao das microcapsulas, o EBM foi submetido a Microscopia Eletrénica
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de Varredura (MEV) sendo possivel observar microcapsulas de paredes continuas,
arredondadas, sem fissuras, rachaduras ou rompimentos, o que é fundamental para garantir
uma menor permeabilidade a gases e maior protecdo e retencdo do recheio. Observou-se
ainda a presenca de concavidades, ou achatamentos na superficie, que sao caracteristicas
das microcapsulas produzidas por atomizagdo com goma arabica como agente encapsulante
e que ja foram constatadas também por Trindade & Grosso (2000) (Figura 20).

Figura 20: Imagem obtida por MEV com aumento de 1500X e 10kv das microcépsulas
do EBM.

Para as andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (HPLC), previamente a andlise, as clorofilas e graxas do EB foram eliminadas
utilizando-se cartucho C-18 previamente acondicionado com agua acidificada com &cido
fosférico a pH = 2 e eluido com metanol. Nas condigbes de HPLC empregadas, as 3
deoxiantocianidinas foram observadas respectivamente nos tempo de retengdo TR=5,8min
(6,7,3,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio, pigmento 1), TR=7,9min (6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilio,
pigmento 2) e TR=158 (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio, carajurina) sendo os
cromatogramas registrados a 470 nm (Figuras 21 e 22). Além disso, foi realizada uma curva
analitica de calibragdo da carajurina (marcador analitico) para determinacdo do teor de
carajurina em EB (Tabelas 12 e 13 e Figura 23).
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Figura 21: Cromatograma do extrato bruto sem encapsular de A.chica.
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Amostra: EB de A. chica; cromatoégrafo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A.=470nm, fluxo 1 mL/min,
forno 35°C e Software Class VP —5; TR = 5,8 min (6,7,3,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio); TR = 7,9 min
(6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilio) e TR=15,8 min (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio carajurina).

Figura 22: Espetro de absorbancia na faixa de (200 a 600nm) observado para as 3-
deoxiantocianidinas presentes no EB (6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio(5,88min), 6,7-
trihidoxi-5-metoxiflavilio (7,9 min) e carajurina (15,8min.).

O erfaid Spectra

100= =100
ey s
:II I 1 I ! b
| 5 |
2 f Iﬂ.__ I‘I_ ! 7 | a
1 h o
1 : : "-_L = J.-' b A \
1 1'?3_’_-_ \ - ’r A L\ \
] ~~ sy
1 T T T LB | T T T
200 300 400 500 G600

102



Resultados e discussio

Tabela 12: Dados obtidos para confeccao da curva analitica carajurina.

Concentracdo Area 1 Area 2 Area3 Média  Dvp* cv

(ng/mL) Area (%)**
9,94 265052 247060 253696 255269 9098,6 3,56
19,9 496142 488425 499905 494824 58524 1,18
49,7 1200332 1188052 1193062 1193815 6174,6 0,52
74,6 1826550 1938315 1845508 1870124 59810,8 3,20
124,3 3072762 3072032 3103528 3082774 17977,2 0,58
149,1 3818296 3713887 3834134 3788772 65334,3 1,72

*Desvio padrao 3 da area obtida de 3 curvas analiticas

Figura23: Curva analitica do marcador carajurina.
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Equacéo da reta: y=25321x-24461; R® 0,9989.

Através desse estudo analitico, realizado através de trés curvas analiticas de
carajurina (m/z 299), com 6 niveis de concentracao,foi determinado que a faixa analitica de
linearidade foi de 9,94 a 149,1ug.mL™". Além disso, o coeficiente de correlacéo linear obtido
(R? = 0,9989) correspondeu a um valor de coeficiente de correlacao (R) igual a 0,9994; estes
valores atendem o critério minimo para aceitacao de valor de R (R = 0,99) estabelecido pela
Resolucao n°899 da ANVISA (Brasil, 2003).
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2. Avaliacao do teste de estabilidade

Aliquotas dos EB e EBM foram colocadas na camara climatica, a 40°C e 75% de
umidade, por um periodo de 180 dias. Amostras foram retiradas aos 15, 30, 60, 90, 150 e
180 dias para realizacdo das andlises fisico-quimicas, quantificacdo por HPLC das
antocianidinas e nos testes farmacol6gicos, sendo que para estes, as amostras foram

armazenadas em freezer por no maximo uma semana.

2.1. Analises Fisico-Quimicas:

Apobs 3 horas de exposicao na camara, ja foram observadas alteracbes na coloragéao
do EB. Na Figura 24 pode-se observar o comportamento de EB e EBM apés 180 dias de
exposicdo em camara, a 40°C e 75% umidade. Foi bastante evidente a alteragdo de

coloragao assim como a contragdo do material nas amostras de EB a partir do 152 dia.
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Figura 24: Analise visual de EB e EBM ao término do teste de estabilidade acelarada.

EBM

Legenda: EB e EBM mantidos em camara climatizada por 180 dias a 40°C e 75% de umidade, as amostras

foram retiradas para andlises em 15, 30, 60 e 90, 120, 150 e 180 dias.

(Fonte: Fitoquimica/CPQBA)

Por se tratar de um teste de estabilidade acelerado foi necessario avaliar também
como pH e o teor de umidade variou em fungdo do tempo de armazenamento em

condicdes de estabilidade acelerada.

No tempo 0, o teor de umidade do EB foi determinado como 11,61 + 0,09%. Para os
demais tempos, ndo foi possivel analisar teor de umidade por causa da petrificacdo das
amostras. Por outro lado, foi possivel analisar todas as amostras de EBM (Tabela 13) os
quais apresentaram um aumento gradativo do teor de umidade chegando a um incremento
de aproximadamente 69% no tempo 120 dias, que se manteve constante nos tempos 150
e 180 dias.
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Tabela 13: Teor de umidade do EBM no teste de estabilidade acelerada.

Tempo (dias) Umidade (%) *

0 6,55 +0,12
15 6,29 £ 0,16
30 6,98 +0,18
60 9,89 +0,17
90 9,48 £ 0,05
120 11,31 £ 0,26
150 11,85 + 0,54
180 11,07 £ 0,55

* resultados expressos como média + desvio padréo.

Apos 90 dias foi observado, um aumento da acidez de EB enquanto o EBM manteve-

se constante até o tempo 180, no qual foi observado um aumento da acidez (tabela 14).

Tabela 14: Valores de pH de EB e EBM no teste de estabilidade acelerada.

Amostras pH pH pH
Inicial 920 180
EB 6,5 4,80 n.d.*
EBM 5,88 5,80 4,95

*n.d.= ndo determinado

3. 2. Analise de EB e EBM por Cromatografia

A andlise qualitativa por CCD (Figura 25) das amostras de EB e EBM corrobora com o
resultado visual (Figura 24), através da observacdo da diminuicdo da intensidade da

coloracao vermelha com o aumento do tempo de exposicao.
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Figura 25: Cromatograma por CCD do EB ap6s 90 dias do teste de estabilidade

acelerada.
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Legenda: EB mantido em camara climatizada a 40°C e 75% de umidade, por 90 dias. O material submetido

ao processo de limpeza em EFS usando cartucho C-18, avolumado para 10mL em balao volumétrico.

Aplicagdo de 10pL, com micro-seringa. Fase mével: BAW (5:4:1, Butanol:H,O:Ac. acético), sem revelagao.

Figura 26: Cromatograma por CCD do EBM apd6s 90 dias do teste de estabilidade

acelerada.

T= 15 dias

T= 30 dias

T= 60 dias

T=90 dias

O material submetido ao processo de limpeza em EFS usando cartucho C-18, avolumado para 10mL em balao

volumétrico. Aplicagao de 10uL, com micro-seringa. Fase mével: BAW (5:4:1, Butanol:H,O:Ac. acético), sem

revelacao.
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Para evidenciar quantitativamente essa variacdo nos compostos responsaveis pela
coloracao vermelha de EB e EBM, evidenciada pela andlise por CCD, foi realizada a
quantificacdo das 3- deoxi-antocianidinas nas amostras de EB e EBM submetidas ao teste de
estabilidade acelerada por HPLC-DAD, através do método de padrao secundario (carajurina)
(Figuras 27, 28 e 29).

Figura 27: Curva de calibracao do 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavinium (m/z 301).
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Figura 28: Curva de calibragéo do 6,7trihidroxi-5-metoxiflavinium (m/z 285).
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Figura 29: Curva de calibracédo do carajurina (m/z 299).
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Os resultados obtidos nas analises por HPLC-DAD para as amostras de EB e EBM

(estudo de estabilidade do tempo 0 ao 90 dias) estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Teor relativo das trés deoxiantocianidinas nas amostras de EB e EBM* no

teste de estabilidade acelerada.

EB EBM
(%p/p) * (%p/p) *

Tempo (dias) m/z 301 m/z285 m/z299 | m/z 301 m/z 285 m/z 299

0 5,6 +1,1 15,1¥2,8 22,9+3,7 | 5,10+0,12 12,70+0,32 19,2+0,4
15 2,5+0,7 7,4+23  15,9+43 | 5,00+0,02 11,60%£0,07 17,4+0,1
30 2,0+0,2 5,8+0,6 13,5%+1,2|4,30+0,03 10,00+0,08 14,40+0,05
60 1,50+0,08 4,3+0,3 11,3+0,5| 3,45+0,03 8,00%£0,07 12,50%0,06
90 1,30+0,07 3,7+0,4  11,5+0,9 | 2,85+0,02 6,40+0,06 12,42+0,09
180 n.d. n.d. n.d. n.g. n.q. 6,72+0,03

* resultados expressos como média + desvio padrao; # (20% aproximadamente do extrato bruto); n.d. = nao

determinado por insolubilidade da amostra; n.q. = concentragéo abaixo do limite de quantificagéo.

A amostra de EB, apés 90 dias na camara, apresentou reducao do teor de 6,7,3',4’-

tetrahidroxi-5-metoxiflavilium m/z 301

em aproximadamente 77%,

de 6,7-trihidroxi-5-

metoxiflavilium m/z 285 em 75,5% e de carajiruna m/z 299 em 50%. Ou seja, houve uma

maior queda na concentragdao dos compostos m/z 301 e 285. Em contra partida, a amostra

109



Resultados e discussio

de EBM, apés o mesmo periodo na camara, apresentou reducado do teor de 6,7,3',4-
tetrahidroxi-5-metoxiflavilium m/z 301 em aproximadamente 46%, 6,7-trihidroxi-5-

metoxiflavilium m/z 285 em 50% e de carajiruna m/z299 em 35%.

Estes resultados demonstraram que o processo de microencapsulamento foi capaz de
proteger, ainda que parcialmente, a degradacao das trés deoxiantocianidinas identificadas.
Foi interessante observar também, que das trés, a carajurina foi a que sofreu menor reducao
de teor, quando exposta as condicoes drasticas de temperatura e umidade. Aliada a uma
perda menor no teor das deoxiantocianidinas, o EBM apresentava um aspecto fisico melhor
ao final dos 90 dias, como descrito no item 2.1. (Analises Fisico-quimicas).

Até o tempo 90 dias de exposicdo em camara climatica, a 40°C e 75% de umidade, foi
possivel realizar a analise das deoxiantocianidinas do EB por HPLC-DAD. Porém nos tempos
120, 150 e 180 dias, a contracdo do extrato foi intensificada, impossibilitando a diluicdo do
mesmo para tal analise. Por outro lado, foi possivel realizar esta andlise para o EBM nos
tempos 120, 150 e 180 dias e os resultados obtidos indicaram que as deoxiantocianidinas
6,7,3 4 -tetrahidroxi-5-metoxiflaviium m/z 301 e 6,7-trihidroxi-5-metoxiflavilium m/z 285
estavam em concentracao do limite de quantificacao do protocolo desenvolvido. Desta forma,
apenas o teor de carajurina no EBM foi determinado nesses tempos (Tabela 15, Figura 30).

Figura 30: Avaliacao do teor de carajiruna nas amostras de EBM do teste de estabilidade

acelerada.
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Observou-se que apos 4 meses de exposicao (120 dias) as condicoes de 40°C e 75%
de umidade, houve perda de 65% do teor de carajiruna presente no EBM, e que este teor se
manteve constante (35%) no EBM até o final do experimento (tempos 150 e 180 dias) (Figura
30).

Estes resultados demonstraram que o processo de microencapsulamento foi capaz de
proteger, ainda que parcialmente, a degradacao da carajiruna em analise. Assim, a fim de
aumentar ainda mais a estabilidade desse extrato, seria importante também averiguar a

influéncia de outras formas de embalagem, incluindo a aplicacao de vacuo.

2.3. Analise Farmacolégica - Ulcera Gastrica Induzida por Etanol/HCL

Para garantir a reprodutibilidade do teste, optou-se pela alteragdo do agente
ulcerogénico Etanol absoluto por Etanol 60%/HCI 150 mMOL (Donatini et al, 2009). Por se
tratar de um teste rapido, optou-se por esta analise in vivo a fim de avaliar como a exposicao
em camara climatica influenciaria na atividade biolégica de EB e EBM. Assim, as aliquotas
de EB e EBM retiradas da camara climatica, e armazenadas em freezer -20°C, nos tempos 0,
30, 90, 120, 150 e 180 dias, foram avaliadas quanto a sua capacidade antiulcerogénica, nas
doses de 100, 300 e 1000 mg/Kg. Apds o célculo do indice de Lesdo Ulcerativa (ILU) para
cada grupo experimental, fez-se uma analise comparativa da Dose Efetiva, de cada amostra,
necessaria para reduzir em 50 % o ILU (DEsp). A Tabela 16 apresenta os valores de DEs
obtidos para as amostras EB e EBM nos tempos 0, 30, 90, 120,150 e 180 dias.

Tabela 16: Valores de DEsy (mg/Kg) de EB e EBM do teste de estabilidade acelerada.

DE;,
Tempo (dias) EB (mg/Kg) EBM (mg/Kg)

0 170 104

30 886 114*

90 >1000 220"
120 >1000 221*
150 >1000 220"
180 >1000 221*

Teste de Duncan (*p<0,01)
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A variacao da DEsy ao longo dos tempos revelou uma diferenca significativa na
quantidade de EB necessario para inibir em 50% o ILU, com o EB tornando-se inativo a
partir do tempo 90 dias. Por outro lado, a atividade antiulcerogénica do EBM foi oito vezes
mais potente que o EB apds 30 dias na camara. A partir de 90 dias, o EBM precisou do
dobro da dose inicial para reduzir em 50% a incidéncia de lesdes ulcerativas e esse efeito
foi mantido até o tempo final de 180 dias na camara climatica (Tabela 16).

A andlise dos dados de atividade antiulcerogénica, juntamente com os dados
analiticos, demonstrou que o processo de microencapsulamento foi capaz de proteger nao
apenas as trés antocianidinas empregadas como marcadores quimicos, mas também os

demais componentes do extrato, preservando a agao farmacolégica.

3. Mecanismo de acao da atividade antiulcerogénica.

Em modelo de Ulcera induzida por etanol em ratos, o EB nas doses de 100, 300 e
1000 mg/Kg reduziu o indice de lesdes ulcerativas, apresentando DEsy de 125 mg/Kg. A fim
de elucidar os mecanismos de acao antiulcerogénica, foram realizados estudos envolvendo
algumas vias de citoprotecdo gastrica. Primeiramente foi avaliada a participacdo do éxido
nitrico, substancia endégena que aumenta a resisténcia da mucosa por promover
vasodilatagcao, aumentando o fluxo sanguineo local (Arrieta et al, 2003). Verificou-se também
a interferéncia dos grupos sulfidrila ndo proteicos da mucosa, que promovem diminuigao do
aumento da permeabilidade vascular e impedem a acg&o de radicais livres sobre a mucosa.
(Popovic, 2009). Outro grupo de substancias enddgenas importantes no processo de
citoprotecdo sédo as prostaglandinas, que aumentam a secregcdo de muco e bicarbonato
(Arrieta et al, 2003).

Assim, em modelo de Ulcera induzida por etanol, em ratos tratados previamente com
L-NAME (inibidor inespecifico de NO-sintase), N-etilmaleimida (NEM, agente alquilante de
grupos sulfidrila) e indometacina (anti-inflamatério ndo esteroidal, que inibe a cicloxigenase e
consequentemente a sintese de prostaglandinas), o EB manteve a acédo antiulcerogénica,
sugerindo que 0 seu mecanismo nao estd relacionado com a liberagdo de 6xido nitrico,

aumento de radicais sulfidrilas ou de prostaglandinas (Jorge, 2008).
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O muco produzido pelo estdbmago é outro processo de citoprotecdo contra o acido
cloridrico ambiente estomacal, pois forma uma barreira fisica que impede o contato do suco
digestivo com a superficie mucosa. Essa barreira recebe ainda a colaboragao do bicarbonato
secretado pelo epitélio, neutralizando o &cido presente nas proximidades da mucosa,
aumentando essa barreira contra a autodigestao (Allen & Flemstrén, 2005). A importancia do
muco como fator protetor da mucosa gastrica se deve também a presenca de glicoproteinas,
que atuam como antioxidantes reduzindo os danos a mucosa provocados por radicais livres
(Repetto & Llesuy, 2002).

Em modelo experimental para quantificagdo de muco em ratos, o EB, na dose de
125mg /Kg, foi capaz de elevar a produgdo de muco em 46% quando comparado com 0O
controle negativo (NaCl 0,9%), apresentando atividade semelhante ao controle positivo
(carbenoxolona, 47,75%) (Figura 31).

Figura 31: Dosagem de muco em modelo de Ulcera induzida por etanol
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Tratmento: EB (125 e 500 mg/Kg), Carbenoxolona (200 mg/Kg), Salina (Na Cl 0.9%). Teste de Duncant
*p<0,01.

Nos estudos sobre atividade antiulcerogénica, uma possivel inibicdo da secrecao de
acido é fator importante, pois niveis elevados de acido podem sobrecarregar 0s mecanismos
de defesa da mucosa, propiciando a formacdo de ulceras (Shubert, 2011). Em modelo
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experimental de ligadura de piloro em ratos, o EB, administrado nas doses de 125, 250 e
500mg/Kg, reduziram o volume e a acidez (total e livre) do conteudo gastrico, de forma néo
dependente da dose (Tabela 17). Estes resultados sugeriram uma potencial atividade
antissecretoria do EB.

Tabela 17: Avaliacao da atividade antissecretota de EB.

Tratamento Dose (mg/Kg) [H+]
(mEqg/L/ah)

Salina 9,3212,10 1,85+0,18 0,010+0,004
Cimetidina 100 3,760, 15*** 4,56+0,37%%* 0,0012+0**
EB 125 3,50+0,50*** 3,2+0,55* 0,0044+0,002*
EB 250 4,80£0,43*** 2,620,17 0,00262x0**
EB 500 3,60+0,20*** 3,0+0,23* 0,0020410**

A secrecao acida gastrica é regulada pelas vias fisioldégicas da célula parietal, que
incluem o envolvimento do sistema nervoso central, o sistema nervoso entérico e células
neuroendocrinas e imunes, que atuam na modulagdo paracrina e hormonal (Figura 28). A
interacdo da histamina, gastrina e acetilcolina com seus receptores nas células parietais sdo
0s principais responsaveis pela ativacdo da bomba de prétons, que secreta H+ diminuindo o
pH acido do suco gastrico. Assim, uma acado inibidora do EB em qualquer nivel da
estimulacdo da secregcdo acida, poderia atuar como redutor dos fatores agressores da
mucosa, resultando em maior protegcdo gastrica. Na tentativa de compreender a atividade
antissecretoria apresentada pelo EB, foi realizada a mesma técnica de determinagdo da
secrecao 4cida gastrica, em ratos com piloro ligado por quatro horas, porém na presenca dos
secretagogos histamina (acdo sobre receptores H2), pentagastrina (acado sobre receptores
CCK2 de gastrina) e betanecol (acao em recpetores M3 de acetilcolina) (Twardowschya et al,

2008, Monteiro et al, 2013).
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O pré-tratamento intraduodenal com EB (125mg/Kg) nao foi capaz de impedir o efeito
estimulante da histamina com relagdo ao volume de secrecao gastrica e acidez (total e livre).
Entretanto, nos testes com estimulagéao por betanecol e pentagastrina, o EB (125 mg/Kg) foi
capaz de bloquear o aumento do volume de secrecao e acidez (total e livre) produzido por
estes secretagogos (Tabela 18).

Tabela 18: Acao de EB sobre as vias da atividade secretora.

Tratamento Dose (mg/Kg) Volume (mL) [H+]
(mEqg/L/ah)

Salina 9,32£2,10 1,85+0,18 0,010£0,004
Cimetidina 100 3,76+0,15%**  4,560,37***  0,0012+0**
ER 125 3,50+0,50***  3,2+0,55* 0,0044+0,002*
EB 250 4,80£0,43***  2,620,17 0,00262+0**
EB 500 3,60+40,20***  3,040,23* 0,00204+0**

Ao analisar a regulagao fisiologica e farmacoldgica da célula parietal (Figura 32)
observamos que quando ativadas a via dos receptores muscarinicos (Ms) e colecistocinina 2
(CCK2), ambos atuam na mesma via de acgado ativando fosfolipase C que sinaliza os
segundos mensageiros IP3 e DAG que atuam na via dependente de Ca?".

Os resultados obtidos nesses estudos sugerem que a acao protetora gastrica em ratos
do EB é consequéncia do estimulo a producdo de muco, aliado a redug¢do da secregao acida
gastrica. Entretanto, outros modelos experimentais, tais como a influéncia sobre a atividade
da bomba de préton, sdo necessarios a fim de melhor elucidar a participacao dos receptores
muscarinicos e colecistocinina 2 (CCK2) na atividade farmacol6gica observada.
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Figura 32: Regulacao fisiolégica e farmacoldgica da secrecao gastrica.
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4. Teste de toxicidade 28 dias

Estudos pré-clinicos para avaliar a seguranca dos produtos de origem vegetal sé&o

geralmente realizada em animais de laboratério. H4 uma forte correlagdo entre os efeitos

toxicoldgicos em ratos e seres humanos. (Mafioleti et al, 2013)

Neste teste de toxicidade, em doses repetidas durante 28 dias, em roedores, foram

avaliados os efeitos sistémicos apds administragéo oral diaria do EB na dose de 300mg/Kg

(10 fémeas e 10 machos); comparativamente ao grupo controle que recebeu o veiculo (NaCl

0,9%, 10mL/Kg, 10 fémeas e 10 machos) e ao grupo satélite (sem tratamento, 10 fémeas e

10 machos).

O grupo satélite € importante, pois 0s animais experimentais podem se comportar de

modo diferente, dependendo das condicbes a que sao submetidos, sendo também passiveis

de sofrerem influéncia de fatores ecoldgicos, caracteristicos de cada regidao do planeta.

Neste contexto, é necessario que cada laboratério ou biotério estabeleca um conjunto proprio
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de valores de referéncias dos animais, de acordo com linhagem, sexo, e idade. O
conhecimento destes parametros € importante na pré-selecdo de animais, na avaliacéo e
observacao dos resultados, nos procedimentos experimentais e na andlise das modificacdes

induzidas por processos patolégicos (Castello Branco et al, 2011).

4.1. Evolucao de Peso Corporal

A avaliacao da evolucao de peso corporal das e fémeas e dos machos nao revelou

quaisquer diferencas entre os grupos experimentais (Figuras 33 e 34).

Figura 33: Efeito da administracdo de EB (v.o., 28 dias) sobre a evolu¢ao de peso corporal
em ratos Wistar adultos fémeas.
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Tratamento: EB (300mg/KQ), Salina (NaCl 0.9%) e Satélite (sem tratamento). Teste de Duncan (Inicial: p>0.05
e 28 dias: p>0.05).
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Figura 34: Efeito da administracao oral repetida (28 dias) do extrato bruto de Arrabidaea

chica (EB) sobre a evolugao de peso corporal animal em ratos Wistar adultos machos.
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Tratamento: EB (300mg/Kg), Salina (NaCl 0.9%) e Satélite (sem tratamento).Teste de Duncan (Inicial: p>0.05
e 28 dias: p>0.05).

4.2. Parametros Hematolégicos

Os valores normais e os possiveis desvios do numero de células e as taxas dos
componentes ndo celulares do sangue sao critérios importantes para avaliar a extensao da
homeostase, as alteragdes resultantes de processos patolégicos e da singularidade dos
dados obtidos a partir de procedimentos experimentais.

No grupo “Satélite”, os parametros hematolégicos mantiveram-se dentro de faixas
aceitaveis para todos os animais pertencentes ao grupo “satélite”, com valores dentro da
faixa de “normalidade” descrita para ratos Wistar adultos (Evans, 2009). Nos animais dos
grupos “Veiculo” e machos tratados com EB n&o foram observadas alteragdes relevantes
enquanto no grupo de fémeas tratadas com EB foi observado leucopenia em 4 animais (40%
do total), entretanto na analise comparativa entre os grupos, essa diferengca nao foi
estatisticamente significativa (Tabela 19).

Ribeiro et al (2012), ao avaliarem os efeitos dos extratos aquoso e etandlico das folhas
de A. chica, coletada em Maringa, Parana, em tumor sélido de Ehrlich, em camundongos
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Swiss fémeas, relataram que o tratamento com dose de 30 mg/kg, via oral, durante 10 dias,
nao provocou leucopenia. Porém, além da dose empregada ter sido menor com tempo de
tratamento mais curto, Ribeiro et al (2012) utilizaram uma técnica de extracdo diferente
daquela utilizada neste trabalho. Por outro lado, Mafioleti et al (2013) avaliaram os
parametros hematoldgicos do extrato bruto hidroalcodlico de A. chica, ap6s tratamento diario,
via oral, durante 30 dias, nas dose de 200 mg/kg e 500 mg/kg. Estes autores observaram
leucocitose na dose de 200 mg/kg (p< 0,05) sem especificar se eram animais machos ou
fémeas. Desta forma, estudos complementares de toxicidade hematolégica serdo

necessarios para avaliacao da contagem diferencial de leucécitos.

Tabela 19: Parametros hematoldgicos de ratos Wistar (machos e fémeas) apds 28 dias de
tratamento com EB.

Grupo Tratamento WBC RBC HGB HCT (%) MCV (fL) MCH MCHC PLT
(x10%pL) (x10%pL)  (g/dL) (P9) (g/dL)  (x10%/uL)
Satélite 85+04 8,7+0,1 16,2+ 0,3 46,1+ 0,4 52,6 +0,3 18,5 10,4 35,1+£0,6 825 £33
Machos Veiculo 7,705 9,2+0,2 17 +2 457+ 4,6 54,0+0,3 18,1 +0,1 33,5+0,2 873 +38
EB 8,3+0,5 9,0+0,1 16,0£1,3 472+0,4 52,73+0,25 18,12+0,21 34,00+0,11 884+25,2
Satélite 55+0,5 8,0+0,1 152 441+0,5 55,42+0,31 19,50+0,12 35,1+£0,12 771,6£27,3
Veiculo 55+04 8,2+0,1 15,3+£1,8 449+0,6 54,33+0,22 18,60+0,14 34,22+0,14 900,50+37,
Fémeas 6
EB 44 +0,7 8,0+0,1 152 440+0,6 54,84+0,27 18,8310,14 34,36+0,13 884,30+25,
2

Valores considerados a média + erro padrao médio.
Legenda: WBC - contagem total de leucécitos (white blood cell); RBC — contagem total de eritrécitos (red blood cell); HBG

— concentrac¢do de hemoglobina; HCT — hematdcrito; MCV — volume corpuscular médio, ou seja, € o volume do eritrécito
médio, sendo calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e eritrécitos totais (mean corpuscular volume); MCH —
hemoglobina celular média, ou seja, concentrac¢do absoluta de hemoglobina por eritrécito (mean corpuscular hemoglobin);
MCHC - concentra¢do de hemoglobina celular média, ou seja, concentragdio média de hemoglobina num determinado

volume de eritrécitos compactados; PLT — contagem total de plaquetas.

4. 3. Parametros Bioquimicos
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Os parametros bioquimicos (enzimas, lipideos e hormdnios) avaliam a funcionalidade
e a integralidade de 6rgaos e tecidos, podendo indiciar patologias realacionadas a toxicidade
de uma amostra (Mafioleti et al, 2013)

4.3.1. Metabolismo de lipideos
Todos os animais dos grupos Satélite, Veiculo e EB apresentarma valores plasmaticos
de triglicerideos e colesterol total dentro da normalidade sugerindo que o EB n&o interfere no

metabolismo lipidico (Tabela 20).

Tabela 20: Parametros bioquimicos referentes ao metabolismo de lipideos de ratos Wistar
(machos e fémeas) ap6s 28 dias de tratamento com EB.

Triglicérides Colesterol
Grupo Tratamento (mg/dL) (mg/dL)

Satélite 92,4+8,13 <100
Machos Veiculo 174£12,9 105£1,45
EB 16118,6 104+1,5

Satélite <70 <100
Fémeas Veiculo 11216,2 107+2,25
EB 97,5016,3 104+1,26

Valores de referéncia: Triglicérides (20-200 mg/dL) e Colesterol (100-240 mg/kg) (Evans 2009).
Valores considerados a média + erro padrao médio.

1.3.2. Metabolismo de enzimas hepaticas:

Os animais (machos e fémeas) do grupo Satélite apresentaram significativa elevagao
dos niveis plasmaticos de AST, enquanto os animais (machos e fémeas) dos grupos Salina e
EB apresentaram valores AST semelhantes entre si e mais baixos do que os observados
para o grupo Satélite (Tabela 21). Além disso, os valores de AST para os grupos Salina e EB
foram proximos aos valores da literatura (Evans, 2009).
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A elevagado dos niveis sérico-enzimaticos atribuidos a disfuncdo hepatica pode ser
decorrente da ruptura dos hepatécitos, resultantes de necrose, ou das alteragcdes na
permeabilidade da membrana celular (ALT, AST e LDH) ou do processo de colestase (FA e
GGT) (Kaneko,1989).

O fato de receber cerca de 80% do seu aporte sanguineo da veia porta, que drena o
tubo digestivo, torna o figado o érgdo mais comum da agressao toéxica. Outra razdo da
susceptibilidade hepatica a agentes tdxicos encontra-se na sua funcao de biotransformacéo,
ou seja, alterar substancias exégenas e metabolizar substancias endégenas (Maclachlan &
Cullen, 1998). Existe, ainda, maior propensdo hepatica a sofrer lesdes por exposicoes
cronicas, porque, frequentemente, a exposicao tdéxica aguda geralmente causa Obito, antes
mesmo de haver destruicdo hepatica (Pearson, 1993). Lesbes dos hepatdcitos podem
resultar na liberagdo de enzimas para a circulagdo, ou na incapacidade de sua producéo ou
excrecao (Pearson, 1993). Tal liberacao, entretanto, ndo é, necessariamente, consequéncia
da morte do hepatécito; um curto periodo de hipdxia é suficiente para alterar a integridade da
membrana celular, permitindo a liberacdo das enzimas para o plasma (Kaneko, 1997). Ja a
diminuicdo da atividade enzimatica nao representa significado clinico (Bush, 1991), exceto
em casos de degeneracéao celular grave, quando ocorre perda da funcao celular.

No estudo realizado por Mafioleti et al (2013), estes autores ndo observaram diferenca
nas enzimas hepaticas entre os grupos veiculo e tratados com extrato hidroalcoolico de A
chica, nas doses de 200 mg/kg e 500 mg/kg. As variagdes nos niveis séricos das enzimas
utiizadas para avaliacdo de atividade hepatica entre diferentes autores podem estar
relacionadas com diferengcas metodoldgicas tais como kits comerciais, aparelhagem usada
para as dosagens e métodos de coleta de sangue e obtencdo do soro, que sdo consideradas
variaveis pre-andlise (Borsa et al, 2006).

121



Resultados e discussio

Tabela 21: Parametros bioquimicos referentes ao metabolismo hepatico de ratos
Wistar (machos e fémeas) ap6s 28 dias de tratamento com EB.
Grupo Tratamento AST (UI/L) ALT (UIL) GGT (UIL) FA (UIL)

Satélite 310,9+17,5 32,40+1,65 <5 61,10+1,86

Machos Veiculo 94,4 +9,8* 42,95+3,51 <5 133,64+10,1
EB 111,3 £6,5 40,77+3,45 <5 87+14,7

Satélite 202,2 +9,7 25,00+1,77 <5 30,10+3,15

Fémeas Veiculo 111,3 £6,5* 40,78+3,46 <5 86,88+14,7

EB 96,8 +7,2* 42,32+2,65 <5 83,48+14,8

*P<0,001 em relagéo ao grupo satélite. Valores de referéncia: AST (20-108 UI/L), ALT (16-56 Ul/L), GGT(0,5-
5,25 UI/L), FA (95-611 UI/L) (Evans 2009). Valores considerados a média * erro padrao médio.

Legenda: Transaminase oxalacética (AST-aspartate aminotransferase); Aminotransferase glutamico-pirlvica
(ALT-alanine aminotransferase); Gama-glutamil transferase (GGT-gamma glutamyl transpeptidase) FA-
fosfatase alcalina.

1.3.3. Indicadores enzimaticos de injuria renal

Nao foram observadas alteracdes significativas nos parametros relacionados a funcao
renal (creatinina e acido Urico sérico) apds o tratamento com EB quando comparado aos
grupos “satélite” e “veiculo” (Tabela 22). Além disso, os animais utilizados neste estudo
apresentaram valores basais de acido urico acima dos relatados na literatura (Evans, 2009),
0 que pode provavelmente estar relacionada com teores elevados de proteina na ragao.

Tabela 22: Parametros bioquimicos referentes ao metabolismo renal de ratos Wistar

(machos e fémeas) apo6s 28 dias de tratamento com EB.

Grupo Animal Creatinina Acido urico
(mg/dL) (mg/dL)
Satélite 0,51+0,008 4,24+1,81
Machos Veiculo 0,53+0,006 2,000
EB 0,52+0,027 2,4610,11
Satélite 0,54+0,19 2,10+0,05
Fémeas Veiculo <0,5 <2,0
EB 0,59+0,035 2,4740,12

Valores de referéncia: Creatinina (0,22-84 mg/dL), Acido urico (0,89-1,82 mg/dL) (Evans 2009). Valores
considerados a média + erro padrdo médio.
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Mais ainda, observagdes clinicas semanais realizadas sob a supervisao da veterinaria
do laboratério Msc. Karin Maia Monteiro demonstraram que a administracdo repetida do
extrato bruto de Arrabidaea chica (dose de 300 mg/kg), por vinte e oito dias, ndo causou
efeitos aparentes sobre o sistema nervoso autbnomo e sistema motor e tdnus muscular. Ao
final do tratamento, foi realizada uma analise macroscépica dos érgaos internos na qual nao
foram observadas alteracdes que pudessem estar relacionadas com toxicidade. Para finalizar
a analise sobre a toxicidade de doses repetidas de 28 dias, os resultados descritos acima
serao comparados com os de andlise histopatol6gica, em andamento, para verificar se as
poucas alteracdes bioquimicas observadas sao significativas.

Estas observacbes associadas a auséncia de influencia no ganho de peso dos
animais tratados em relacao aos grupos-controles (“veiculo” e “satélite”) e a nao alteracao da
maioria dos parametros bioquimicos e hematol6gicos néo foi alterada com a administragéo
repetida da substancia-teste sugerem uma baixa toxicidade do EB.

Santos et al, 2013, investigou os possiveis efeitos mutagénicos e de genotoxicidade,
in vitro e in vivo, do extrato de Arrabidade chica. O extrato ndo apresentou mutagenicidade
nem genotoxicidade quando avaliado nos testes de micronucleo, cometa, testes de
hipoxantina e xantina oxidase, DPPH e salmonela/microssomo mutagenicidade.

5. Angiogénese

5.1. Teste para a avaliacao da atividade sobre a angiogénese em Membrana Coreo
Alantéide (MCA).

O EB foi diluido em solugéo salina atingindo as concentragbes de 1, 5, 10, 25, 50, 100
e 500 mg/mL. Desta forma, 3 pL de cada solugéo foram aplicados sobre a MCA, através dos
discos de papel de filtro (n = 8) e os resultados sdo apresentados nas fotografias obtidas da
MCA (Figura 35). Os resultados revelam aumento na vascularizagao, tanto no grupo controle
positivo com o AH 0,5% quanto nas diversas concentragdes de EB, quando comparados ao

controle negativo (salina estéril). Além do aumento na vascularizacéo, é possivel visualizar o
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aumento no calibre dos vasos sanguineos ou expansao do plexo vascular (Carmeliet, 2005),

evento que acontece para o brotamento de novos vasos a partir dos mais calibrosos.

Figura 35: Fotografias da membrana coriolantéide (MCA) mostrando a atividadeangiogénica

das amostras avaliadas.

- —

A:Controle negativo absoluto (salina NaCl 0,9%); B: AH a 0,5 %; C: Atividade da solugdo 1mg A. chica/ mL
salina; D: Atividade da solugdo 5 mg A. chica/ mL salina; E: Atividade da solugéo 10 mg A. chica/ mL salina; F:
Atividade da solugéo 25 mg A. chica/ mL salina; G: Atividade da solugdo 50 mg A. chica / mL salina H:
Atividade da solu¢gdo 100 mg A. chica / mL salina e I: Atividade da solugdo 500 mg A. chica / mL salina.
Em cada ensaio foram utilizados 40uL de cada solugdo (n = 8). Observa-se a formagao de vasos sanguineos
calibrosos.

5.1.1. Contagem macroscopica dos vasos sanguineos em MCA e analise estatistica
dos dados.

Através da contagem macroscopica dos vasos sanguineos, a capacidade de inducéo
da angiogénese pelo acido hialurénico e pelo EB foi avaliada quantitativamente, onde o
aumento no numero de vasos sanguineos foi significante, exceto nas mais diluidas 1 e 5

mg/mL (Figura 36).
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Figura 36: Quantificacdo macroscépica dos vasos sanguineos na membrana
coriolantéide (MCA).
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Tratamento (mg/mL)

Tratamentos: Controle negativo (salina NaCl 0,9%); controle positvo (AH 0,5 %); EB 1 mg/mL, 5 mg/mL; 10
mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL; 100 mg/mL e 500 mg/mL . * p<0,001, ** p<0,01 e ***p<0,05.

5.2. Avaliacao do EB sobre a angiogénese do tegumento do dorso de camundongos.

Quarenta microlitros das diversas solugées de EB (1, 5, 10, 25,mg/mL de salina).
foram injetados no tecido subcutaneo do dorso dos camundongos (n = 10) e avaliados apés
10 dias. Os resultados apresentados nas fotografias obtidas do tegumento do dorso de
camundongos demontstram um aumento na vascularizagdo, nas concentracbes de EB
(Figura 37) quando comparadas ao controle negativo (salina NaCl 0,9%). Ao contrario do
encontrado em CAM, apenas as menores concentra¢des do extrato bruto (1, 5, 10, 25 mg/mL

salina) apresentaram aumento na vasculariza¢ao.
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Figura 37: Fotografias do tegumento do dorso de camundongos mostrando a atividade

angiogénica das concentragcbes de A. chica.

A1 e A2:Controle negativo absoluto (salina NaCl 0,9%); B1 e B 2: AH livre a 0,5 %;C1 e C2: extrato bruto de A.
chica 1 mg/mL; D1 e D2: extrato bruto de A. chica 5 mg/mL; E1 e E2: extrato bruto de A. chica 10 mg/mL; F1 e
F2: extrato bruto de A. chica 25 mg/mL..Em cada grupo experimental foi aplicada 40 pL de cada solugéo (n =
10). Os nimeros 1 e 2 que acompanham as figuras correspondem ao tipo de tratamento realizado nas
fotografias para auxiliar a contagem de vasos sanguineos: brilho e contraste, e negativo (respectivamente). Os
numeros correspondem ao tipo de tratamento nas fotografias: 1 brilho e contraste, e 2 negativo.

5.2.1.Contagem macroscopica dos vasos sanguineos no tegumento do dorso de
camundongos

Quando avaliada quantitativamente a capacidade de inducdo da angiogénese,
caracterizada pelo aumento no numero de vasos, foi significante para o tratamento com
acido hialurénico. J& o tratamento com o EB, o aumento foi significativo em apenas trés das
diluicdes avaliadas (Figura 38).
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Figura 38: Quantificacdo macroscépica dos vasos sanguineos no tegumento do dorso de

camundongos dos grupos controles e dos animais tratados com oEB.
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Tratamentos: Controle negativo (salina NaCl 0,9%); EB,1, 5, 10 e 25 mg/mL,. * p<0,001, ** p<0,01 e ***p<0,05.

Foi observada diferenca entre os dois testes de avaliacdo da capacidade indutora da
angiogénese pelo EB (CAM e tegumento), provavelmente pelo mecanismo de liberacao do
extrato. No modelo de CAM, como as amostras foram aplicadas sobre um papel filtro,
provavelmente houve maior dificuldade para liberagdo da amostra para a membrana,
favorecendo a atividade de extratos mais concentrados, em um curto periodo de tempo. Ja
no modelo do tegumento de camundongos, as amostras foram administradas diretamente no
tecido subcutédneo, que constitui uma camada de tecido conjuntivo frouxo (Junqueira e
Carneiro, 2004) facilitando a atuagao de concentracdes menores do extrato.

5.2.2. Contagem microscépica dos vasos sanguineos nos cortes histolégicos do
tegumento do dorso de camundongos.

Para avaliar o desempenho da atividade angiogénica no modelo do dorso do
camundongo, fragmentos do tegumento dos animais tratados com EB 5mg/mL, incluidos em
historresina para a confeccao das laminas histologicas, foram avaliados microscopicamente

(Figura 39).
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Desta forma foi observado um aumento significativo no nimero de vasos sanguineos
(Tabela 23) quando comparados ao controle veiculo (NaCl 0,9%) corroborando com a
contagem macroscopica (Figura 39) dos vasos sanguineos no tegumento do dorso de

camundongos.

Figura 39: Cortes histolégicos do tegumento do dorso de camundongos.

Grupos avaliados: A: Controle negativo absoluto (salina NaCl 0,9%); B: A. chica 5 mg/mL; As setas indicam

vasos sanguineos.

Tabela 23: Quantificacdo microscopica dos vasos sanguineos nos cortes histolégicos do
tegumento do dorso de camundongos.
Salina EB

Vasos
(numeros) 80,5 22+0,42
Grupos avaliados: Controle negativo absoluto (salina NaCl 0,9%); EB 5 mg/mL; p <0,001.

Os resultados dos testes de angiogénese em CAM e tegumento de camundongos
sugerem um efeito angiogénico para o EB que complementam o mecanismo de acao
cicatrizante do EB, cujos estudos anteriores ja demonstraram uma acéo sobre proliferacao
de fibroblastos in vitro e in vivo e sobre a sintese de colageno in vitro e in vivo (Jorge et al,.
2008).
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6. Atividade Cicatrizante.

6. 1. Teste de Inducao de Crescimento de Fibroblastos Dérmicos in vitro

Inicialmente foi realizado teste de inducao de crescimento de fibroblastos in vitro para
verificar se 0 EBM manteve o efeito proliferativo observado para o EB. Além disso, foi

avaliada também a atividade da carajurina sobre a proliferacao celular também.

Na maior concentracao (250 pg/mL), ambas as amostras EB e EBM foram téxicas,
resultando em morte celular. A partir da concentracdo de 25 pg/mL, ambas as amostras
estimularam o crescimento dos fibroblastos de maneira concentracdo dependente. Foi
interessante observar ainda que o processo de microencapsulamento levou a uma reducao
do estimulo o que pode ser atribuido a liberagcdo mais lenta do extrato para o meio de cultura
(Figura 40).

Figura 40: Gréafico de crescimento celular de fibroblasto dérmico humano em fungao
da concentracao de EB e EBM.
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Como observado na Figura 41, a carajurina apresentou um efeito estimulante sobre a

proliferacdo celular menos intenso do que aquele observado para o EB.
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Figura 41: Grafico de crescimento de fibroblastos dérmicos humanos em funcao da
concentragao de EB e de carajurina.
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Esses resultados corroboram com a hipétese de que a atividade cicatrizante do EB
esta relacionada principalmente com as antocianinas, com pequena participagdo das
agliconas.

2. 2. Atividade Cicatrizante em Ratos diabéticos por estreptozotocina

O diabetes melito € um disturbio metabdlico crénico e complexo caracterizado por
comprometimento do metabolismo da glicose e de outras substancias produtoras de energia,
associado a uma variedade de complicagbes em 0Orgaos essenciais para manutencdo da
vida. Constitui um importante problema de saude publica, devido a elevada prevaléncia e
morbimortalidade, além do risco de desenvolvimento de complicagbes cronicas
incapacitantes (como retinopatia, nefropatia, neuropatia e vasculopatia). Soma-se a isso o
elevado custo econdémico, gerado pelo tratamento e pela reducéo da capacidade de trabalho
de individuos em idade produtiva. Globalmente sua prevaléncia estd estimada em 120
milh6es de individuos, sendo que entre 4 a 10% destes desenvolvem lesdes no pé. (Moura et
al, 2013; Brasileiro et al 2005).
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No Brasil, um estudo multicéntrico realizado em nove capitais encontrou uma
prevaléncia de 7,6% entre pessoas de 30 a 69 anos de idade, sendo que, destas, quase a
metade ainda desconhecia ser portadora da doencga, e aproximadamente 25% dos diabéticos
previamente diagnosticados nao realizavam qualquer tipo de tratamento (Oliveira et al,
2009). Em 2010 foi estimado 285 milhdes de diabéticos, estima-se que em 2030, 434
milhGes de pessoas sejam diabéticas (Moura et al, 2013).

Em relagdo as consequéncias do diabetes, o pé diabético constitui a complicacdo mais
frequente, com alta taxa de amputacao, internacdo prolongada e custo hospitalar elevado.
Nos Estados Unidos, o diabetes € responsavel por quase metade das amputacées nao
traumaticas de membro inferior. De etiologia frequentemente multifatorial, caracteriza-se por
uma variedade de anormalidades resultante da combinagdo de neuropatia e/ou vasculopatia
em pacientes portadores do diabetes melito. (Brasileiro et al 2005; Oliveira et al 2009; Moura
et al, 2013).

O uso de cremes e géis fitoterapicos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) de
diversas cidades do Estado de S. Paulo, tendo Campinas como exemplo, no tratamento de
ulceragdes cutdneas do pé diabético, acamados, cadeirantes entre outros tem demonstrado
resultados promissores. Extratos obtidos de plantas como Aloe vera, Calendula officinales e
Hamamelis virginiana sdo os mais utilizados (Jorge, 2008). Ainda sim a busca de novas
opcbes para o tratamento das ulceragbes do pé diabético é necessaria em vista da
prevaléncia desta complicacé@o e da baixa eficiéncia dos tratamentos usuais.

Os trabalhos anteriores demonstraram que o extrato bruto de A.chica apresenta
atividade cicatrizante in vitro e in vivo através da indug¢do do crescimento de fibroblastos e
sintese de colageno, motivando a continuidade dos estudos agora em modelos de ratos
diabéticos (Jorge et al., 2008). Além disso, o Ministério da Saude (2009) elaborou uma lista
com 71 plantas que poderdo gerar produtos para serem usados pelo SUS dentre as quais se
encontra a A. chica.

A cicatrizacao de feridas é um processo fisiolégico complexo que envolve acdes
simultdneas de mediadores, células sanguineas, matriz extra celular e células parenquimais.
Imediatamente apds a leséo inicia-se a homeostase/coagulagdo logo inicia-se a resposta
inflamatoria, seguida proliferacdo (formacdo do tecido de granulacdo) re-epitelizagdo e

remodelamento. A transicdo entre as fases depende da maturacdo e diferenciacdo de
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queratindcitos, fibroblastos, macréfagos e mastocitos. Enquanto feridas agudas geralmente
progridem linearmente através das diferentes fases do processo cicatrizante, o processo de
cura em pacientes diabéticos pode nao seguir essa linha do tempo, mas sim resultar em uma
ferida crénica. Quando o tecido de granulacdo € excessivo, pode ocorrer retardamento da
cicatrizacdo, prolongando a fase inflamatéria, comum na complicacdo do processo
cicatrizante em diabéticos. (Lima et al, 2013; Moura et al, 2013).

Os modelos de estudos dos diversos aspectos da diabetes podem ser realizados em
animais geneticamente modificados ou com o uso de agentes indutores, dentre eles a
estreptozotocina (STZ). A STZ é uma nitrosamida de ocorréncia natural, isolada de col6nias
de Streptomyces achromogenes e caracterizada como um antimicrobiano de largo espectro,
utilizada como indutora de diabetes em animais experimentais, por possuir citotoxicidade
especifica para células beta das ilhotas de Langerhans. Por isso, essa substancia provoca
insuficiéncia insulinica, com uma resposta trifasica nos niveis glicémicos durante as primeiras
horas de administracdo, seguida do estabelecimento da diabetes permanente apds as 24hs.
Esse método quimico, apesar de ter um elevado indice de mortalidade relativa, permite a
utilizacdo de um grande numero de animais, destruindo a parte endocrina do pancreas, com
preservacao de sua funcao exocrina (Lerco et al 2003; Delfino et al, 2002)

Diversos artigos citam a utilizagdo de STZ como indutora de diabetes em diferentes
doses, entre 60 mg/kg e 80 mg/Kg, por via intraperitoneal (i.p.) (Chithra et al 1998; Delfino et
al, 2002; Valcheva-Kuzmanova et al 2007; Akbarzadeh et al 2007; Kamer et al 2010).

Para a inducao da diabetes foi utilizada a STZ na dose de 60 mg/kg em 28 ratos Wistar
machos pesando em média 200 g com glicemia basal de 92 mg/dL, apéds jejum de 12 h. Apo6s
trés dias da administracdo intraperitoneal de STZ (60 mg/Kg) e 6 h de jejum a glicemia basal
dos animais estava em meédia 434 mg/dL.

A analise macroscépica da evolugdo do processo cicatricial € essencial quando se
trata de um novo produto (Sonnewend, 2013). Durante o experimento, utilizando ratos
diabéticos por inducdo de STZ, foram realizadas, analises clinicas de sinais inflamatorios
como edema, exsudato inflamatério e pus, formagédo de crosta e, medidas diarias utilizando
sonda periodontal, durante os 10 dias de experimento, e as feridas fotografadas dos 3 grupos
experimentais, salina, alantoina e EB. Nos dois primeiros dias todos os animais estavam com

as bordas das feriadas edemasiadas, com exsudato inflamatério e pus, porém observou-se a
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presenga de crosta apenas nos grupos tratados com alantoina e EB. A partir do terceiro dia
até o sétimo dia foram observados sinais inflamatérios apenas no grupo tratado com salina,
com formacédo de crosta fina no sétimo dia. Na Figura 42 sdo apresentadas as fotos das
feridas nos dias 1, 5 e 10, dos 3 grupos tratados.

Figura 42: Andlise macroscopica da contracdo das feridas de ratos diabéticos por

estreptozotocina, nos dias 1, 5 e 10.
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O experimento, utilizando ratos diabéticos por inducdo de STZ, neste estudo
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demonstra a porcentagem de contracédo da ferida ap6s dez dias de tratamento (Figura 43).
Os tratamentos com EB e EBM diminuiram significantemente a area ulcerada (85% e 86% de
contracdo) quando comparados com o grupo salina (57% de contracao). O grupo tratado
com alantoina apresentou, no mesmo periodo, reducdo de 85%. Este resultado corroborou
com o estudo anterior no qual se observou contracdo da ferida de 96% em ratos
normoglicémicos tratados topicamente com o extrato bruto de A. chica (Jorge et al, 2008).
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Figura 43: Efeito cicatrizante de EB e EBM apéds tratamento diario (10 dias) de Ulceras

cutaneas em animais diabéticos por STZ in vivo.
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Tratamento: EB e EBM (100mg/mL), Alantoina (100mg/mL), Salina (NaCl 0,9%).* p<0,05.

Ao final do experimento (décimo primeiro dia) retirou-se a area de contracao da ferida
para analise do estimulo a sintese de colageno, através do teste de hidroxiprolina e analise
histologica. A hidroxilacdo da prolina e da lisina € uma etapa vital para a formagcéo do
colageno que ocorre no ribossomo do fibroblasto que sofreu alteragées morfologicas para a
secrecao de colageno. Oxigénio, acido ascoérbico e ferro sdo cofatores nesta hidroxilagao.
Através da determinacao do conteudo de colageno sintetizado, pela analise de hidroxiprolina
e histologia do tecido em processo cicatrizante, é possivel avaliar também o potencial
cicatrizante de uma droga. (Jorge et al, 2008). Os resultados da analise de hidroxiprolina
indicaram que nos ratos diabéticos tratados tanto com EB quanto com EBM ocorreu um
estimulo significativo na sintese de colageno (Figura 44).
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Figura 44: Efeito estimulante sobre a sintese de coldgeno do EB e EB in vivo avaliado
pela quantidade de hidroxiprolina.
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Tratamento: EB e EBM (100mg/mL), Alantoina (100mg/mL), Salina (NaCl 0.9%). Os resultados (indice de lesao
ulcerativa) séo expressos como média * erro padrao. Andlise estatistica ANOVA seguida de teste de Dukan:
*p<0,001.

Além disso, uma parte da area lesionada em processo cicatrizante, de cada animal, foi
retirada e armazenada em formol 10% para posterior analise histologica. Estas andlises
foram realizadas em parceria com a professora Dra. Denise Priolli no departamento de
histopatologia da Faculdade de Medicina da Universidade Sao Francisco Campus Braganca
Paulista.

As analises do tecido de granulacdo do grupo tratado com EB demonstraram a
presenca moderada de fibroblastos, com pouco infiltrado inflamatério e neovascularizacao,
enquanto no grupo controle negativo (NaCl 0,9%) o tecido de granulagdo apresentou sinais
de necrose, abundante infiltrado inflamatério neutrofiico e derramamento hematico.
Finalmente, o grupo controle positivo (alantoina) apresentou tecido de granulacdo com
presenca moderada de fibroblastos, pouco infiltrado inflamatério como o EB, porém sem
induzir neovascularizagao (Figura 45).

Além disso, a pele integra dos ratos diabéticos, dos 3 grupos tratados, retirada no

primeiro dia do experimento também foi analisada histologicamente para quantificar o
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colageno presente na pele integra e desta forma servir como parametro de comparacao com
o que foi sintetizado durante o processo cicatrizante, apdés 10 dias de experimento. Neste
estudo, o TM cora o colageno de azul e, portanto quanto mais fibras colagenas presentes
mais intensa € o coloragdao azul. Assim, a pele integra dos animais apresentou em média
16% de colageno enquanto, ao final do experimento, os animais tratados com EB
apresentaram em média 16% e 0 grupo salina apresentou em média 9%. Além disso, o
grupo tratado com Alantoina apresentou em média 18% de colageno, indicando que tanto o
EB quanto a alantoina foram capazes de restaurar a pele dos animais diabéticos (Figura 46).

Corte histologico dapele integra de animal diabético coloracaoHE (200x)
Fibroblastos

Necrose

Alantoina

Infiltfado hematico ; N
Infiltrado inflamatério Flbrublastos Neovascularizagao

Corte histologico do tecido de granulacao de animais diabéticos coloracdo HE (200x)
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Figura 46: Corte Histologico da pele dos ratos tratadas e coradas com TM (400X).
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O principal objetivo do processo cicatricial € o fechamento da ulceracdo no menor
tempo possivel, com o minimo de dor, desconforto e panico ao paciente (Jorge et al, 2008;
MacKay & Miller, 2003). Compreender os mecanismos moleculares trara no futuro novas
estratégias para promover a cicatrizacao, restaurar a funcao da pele, bem como permitira o
emprego de novas terapias tdpicas para o tratamento de feridas. Assim, os resultados
obtidos com os exiratos (EB e EBM) demonsiram o potencial cicatrizante em animais
diabéticos, possivelmente por estimulo do crescimento de fibroblastos e da producédo de
colageno bem como a neovascularizagao.

Devido a agcado antiulcerogénica do EB em ratos normoglicémicos, o EB também foi
avaliado em animais diabéticos por STZ, com média de 434 mg/dL o indice glicémico. Assim,
em modelo de Ulcera induzida por etanol em ratos diabéticos, o EB (doses de 100, 250 e 500
mg/Kg) reduziu o indice de lesdes ulcerativas quando comparado ao grupo controle negativo
(NaCl 0,9%) apresentando DEsy de 208 mg/Kg, quase o dobro da observada em ratos
normoglicémicos (DEsy de 125 mg/Kg). Este aumento da DEsy pode ser atribuido a
diminuigdo da capacidade cicatrizante observada no diabetes devido a diminuicdo da insulina
circulante, mesmo assim o extrato protegeu a mucosa gastrica, ndo sendo diferente do grupo
controle positivo tratado com carbenoxolona (200 mg/Kg) (Figura 47).
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Figura 47: Efeito da administragao oral Unica de A. chica em modelo de Ulcera géstrica

induzida por etanol absoluto em ratos Wistar diabéticos.
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Tratamento: A.chica (EB) (100, 250 e 500 mg/mL), Controle negativo (NaCl 0.9%). Os resultados (indice de
leséo ulcerativa) sdo expressos como média + erro padréo. Andlise estatistica ANOVA seguida de teste de
Tukey: p<0,001 (*p<0,05 ,***p<0,001).

Desta forma, os resultados obtidos tanto no modelo de cicatrizagdo dérmica quanto no
modelo de Ulcera gastrica demonstraram que o EB manteve sua atividade cicatrizante em
animais diabéticos.

Diversos fatores de crescimento estdo envolvidos no processo de cicatrizagdo tendo
como principais fatores, TNF-a, TGF- a, TGF-B, PDGF, VEGF, IL-1, que sao liberados pelas
principais células que constituem a pele (Tabela 3). A biologia molecular proporcionou a
quantificacdo dos fatores de crescimento, através de complexas reacdes utilizando material
genético encontrado no tecido de granulagéo de feridas. Futuros testes devem ser realizados
para verificar uma possivel acdo do EB no estimulo da producdo destes fatores, os quais
estdo envolvidos na proliferacdo de uma das principais células da derme, o fibroblasto, e na
neovascularizagao.

Além desta tese de doutorado, nosso grupo de trabalho vem desenvolvendo estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos que visam o desenvolvimento de formas farmacéuticas para

uso topico em pele e em mucosa oral contendo o EB. Sousa (2013) demonstrou a
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manutencdo dos compostos quimicos do EB incorporado ao gel de Natrosol, bem como a
manutengdo da atividade cicatrizante em ratos normoglicémicos, com estimulo da
proliferacao de fibroblastos e da sintese de colageno, em analise histoldgica da pele. Estes
trabalhos geraram duas patentes (Anexo) sendo uma internacional, PI1105312-7:
COMPOSICOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO EXTRATO DE ARRABIDAEA
CHICA VERLOT EM SISTEMAS DE LIBERACAO MICRO E NANOPARTICULADOS E
LIPOSSOMAIS, PROCESSOS DE FABRICACAO E USO DOS MESMOS e BR 10 2012
033126 8: PROCESSO DE OBTENCAO DE PRODUTOS A BASE DE QUITOSANA E
ENRIQUECIDOS COM ARRABIDAEA CHICA, que despertou o interesse de uma industria
farmacéutica nacional no desenvolvimento de um produto. O grande interesse em
implementar um medicamento fitoterapico no SUS despertou o interesse do desenvolvimento
de um projeto de pesquisa clinica, em Mucosite oral produzida pelo uso de quimioterapicos
no ambulatério de Oncologia do HC da Unicamp e no ambulatério de Odontologia do

Hemocentro da Unicamp.
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Conclusdo

Com a finalidade de desenvolver um medicamento fitoterapico contendo o extrato bruto
de Arrabidaea chica este trabalho contribuiu com dados para definicdo dos parametros de
eficacia, seguranca e reprodutibilidade:

e O extrato bruto reproduziu sua atividade cicatrizante em animais diabéticos

aumentando a proliferacao de fibroblasto e sintese de colageno bem como o estimulo
a neovascularizagao.

e A microencapsulagdo mostrou ser uma estratégia vidvel aumentando o tempo de

prateleira do extrato bruto preservando a atividade antiulcerogénica.

e Os parametros bioquimicos e hematoldgicos do extirato bruto ndo apresentaram

alteracoes.

e A atividade antiulcerogénica do extrato demonstrou estar relacionada ao aumento da

producdo de muco e a atividade antissecretora inibindo a agcdo da gastrina e
acetilcolina.

@ Esses resultados fornecem subsidios cientificos para confirmagdo do uso dessa

espécie de A. chica na cicatrizacao de Ulceras cutaneas e da mucosa gastrica derivadas ou
ndo das complicacdes da diabetes.
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Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “"Avaliagdo da atividade _cicatrizante,
antitlcerogénica e angiogénica de formulagdes de Arrabidaea chica Verlof"
(protocolo n° 2407-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho / Michelle Pedroza Jorge, esta de acordo com os Principios Eticos

na Experimentacdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para 0-Uso cientifico de
animais. € 0 DECRETO N° 6,899, DE 15 DE JULHO DE 2008. '

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica' no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNIEAMP - em 06 de maio de
2011.

Campirias, 06 de maio de 2011.
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