% ,A- UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA CF
—'\ Departamento de Farmacia i i s

Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias-Farmacéuticas

Potencial cicatrizante de microparticulas contendo fracdo acetato de etila das

espécies Stryphnodendron adstringens e Stryphnodendron obovatum

ELOISA LORENZI DA SILVA

Maringa
2023

Assinatura Avancgada realizada por: Eloisa Lorenzi da Silva (XXX.208.089-XX) em 22/02/2024 11:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 21.761.470-8 por: Eloisa
Lorenzi da Silva em: 22/02/2024 11:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o c6digo: 3865¢998583b16f6e379b566de052f91.




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

Potencial cicatrizante de microparticulas contendo fracdo acetato de etila das

espécies Stryphnodendron adstringens e Stryphnodendron obovatum

ELOISA LORENZI DA SILVA
Orientador: Prof. Dr. Jodo Carlos Palazzo de Mello

Coorientadora: Profa. Dra. Raquel Isolani Luvizotto

Projeto de Mestrado apresentado ao Programa de Pos-
Graduacio em Ciéncias Farmacéuticas - Area de
concentracdo: Produtos Naturais e Sintéticos
Biologicamente Ativos, da Universidade Estadual de

Maringa.

Maringa
2023

Assinatura Avancgada realizada por: Eloisa Lorenzi da Silva (XXX.208.089-XX) em 22/02/2024 11:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 21.761.470-8 por: Eloisa
Lorenzi da Silva em: 22/02/2024 11:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o c6digo: 3865¢998583b16f6e379b566de052f91.




Este trabalho sera realizado no Laboratério de Biologia Farmacéutica PALAFITO - Bloco K80,
PALAFITO - Bloco T22 e Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) - Bloco
B09, da Universidade Estadual de Maringad (UEM), Maringa/PR.

Assinatura Avancgada realizada por: Eloisa Lorenzi da Silva (XXX.208.089-XX) em 22/02/2024 11:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 21.761.470-8 por: Eloisa
Lorenzi da Silva em: 22/02/2024 11:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o c6digo: 3865¢998583b16f6e379b566de052f91.




BIOGRAFIA

Eloisa Lorenzi da Silva nasceu em Maringa, PR, em 02 de outubro de 2000. Filha de
Lenilson Lorenzi da Silva e Sandra Aparecida de Oliveira Lorenzi da Silva. Cursou 0 ensino
fundamental na Escola Estadual Ipiranga e o ensino médio no Colégio SESI, onde concluiu em
2017. Por ser bolsista, nos dltimos dois anos do ensino médio, fez o curso técnico em
Biotecnologia, pelo SENAI. No ano de 2018 ingressou no curso de Farmacia na Universidade
Estadual de Maringa. Participou de congressos e simp0sios nacionais e internacionais,
apresentando trabalhos com publicagdo em anais de eventos. Iniciou suas atividades no
Laboratério de Biologia Farmacéutica — PALAFITO em 2020, participando de dois projetos de
iniciagdo cientifica: “Atividade anti-inflamatdria e antioxidante de extratos hidroalcéolicos de
rizomas de Limonium brasiliense” ¢ “Atividade anti-Helicobacter pylori ex vivo de extrato
hidroalcdolico de rizomas de Limonium brasiliense”, sob a orientagdo do Prof. Dr. Jodo Carlos
Palazzo de Mello. Referente ao Gltimo trabalho, recebeu premiacéo pela apresentacdo oral dos
resultados obtidos em um evento nacional. Concluiu a graduagdo em 2023 e, atualmente, é

Mestranda no Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (PCF).

Assinatura Avancgada realizada por: Eloisa Lorenzi da Silva (XXX.208.089-XX) em 22/02/2024 11:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 21.761.470-8 por: Eloisa
Lorenzi da Silva em: 22/02/2024 11:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o c6digo: 3865¢998583b16f6e379b566de052f91.




OZON
(=)

SUMARIO

L INTRODUGAD ...ttt ssss s 10
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......coiiriireeineesneessesssssssssssssesssssssssssssesssssssssasssssssssnes 12
2.1 Familia € SUBDTAMITHA........cooiiicic e 12
2.2 GEnero - Stryphnodendron Mart. ..o 12
2.3 TANMINOS ...ttt bbb bbbt e b e bbbt bbbt 13
p O O o= [ 2 Lo Lo PSSO 14
SIUSTIFICATIV A bbb bbb bbb bbb bbb nae e 16
3.1 INOVAGAO E RELEVANCIA .......ooomoivvieeeeeeeeseeeeeeeeeeeseasesee s ssssssse s 16
3.2 SUSTENTABILIDADE .......coetiiiiiiitrttteie ettt 17
A, OBIETIVOS ...ttt ettt et et e b et et e e e b e e e e ens 18
4.1 OBIETIVOS GERAIS ... ..ottt 18
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt tes st 18
5 MATERIAIS E METODOS ...t sssesseestssess s ses st ssssssssssssssessessssnsnes 19
S L MATERIAIS Lt b et nb e be e e e sbeennenre s 19
5.1.1 Solventes, reagentes € SOIUGDES. ..o iueiriririirieeirie e 19
TR A Lo [0 o 1L 0 (o 20
5.2 METODOS. ...ttt 21
5.2.1 DIOQa VEGELAL .....eeuieiieiieiiciiet ettt bbb bbb bbb bbb bbb 21
5.2. 1.1 COlBLAS ...ttt 21
5.2.1.2 AULOTIZAGDES. .....veeeeeteiseetee sttt e bbbttt n b nas 22
5.2.1.3 Secagem € eStabiliZACAO ........ccevieieiiecc 22
5.2.1.4 Preparo doS MateriaiS VEQELAIS .......cccoueiirieeirieeisieesesie e 22
5.2.2 PreparaGdo dos eXtratos € fraGOES ........ceivrieiriiieirisie et 22
5.2.2.1 Preparagdo dos eXtratos BIUL0S........ccoviieiiieiiicieieieeee e 22
5.2.2.2 Preparacéo das fragc0es SemipurifiCadas ..........ccourverirrieriniiininieeiseeeseee e 23
5.2.3 Analise fisico-quimica, qualitativa e quantitativa............ccccoreienniinisinneeseeee, 23

Assinatura Avancgada realizada por: Eloisa Lorenzi da Silva (XXX.208.089-XX) em 22/02/2024 11:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 21.761.470-8 por: Eloisa
Lorenzi da Silva em: 22/02/2024 11:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o c6digo: 3865¢998583b16f6e379b566de052f91.




- .
yze) AN
R\
%7 N\
|-' {Hs._9 \ "I
= | lo
.':; l\ MD“' 4 ,’I --_ _'I
(AN &/
\\«/_. P c-”/'/
0o 0¥
—

5.2.3.1 Determinagdo da perda por ESSECAGAD ..........cvevrrrveiririeiresieinie et 23
5.2.3.2 REAGOES QUANITALIVAS ......eovieieeiiiiciiiiee ettt 23
5.2.3.2.1 ReaGA0 de POLITENGIS. .......ciiviiericiiise e 24
5.2.3.2.2 ClOreto fAITICO (FECIR) .o 24
5.2.3.2.3 GEIALING ..ottt ettt ne e e nnes 24
5.2.3.3 ANAliSES QUANTITALIVAS .........cueiviieticiicce ettt reere e 24
5.2.3.3.1 TEOI A8 EXLIATIVIOS ....cueevereeiiieieiiieiesie ettt bt ae e sne e 24
5.2.3.3.2 Determinacdo do teor de acido galico e galocatequing ..........cccvvevrereeievieieeeseiesiennns 25
5.2.4 Preparacdo das microparticulas adeSiVas ..........cccouveeiirneriniseninieieese e 27
5.2.4.1 Planejamento exXperimental ..........cccooeiiiieiieicsee s 27
5.2.4.2 MEtodo POr SPray-0rYiNg ...cc.ccocveeieesesieeseseeie et a s e e see e sseneas 28
5.2.5 Caracterizagdo das MiCropartiCUlAS ...........coceourieirneiineeise e 28
5.2.5.1 Analise MOITOIOGICA .......cvivieeiiiiiiiiice et 28
5.2.5.2 Analise granUIOMELIICa. .......c.ceiveuiiiiicesiee e 28
5.2.5.3 ANALISES tEIMICAS ....veviriieeiiiieiee ettt ettt e st s e e 28
5.2.5.4 DifraG80 08 FAI0S-X ...cviueuiiiieiiiiieisisieie sttt bbbttt 29

5.2.5.5 Determinac¢do do teor de galocatequina e acido galico e eficiéncia de aprisionamento

............................................................................................................................................. 29
5.2.5.6 Avaliacdo do perfil de liberagdo in vitro de galocatequina e acido gélico.................... 29
5.2.6 Potencial CICatrizante IN VItrO.........cccooiieiiiiiiiieise e 30
5.2.6.1 CUIUIa d& CEIUIAS ..o 30
5.2.6.2 Ensaio de viabilidade CElUIAr ............ccciiiiiiicice e 30
5.2.6.3 Ensaio de cicatrizacao de feridas in VItrO ..o 31
5.3 ANALISE ESTATISTICA ..ooiiireerreeiieeereessseessssessssssss st sssss s ssssssssssssssssssssssssssssnas 31
6. CRONOGRAMA DE EXECUGAOD .....ooiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 32
7 RESULTADOS ESPERADOS. ... .ottt 34
8. EQUIPE EXECUTORA E LOCAIS DE EXECUCAO DOS EXPERIMENTOS........ 34

Assinatura Avancgada realizada por: Eloisa Lorenzi da Silva (XXX.208.089-XX) em 22/02/2024 11:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 21.761.470-8 por: Eloisa
Lorenzi da Silva em: 22/02/2024 11:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o c6digo: 3865¢998583b16f6e379b566de052f91.




8.1 EQUIPE EXECUTORA ... .o 34
8.2 LOCAIS DE REALIZACAQ DE EXPERIMENTO .....coovvirieinieeceeieeeeses oo 35

9. REFERENCIAS ..ottt tee vttt ns s sensens 36

Assinatura Avancgada realizada por: Eloisa Lorenzi da Silva (XXX.208.089-XX) em 22/02/2024 11:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 21.761.470-8 por: Eloisa
Lorenzi da Silva em: 22/02/2024 11:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o c6digo: 3865¢998583b16f6e379b566de052f91.




SILVA, E. L. 2023. Potencial cicatrizante de microparticulas contendo fragdo acetato de etila
das especies Stryphnodendron adstringens e Stryphnodendron obovatum. Projeto de mestrado,
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringa.
41p.

RESUMO

Stryphnodendron adstringens (Mart.)) Coville e Stryphnodendron obovatum Benth.,
Leguminosae, sdo popularmente conhecidos como barbatimao. A confusdo entre essas espécies
é comum devido aos nomes e uso populares em comum. Suas cascas, que sao utilizadas, ndo
apresentam diferencas morfoanatdmicas, também sendo mais um motivo de utilizacdo errénea.
Contudo, sua fitoquimica possui diferengas nos teores de acido gélico e galocatequina. Além
disso, a presenca de epigalocatequina-3-O-(3,5-dimetil)-galato e epigalocatequina-3-O-(3-
metoxi-4-hidroxi)-benzoato, diferencia as espécies. Considerando o potencial cicatrizante
dessas espécies, destaca-se a importancia de desenvolver formulacdes topicas que possam ser
utilizadas com essa finalidade. Sistemas farmacéuticos microparticulados oferecem liberacédo
controlada e propriedades adesivas, mantendo os ativos no local de aplicacdo. A variacdo do
pH da pele quando inflamada sugere o uso de polimeros pH-responsivos na producdo de
microparticulas. Portanto, a capacidade cicatrizante das espécies, especialmente devido a
presenca de taninos, € aprimorada em sistemas microparticulados. Dessa forma, o objetivo deste
projeto sera desenvolver microparticulas contendo fracGes semipurificadas de S. adstringens e
S. obovatum e avaliar o potencial cicatrizante das amostras em linhagem L-929 de fibroblastos,
a fim de posteriormente melhorar o tratamento de feridas de dificil cicatrizacdo, oferecendo

resultados mais eficazes.

Palavras-chave: Cicatrizacao; Ferida; Wound healing; Barbatimédo; Farmacognosia.
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ABSTRACT

Stryphnodendron adstringens and Stryphnodendron obovatum, Leguminosae, are commonly
known as barbatimdo. Confusion between these species is common due to shared names and
popular use. Their barks, which are utilized, do not exhibit morphoanatomical differences,
contributing to potential confusion. However, their phytochemistry shows variations in levels
of gallic acid and galocatechin. Additionally, the presence of epigallocatechin-3-O-(3,5-
dimethyl)-gallate and epigallocatechin-3-O-(3-methoxy-4-hydroxy)-benzoate distinguishes the
species. Considering the wound-healing potential of these species, there is an emphasis on
developing topical formulations. Pharmaceutical microparticulate systems offer controlled
release and mucoadhesive properties, ensuring the retention of active compounds at the
application site. The pH variation in inflamed skin suggests the use of pH-responsive polymers
in microparticle production. Therefore, the aim of this of this project will be to develop
microparticles containing semi-purified fractions of S. adstringens and S. obovatum and
evaluate the healing potential of the samples in the L-929 lineage of fibroblasts, in order to

subsequently improve the treatment of difficult-to-heal wounds, offering more effective results.

Keywords: Cicatrization; Healing; Wound healing; Barbatimédo; Pharmacognosy.
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1 INTRODUCAO

O género Stryphnodendron Mart. pertence a familia Leguminosae Juss. E nativo de
parte da regido da América Central e America do Sul, se estendendo por todo o territorio
brasileiro. Atualmente, existem 35 espécies aceitas para esse género (Scalon etal., 2022), dentre
elas Stryphnodenron adstringens (Mart.) Coville e Stryphnodendron obovatum Benth. S.
adstringens é uma espécie nativa do Brasil, enquanto S. obovatum é nativa do Brasil, Bolivia e
Paraguai. Ambas as espécies sao conhecidas popularmente como: “barba-de-timao”, “casca da
virgindade”, “faveira” e “barbatimdo” (Scalon et al., 2022; POWO, 2023b).

Devido ao seu nome popular, essas espécies podem ser confundidas, sendo utilizadas
de forma equivocada. Para a diferenciacéo entre as espécies, por suas folhas, pode ser realizado
a analise macroscopica dos folidlulos. Contudo, as cascas nao apresentam diferencas
morfoldgicas e anatémicas, sendo necessario a diferenciacdo fitoquimica das espécies (Sanches
etal., 2007).

Estudos fitoquimicos podem ser realizados para identificar os compostos presentes
nessas espécies. Lopes et al. (2009b) realizaram a separacdo e quantificacdo de acido galico e
galocatequina em trés espécies, dentre elas S. adstringens e S. obovatum. Com isso, puderam
observar que S. adstringens possui o teor de acido galico cerca de 3 vezes maior do que S.
obovatum. Contudo, o teor de galocatequina nao variou entre as espécies. Outra forma, seria
pela identificacdo de epigalocatequina-3-O-(3,5-dimetil)-galato e epigalocatequina-3-O-(3-
metoxi-4-hidroxi)-benzoato, 0s quais estdo presentes em S. adstringens e ausentes em S.
obovatum (Lopes et al., 2009a).

Para o tratamento de feridas, é interessante o desenvolvimento de formulac@es de uso

topico. Dessa forma, sistemas farmacéuticos microparticulados permitem que os ativos tenham
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uma liberacdo controlada, além de possuirem propriedades adesivas, fazendo com que os ativos
permanecam no local de aplicacéo (Carvalho et al., 2010). Em casos de lesdo na pele, quando
inflamada, o pH desta sofre um aumento (Schneider et al., 2006; Draelos, 2022). Dessa forma,
é interessante a utilizacdo de polimeros pH-responsivos na produc¢do das microparticulas (Van
Gheluwe et al., 2021).

O potencial cicatrizante de S. adstringens e S. obovatum demonstra a capacidade das
espécies em curar feridas. As espécies sao ricas em taninos, que possuem potencial de promover
a proliferacdo/migracdo celular, bem como atividade antimicrobiana e antifingica, o que
favorecem a recuperacdo tecidual, reduzindo ainda os riscos de infeccbes, por exemplo
(Sanches et al., 2005, Ishida et al., 2006, Trevisan et al., 2020). Quando em sistema
microparticulado, essa atividade é favorecida, devido as propriedades dessa tecnologia
farmacéutica. Portanto, o uso de microparticulas contendo fragbes semipurificadas de S.

adstringens e S. obovatum podem melhorar o resultado no tratamento de feridas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia e subfamilia

Leguminosae Juss. € sindbnimo de Fabaceae Lindl. Pertence a classe das angiospermas.
Em geral, é composta por arvores, arbustos e subarbustos. Abrange 793 géneros aceitos e quase
20.000 espécies, sendo uma das trés maiores familias de plantas (POWO, 2023a).

No Brasil, também esta entre as trés maiores familias em questdo de diversidade e
numero de espécies, estando distribuida em todo o pais. Cinco subfamilias sdo pertencentes a
essa familia, sendo: Cercidoideae, Detarioideae Burmeist., Dialioideae, Papilionoideae e
Caesalpinioideae. A subfamilia Papilionoideae possui 152 géneros aceitos no pais, contudo, a
subfamilia Caesalpinioideae é a que possui maior taxa de géneros no pais, cerca de 50% quando
em relacdo a quantidade total de géneros no mundo (Flora e Funga do Brasil, 2023a; POWO,
2023a).

A subfamilia Caesalpinioideae abrange 163 géneros e aproximadamente 4680 espécies.
Alguns géneros dessa subfamilia sofreram mudancas filogenéticas que devem ser estudadas
para se estabelecer uma nova classificacdo (Ringelberg et al., 2022). No Brasil, existem 73

géneros dessa subfamilia e, dentre eles, o género Stryphnodendron Mart. (LPGW, 2023).

2.2 Género - Stryphnodendron Mart.

O género Stryphnodendron Mart. foi primeiramente descrito por Martius, em 1837. Esse
nome deriva das palavras “stryphnos” e “dendron”, que significa “arvore adstringente” ou
“arvore que aperta”, devido a propriedade adstringente dos taninos presentes nas cascas (Lima

etal., 2022). Existem 28 espécies aceitas para esse género, nativas da Bolivia, Brasil, Colémbia,
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Costa Rica, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Suriname,
Venezuela. No Brasil, 21 dessas espécies sdo nativas (Flora e Funga do Brasil, 2023b; POWO,
2023b), estando mais frequentes no Cerrado e na Floresta Amazoénica (Scalon et al., 2022).

As espécies desse género podem ser subarbustos até arvores de grande porte, podendo
ser caracterizadas e diferenciadas por algumas caracteristicas, como as descritas por Scalon et
al. (2022). Por possuirem interesse medicinal, € necessario realizar a diferenciacdo entre as
espécies desse género, pois, por serem conhecidas popularmente como "barbatimado"”, pode
haver a utilizacdo equivocada da espécie desejada (Flora e Funga do Brasil, 2023b; Scalon et
al., 2022).

Diversas atividades de espécies do género Stryphnodendron ja foram relatadas.
Algumas delas sdo: antimicrobiana, antiulcerogénica, anti-Leishmania amazonensis, anti-
Trypanosoma cruzi, antiviral, antifingica, antinociceptiva, antioxidante, anti-inflamatoria,
hipotensiva, imunomoduladora e cicatrizante (Bersani-Amado et al., 1996; Jorge et al, 1996;
Jorge-Neto et al, 1996; Lima, Martins, De Souza, 1998; Audi et al., 1999; Alves et al., 2000;
Herzog-Soares et al., 2002; Palermo et al., 2002; Lopes et al., 2003; Lopes et. al., 2005; Sanches

etal., 2005; Felipe et al., 2006; Ishida et al., 2006; Melo et al., 2007; Carvalho et al., 2020).

2.3 Taninos

Os taninos sdo moléculas presentes em cascas, caules, sementes, raizes, brotos e folhas
de vegetais. Normalmente, as cascas possuem maior concentracdo de taninos quando
comparada a outros 6rgaos. Os taninos atuam como moléculas “protetoras/defensoras” da
planta contra infeccbes fungicas, insetos e outros patdgenos. Eles possuem diversas aplicacdes
industriais, como na inddstria mineral, vinicola, nutricdo animal, além do uso para tratamento
e coloracdo de couro, producdo de adesivos, em estacBes de tratamento de agua e como

moléculas bioativas para o tratamento de doencas (Santos e Mello, 2006; Das et al., 2020).
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Os taninos séo classificados em hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis
apresentam um poliol central com hidroxilas esterificadas pelo &cido galico que, dependendo
da esterificacdo, pode ser transformado em galotaninos ou elagitaninos. Ja os taninos
condensados, ou ndo hidrolisaveis, sdo formados por meio da condensacdo de uma ou mais
unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol, sendo a principal representante dessa classe a
proantocianidina. Atualmente, 90% dos taninos existentes no mercado mundial sdo 0s
classificados como condensados (Das et al., 2020; Maugeri et al., 2022).

As procianidinas possuem atividade antioxidante, eliminando espécies reativas de
oxigénio, pode modular a resposta imune, a¢éo antifungica, antiviral, antimutagénica e demais
propriedades que tém levado ao aumento nas pesquisas sobre essa classe (Santos e Mello, 2006;

Das et al., 2020).

2.4 Cicatrizacao

A pele é 0 maior 6rgdo do corpo humano e é a primeira barreira de defesa do corpo,
fazendo parte da imunidade inata, prevenindo infec¢Bes causadas por microrganismos externos,
evitando a desregulacao térmica e impedindo lesGes mecanicas. Quando lesionada, pode ocorrer
a formacdo de feridas e, para cicatrizar essas feridas ha a liberacdo de diversas citocinas e
quimiocinas, atraindo células de vérias linhagens (Zou et al., 2023). A cicatrizacdo é dividida
em 4 etapas: hemostasia, inflamacéo, proliferagcdo e remodelacéo.

A hemostasia ocorre logo apds a lesdo. Ocorre vasoconstri¢do e, junto a isso, agregacdo
plaquetaria e formacéao de fibrinogénio, para evitar o extravasamento de sangue e formar uma
estrutura temporaria que permite a infiltracdo celular, necessaria para chegar ao local lesionado.
Quando o organismo se encontra hemostatico, inicia-se a fase de inflamacdo (Wilkinson et al.,

2020; Li et al., 2022; Xu et al., 2023).
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A fase de inflamacdo dura cerca de 2 dias. Nesta etapa, 0 agregado plaquetario secreta
diversas citocinas e, junto com elas, os fatores de crescimento atraem monacitos e neutrofilos,
0s quais atuam como células de defesa e auxiliam no aumento da resposta inflamatoria,
liberando outras quimiocinas que atraem leucdcitos para o local. Além disso, ocorre a
diferenciacdo de macrofagos em: M1, pro-inflamatérios, e M2, anti-inflamatorios (Wilkinson
etal., 2020; Li et al., 2022; Xu et al., 2023).

A proliferacdo se inicia no 3° dia da lesdo e é caracterizada pela nova formagdo do
epitélio, angiogénese e granulacdo do tecido. Baseia-se na diferenciacdo de células-tronco da
epiderme e na desdiferenciacdo de células epiteliais, adesao intercelular e na membrana basal.
A formacao de um tecido granular reestabelece o suprimento sanguineo, a integridade do tecido
e favorece a remodelacdo (Wilkinson et al., 2020; Li et al., 2022; Xu et al., 2023).

Por fim, na etapa da remodelacdo ocorre a diminuicdo da presenca de macrofagos,
ceélulas do endotélio e fibroblastos. Os fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, os quais
atuam na contracdo da ferida, levando ao seu “fechamento”. Além disso, ha a substitui¢dao de
colageno tipo Il por colageno do tipo I, considerado mais maduro (Wilkinson et al., 2020; Li

etal., 2022; Xu etal., 2023).
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3 JUSTIFICATIVA

3.1 INOVACAO E RELEVANCIA

Stryphnodendron adstringens e Stryphnodendron obovatum sdo conhecidos
popularmente como “barbatimdo”. Além disso, ambas as espécies possuem indicagdo popular
para o tratamento de feridas. Devido a essas caracteristicas em comum, pode existir confusdo
quando utilizado o nome popular das espécies ou pelas suas indica¢fes. Dessa forma, se faz
necessario a diferenciagdo das espécies em relacdo a alguns aspectos, dentre eles: a
diferenciacdo no potencial bioldgico, como na capacidade de cicatrizacdo. Além disso, como
forma de inovacdo no tratamento, serdo desenvolvidas microparticulas contendo a fracdo
acetato de etila de cada espécie.

O interesse no desenvolvimento de sistemas de liberacdo microestruturados tem
aumentado devido as inimeras vantagens que essa tecnologia farmacéutica oferece. Devido sua
capacidade de estabilizagdo, liberacdo modificada e adesdo no local de aplicagdo, sem a
necessidade no uso de altas concentracdes. Portanto, os efeitos adversos e o risco de toxicidade
sdo reduzidos, além de proporcionar uma maior adesao terapéutica do paciente.

A utilizacdo de fitoterapicos como terapias complementares ou alternativas podem ser
viaveis, de forma farmacol6gica e econémica. Além disso, quando associado a inovagédo
tecnoldgica, como no desenvolvimento de microparticulas, diversas vantagens terapéuticas sao
agregadas. Desse modo, tendo em vista a utilizacdo popular das espécies vegetais S. adstringens
e S. obovatum para a cicatrizacdo de feridas, o desenvolvimento de microparticulas contendo
as fracOes acetato de etila de cada espécie permite a inovagdo nesse tratamento, alem da

diferenciacdo no potencial de cada espécie a essa finalidade.
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3.2 SUSTENTABILIDADE

Mudangas na utilizagdo de recursos naturais estdo sendo estabelecidas, contribuindo
para a preservacao do meio ambiente. Atualmente, faz-se necessario a implementacdo de
politicas publicas para o conhecimento da populacdo sobre esse assunto, abordando sobre as
condiges sociais, econdémicas e de sustentabilidade (Monteiro e Barbosa, 2021; Dos Santos et
al., 2022).

O desenvolvimento sustentavel é aquele que atende as necessidades da geracdo atual
sem comprometer a capacidade das futuras, evitando o esgotamento de recursos no processo
realizado (WWF, 2023). Dessa forma, a sustentabilidade uma maneira de utilizar os recursos
naturais de forma adequada, exigindo planejamento abrangente e criterioso. Os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU buscam cessar a perda da biodiversidade mundial
(ONU Brasil, 2023).

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta. Contudo, ainda enfrenta desafios
com o alto nimero de espécies ameacadas de extin¢do, como por exemplo para as espécies S.
adstringens e S. obovatum (Scalon et al., 2022). Em 2022 foi divulgada a lista atualizada de
plantas ameacadas de extin¢do, com 3.209 especies, subespécies/variedades. A falta de
incentivo e manejo sustentavel, associadas a reducgdo de areas de protecao, resulta no prejuizo
de ecossistemas. Apesar disso, 0 pais possui grande potencial nas plantas medicinais para
impulsionar setores, como na agricultura familiar e geragdo de empregos (Ferreira et al., 2023).

Diante desse cenario, € crucial implementar projetos de desenvolvimento sustentavel,
respaldados cientificamente, para aproveitar a biodiversidade brasileira no tratamento de

doencas e assegurar qualidade de vida e satde para as gerac¢des futuras (Alves et al., 2016).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a atividade biologica das fracOes acetato de etila microencapsuladas de
Stryphnodendron adstringens e Stryphnodendron obovatum em linhagem de fibroblastos L-929

para analisar e diferenciar a capacidade cicatrizante das espécies.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o controle de qualidade das espécies vegetais;

e Produzir os extratos brutos (EBs) e fragdes acetato de etila (FAES) das cascas de S.
adstringens e S. obovatum;

e Obtencdo das microparticulas contendo as FAEs com diferentes polimeros;

e Caracterizacdo das microparticulas;

e Determinacéo do teor de acido galico e galocatequina nas microparticulas e da eficiéncia
de aprisionamento;

e Auvaliagdo do perfil de liberagdo in vitro de &cido gélico e galocatequina a partir das
estruturas obtidas;

e Avaliar o efeito das FAEs microencapsuladas sobre a viabilidade de celulas L-929;

e Realizar o ensaio de cicatrizacdo de ferida artificial in vitro.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS

5.1.1 Solventes, reagentes e solucdes
Todos os reagentes, exceto quando especificado, possuirdo grau de pureza pré-analise
(PA), e de marca Merck®, Sigma®, Carlo Erba®, Mallinckrodt® ou Synth®:
e 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazélio (MTT);
e Acetato de Etila;
e Acetona,;
e Acetona deuterada Isotec®;
e Acetonitrila grau HPLC,;
e Acido formico;
e Acido galico SQR;
e Acido trifluoroacético;
e Agua destilada;
e Agua ultra-pura;
e Alcool etilico;
e Alcool metilico;
e Dimetilsulfoxido (DMSO);
e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM));
e Estreptomicina;
e Fibroblastos da linhagem celular clone L-929 (ATCC® CCL1™);
e Galocatequina SQR;
e Solucéo de cloreto férrico;

e Soro fetal bovino;
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e Sulfato de sédio anidro.

5.1.2 Equipamentos
e Agitador magnético;
e Agitador mecanico;
e Autoclave;
e Balancaanalitica;
e Balanca determinadora de umidade por infravermelho;
e Balanca semi-analitica;
e Banho-maria;
e Capela de Biosseguranca nivel I,
e Qrtucho de extracéo;
e Célula de difusdo de Franz modificada;
e Centrifuga;
e Coluna de 250 mm x 4,5 mm empacotada com silica quimicamente ligada ao grupo
octadecilsilano (5 pum);
e Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector UV-VIS-DAD;
e Dessecador,;
e Destilador de agua;
e Espectrofotdmetro;
e Estufa de secagem;
. Estufaincubadora de CO,
e Evaporador rotatorio;
e Freezer;

e Leitor de microplacas (ELISA);
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e Liofilizador;

e Membrana filtrante;

e Microscépio eletronico de varredura;

e Microscoépio invertido;

e Microscépio éptico;

e Moinho de martelos;

e pHmetro;

e Pré-coluna empacotada com silica quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano;
e Sistema de gua ultrapura;

e Spray dryer;

e Sistema de analise térmica por calorimetria exploratéria diferencial;
e Banho de ultra-som;

e Ultra-turrax;

e \ortex;
e Zetasizer.
5.2 METODOS

5.2.1 Droga vegetal

5.2.1.1 Coletas

Serdo coletados 1500 gramas de cascas de S. adstringens e de S. obovatum,
Leguminosae. Suas respectivas exsicatas serdo preparadas, identificadas e depositadas no

Herbéario do Departamento de Biologia da Universidade Estadual de Maringa.
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5.2.1.2 Autorizagoes

A coleta do material vegetal esta registrada no sistema SISBIO/IBAMA n° 11995-3, de
2 de novembro de 2010, com codigo de autenticacdo, 463676133, sob a responsabilidade de
Jodo Carlos Palazzo de Mello. Acesso ao material botanico de S. adstringens esta registrado no
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

- SisGen sob nimero AO6ADCB e de S. obovatum sob niimero ACD8D5E.

5.2.1.3 Secagem e estabilizacéo

Os materiais vegetais serdo secos em estufa de circulagdo forcada de ar a 37,0 °C até
ndo haver variacdo de peso. O peso sera monitorado com o auxilio de balanca determinadora
de umidade por infravermelho. Apds a estabilizacdo, as cascas serdo armazenadas em barriletes

de papeléo.

5.2.1.4 Preparo dos materiais vegetais
As cascas secas serdo moidas em um moinho de martelos de aco inox Tigre ASN-6 para
serem empregadas na preparacdo dos extratos. Apds a moagem, a droga vegetal sera

acondicionada ao abrigo da luz e umidade.

5.2.2 Preparacao dos extratos e fragoes

5.2.2.1 Preparacao dos extratos brutos

As cascas cominuidas serdo submetidas a turbo-extracdo (Ultra-turrax®), com mistura
de solventes acetona:agua (7:3; v/v). O tempo de extracdo serd de 20 min, processado por 4
vezes de 5 min, com intervalo de 5 min.

Ao final da extracdo, os extratos serdo filtrados com sucessivas trocas do sistema de

filtracdo com algoddo (profundidade e superficie) e com auxilio do sistema sob pressdao
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reduzida. Os extratos filtrados serdo concentrados em rotaevaporador sob pressdo reduzida, a
temperatura de 40,0 °C, até a eliminacdo do solvente organico. Por fim, serdo congelados
em nitrogénio liquido e liofilizados, obtendo os extratos brutos (EBs) de S. adstringens (EBSA)

e de S. obovatum (EBSO), sendo armazenados em freezer a -20,0 °C.

5.2.2.2 Preparacdo das fracdes semipurificadas

Os EBs (50,0 g) serdo solubilizados em 500 mL de agua destilada e particionados com
500 mL de acetato de etila (10 vezes) em funil de separagdo. O procedimento sera repetido por
cinco vezes com 50,0 g dos EBs liofilizados, cada vez, totalizando 250 g para cada EB. As fases
aquosas e organicas serdo concentradas em rotaevaporador sob pressao reduzida, a temperatura
de 40,0 °C, até eliminacdo do solvente organico. As fracGes livres do solvente serdo congeladas
em nitrogénio liquido, liofilizadas, pesadas e armazenadas em freezer (-20,0 °C), obtendo a
fragcdo semipurificada de S. adstringens (FSA) e a fracdo semipurificada de S. obovatum (FSO)

(Toledo, 2002).

5.2.3 Analise fisico-quimica, qualitativa e quantitativa

5.2.3.1 Determinacéao da perda por dessecacao

Com a finalidade de determinar a quantidade de dgua presente nas cascas, serdo pesados
2,0 g de amostra do pd das cascas, 0s quais serdo colocados em pesa-filtros previamente tarados,
sendo dessecados em estufa a 105,0 °C, até peso constante. Os valores representardo a média de

trés determinagdes e serdo expressos em porcentagem (%; p/p)(Brasil, 2019).

5.2.3.2 Reac0es qualitativas

Assinatura Avancgada realizada por: Eloisa Lorenzi da Silva (XXX.208.089-XX) em 22/02/2024 11:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 21.761.470-8 por: Eloisa
Lorenzi da Silva em: 22/02/2024 11:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o c6digo: 3865¢998583b16f6e379b566de052f91.




24

Para as reacOes qualitativas, sera preparada uma solucdo extrativa de 2,0 g das drogas
vegetais em 20,0 mL de &gua destilada, sob refluxo durante 15 min. Esfriar e filtrar. Ajustar o

volume em baldo volumétrico de 20 mL.

5.2.3.2.1 Reacdo de polifendis

Sera produzido uma mistura de 1,0 mL de solucdo de cloreto férrico a 1% (p/v) e 1,0
mL de solucdo de ferrocianeto de potéssio a 1% (p/v). Entdo, 5 gotas dessa mistura serdo
colocadas em 20 mL de extrato aquoso de S. adstringens e S. obovatum a 10%. Devera ser

observado a formacao de uma coloracdo vermelha na camada aquosa.

5.2.3.2.2 Cloreto férrico (FeCls)
Adicionar 2,0 mL da solucéo extrativa em 10,0 mL de agua destilada e adicionar 3 gotas
da solucdo de FeCls a 1,0%. Se azul: reacéo positiva para taninos hidrolisaveis ou acido galico;

se verde: reacao positiva para taninos condensados. Realizar a analise em triplicata.

5.2.3.2.3 Gelatina
Adicionar a 2,0 mL da solucdo extrativa, 2 gotas de acido cloridrico (HCI) diluido e 3
gotas de solucgéo de gelatina a 2,5%. Se ocorrer a formacao de precipitado: reacdo positiva para

taninos. Realizar a analise em triplicata.

5.2.3.3 Analises quantitativas

5.2.3.3.1 Teor de extrativos

Serd empregado 1,0 g da amostra (m1) de cada espécie com 100 mL de 4gua, sob refluxo
por 10 min. Apds o resfriamento, o contetdo € vertido em um baldo de 100 mL e completa-se

o volume para posterior filtragem. Os primeiros 20 mL sdo desprezados. Sera pesado em um
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pesa-filtro previamente tarado exatamente 20 g do filtrado para ser evaporado em banho-maria.
Apos a evaporacdo da agua, o pesa-filtro serd colocado em estufa a 105,0 °C por 2 h, retirado e
colocado em dessecador por 25 min para esfriar e em seguida pesado (m2). O ensaio sera
realizado em triplicata (Brasil, 2019).

Equacdo para calculo do teor de extrativos:

m2 X5 x 100
E =

m1l

5.2.3.3.2 Determinacao do teor de acido gélico e galocatequina

Seré realizada a metodologia disposta no volume Il da 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira
(Brasil, 2019). A metodologia consiste em cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) utilizando
acido galico e galocatequina como padrdes. Sera utilizada uma pré-coluna empacotada com
silica quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano e uma coluna de 250 mm de @vpmebcom 4,6
mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano
(5 pm). O fluxo da fase movel sera de 0,8 mL/min. Para a fase movel serdo utilizados os
solventes acetonitrila (eluente A) e agua (eluente B) acidificadas com &cido trifluoroacético a

0,05% (v/v). A eluicdo é majoritariamente por gradiente linear (Tabela 1).

Tabela 1. Eluicdo dos solventes.

Tempo (minutos) Eluente (A) (%) Eluente (B) (%0) Eluicéo

0-10 95 - 80,7 5->193 Gradiente linear
10-13,5 80,7 > 75 19,3 > 25 Gradiente linear
13,5-23 75 > 62 25> 38 Gradiente linear
23-25 62 > 25 38->75 Gradiente linear
25-28 25>95 7525 Gradiente linear
28— 32 95 5 Isocratica
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Solucdo amostra: extrair, por turbolise, 10 g da droga vegetal pulverizada (250 um) em
90 mL da mistura acetona e dgua (7:3) durante 15 min, com intervalos de 5 min para que a
temperatura ndo exceda a 40,0 °C. Filtrar em algod&o e eliminar a acetona em evaporador
rotatério sob pressao reduzida. Extrair a fase aquosa resultante com trés porcdes de 20 mL de
acetato de etila em funil de separacdo (125 mL). Deixar em repouso em temperatura de -18,0
°C durante 15 min, para total separacao das fases. Reunir as fases organicas e filtrar em papel
de filtro com 5 g de sulfato de sddio anidro. Evaporar a fracdo orgénica obtida em evaporador
rotatério sob pressao reduzida até residuo.

Suspender o residuo com 5 mL da mistura alcool metilico e agua (2:8). Extrair em
cartucho de extracdo em fase solida, empacotado com silica quimicamente ligada ao grupo
octadecilsilano (55 mm, 70 A), previamente acondicionado com 10 mL da mistura de &lcool
metilico e 4gua (2:8), em baldo volumétrico de 100 mL. Eluir, em seguida, 10 mL da mistura
alcool metilico e agua (2:8) para 0 mesmo baldo e completar o volume (S1) com a mistura
alcool metilico e dgua (2:8). Transferir volumetricamente 5 mL da S1 para baldo volumétrico de
25 mL, completar o volume com a mistura alcool metilico e agua (1:1) e homogeneizar (S2).
Filtrar a solugdo S2 em unidade filtrante 0,45 pm.

Solucéo referéncia 1: dissolver quantidade exatamente pesada de galocatequina SQR
em mistura de &lcool metilico e &gua (1:1), para obter solu¢do a 0,152 mg/mL. Filtrar em unidade
filtrante de 0,45 pum.

Solucdo referéncia 2: dissolver quantidade exatamente pesada de acido galico SQR em
mistura de alcool metilico e agua (1:1), para obter solucdo a 0,100 mg/mL. Filtrar em unidade
filtrante de 0,45 pum.

Solucgdes para curva analitica 1: diluir uma aliquota de 600 uL da Solucéo referéncia
1 em baldo volumétrico de 5 mL, com a mistura alcool metilico e agua (1:1). Proceder a

dilui¢Oes para obter concentracoes de 1,14, 2,28, 4,56, 9,12 e 18,24 pg /mL.
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Solucgbes para curva analitica 2: diluir uma aliquota de 800 uL da Solucéo referéncia
2 em baldo volumetrico de 5 mL, com a mistura alcool metilico e 4gua (1:1). Proceder a
dilui¢Oes para obter concentracdes de 2, 4, 8, 14 e 16 pg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 puL das SolucGes para curva analitica 1, 20
uL das SolugGes para curva analitica 2 e 20 uL da Solugdo amostra. Registrar 0s
cromatogramas e medir as areas sob o0s picos. O tempo de retencdo relativo para acido galico e
galocatequina é cerca de 8,4 e 10,8 min, respectivamente. Calcular os teores de &cido galico e

de galocatequina, em mg/g, segundo a expressao:

c X500
ma X 1000

Em que,
T = teor de acido galico ou de galocatequina em mg/g;
C = concentragdo de acido galico ou de galocatequina em pg/mL em S2, determinada a partir
das equacdes das retas obtidas, considerando a pureza da substancia de referéncia;
500 = fator de diluicéo;
1000 = valor de conversédo de g para mg;

ma = massa em gramas da amostra utilizada, considerando o teor de agua determinado.

5.2.4 Preparacdo das microparticulas adesivas

5.2.4.1 Planejamento experimental

Seréa desenvolvido um planejamento experimental 32, sequenciando experimentos com
0 objetivo de otimizar as condi¢Ges de processamento, aprimorando determinada resposta
(Zhang, Mou, Du, 2007). Os fatores selecionados sdo: X1, a proporcao entre dois polimeros
como material de encapsulacéo, e X2, o teor total de sélidos na dispersdo completa antes do

processo de secagem por pulverizacdo. Serd um planejamento de 3 niveis, com duplicatas no
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ponto central. As respostas avaliadas serdo: eficiéncia e produtividade de microencapsulagéo e

produtividade (Y1 e Y2, respectivamente). A matriz do planejamento sera montada.

5.2.4.2 Método por spray-drying

Serdo preparadas suspensdes aquosas com os polimeros contendo as fragfes dos extratos
que serdo aspergidas em spray-dryer. As condi¢bes de secagem para a formacdo das
microparticulas serdo determinadas por meio de testes preliminares no equipamento. Serdo

produzidas também microparticulas brancas para comparacao.

5.2.5 Caracterizacao das microparticulas

5.2.5.1 Analise morfologica

A analise morfoldgica e das caracteristicas de superficie das substancias puras e das
microparticulas poliméricas adesivas, sera realizada por microscopia eletrénica de varredura

(MEV).

5.2.5.2 Analise granulométrica
As determinagBes do tamanho médio, da distribuicdo granulométrica, do indice de
polidispersdo e do potencial zeta das particulas serdo realizadas utilizando um equipamento de

espalhamento de luz a laser (Zetasizer, Malvern, EUA).

5.2.5.3 Analises térmicas
Os ensaios de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG) do
farmaco, polimeros, microparticulas e misturas fisicas serdo executados em um equipamento

(DSC 1 Star System, Mettler®) acoplado a um médulo de resfriamento por fluxo de N,
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atmosfera de N> de 50 mL/min, calibrado com padrdes de zinco conforme recomendagdes do

fabricante do equipamento.

5.2.5.4 Difracéo de raios-X

A anélise de difracdo de raios-X das fragbes, polimeros, microparticulas e misturas
fisicas sera realizada em temperatura ambiente (25,0 °C) em difratdbmetro de raios-X Siemens®
D5000, sob radiagdo monocromatica Cu-Ka (A = 1.5406 A), com uma voltagem de 40 kV e
corrente elétrica de 30 mA. As amostras serdo analisadas com varredura de raios-X de angulo

aberto 20 entre 4° e 60° e velocidade do gonidmetro de 0,05/min.

5.2.5.5 Determinacdo do teor de galocatequina e acido galico e eficiéncia de
aprisionamento

A determinacdo do teor de galocatequina e acido galico e da eficiéncia de
aprisionamento seré realizada ap0s a extracdo dos ativos das microparticulas utilizando-se o
método de quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia previamente validado

(Isler et al., 2010).

5.2.5.6 Avaliacédo do perfil de liberacéo in vitro de galocatequina e acido galico

O perfil de liberacdo de in vitro de galocatequina e acido galico sera determinado em
um aparelho de liberagdo composto por células de difusdo de Franz modificadas. O aparelho
consiste em uma celula de vidro, de formato circular, com capacidade para um volume total de
50,0 mL e com controle de temperatura, por meio de banho termostatico.

Serd utilizado um volume de 50,0 mL de agua purificada como meio de dissolucéo para
garantir uma condigdo sink (Bruschi et al., 2004; Bruschi, 2006), e temperatura de 37,0 = 0,5

°C sob agitacdo constante com auxilio de barra magnética, utilizando-se membrana de acetato
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de celulose como suporte. O volume coletado nos tempos 30 min, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 h serdo

analisados em CLAE para quantificagcdo do teor de galocatequina e acido galico.

5.2.6 Potencial cicatrizante in vitro

5.2.6.1 Cultura de células

Fibroblastos da linhagem celular clone L-929 (ATCC® CCL1™) serdo mantidos e
cultivados em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com soro fetal
bovinoa 10% (SFB, v/v) e penicilina-estreptomicinaa 1% a 37,0 °C em uma atmosfera de 5,0%
de CO; (Chierrito et al., 2019). A suspensao de células cultivadas sera dispensada em uma placa
de 96 pocos (2,5 x 10° células/poco) e incubadas por 24 ha 37,0 °C em uma atmosfera de 5,0%

de CO, antes do ensaio de viabilidade celular.

5.2.6.2 Ensaio de viabilidade celular

A avaliacdo de citotoxicidade sera realizada em triplicata em trés experimentos
diferentes, pela metodologia do MTT-tetraz6lio (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide),
conforme Mosmann (1983), com modifica¢des. Este ensaio sera realizado utilizando linhagem
celular de fibroblastos, L-929, sendo a linhagem de escolha para os ensaios de cicatrizacao in
vitro.

As células L-929 serdo tratadas com amostras em variadas concentra¢6es durante 24 h
a 37,0 °C em uma incubadora de CO; a 5,0% umidificada. Apos o tratamento, as células serdo
lavadas com PBS e 50 uL de MTT (2 mg/mL) serdo adicionados, seguido de incubacdo por 4
h, ao abrigo da luz. O meio serd removido e as células serdo lavadas seguido pela adicdo de
dimetilsulfoxido (DMSO). A absorvéncia a 570 nm sera determinada em um espectrofotémetro
de microplacas (Epoch 2) e a porcentagem de células viaveis serd determinada em relacéo ao

grupo de controle ndo tratado.
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5.2.6.3 Ensaio de cicatrizagdo de feridas in vitro

Sera feita a analise da migracdo celular dos fibroblastos em placa de cultura de 6 pogos.
Pela técnica de scratch, uma ferida artificial sera feita no centro de cada poco da placa com a
ponta de ponteira de 200 pL estéril. As células serdo tratadas com concentracbes das
microparticulas que ndo apresentaram citotoxicidade. Serdo feitas capturas em microscépio nos
tempos 0, 24 e 48 h para a avaliagdo da cicatrizagdo. Para isso, sera feito o calculo da &rea das
cicatrizes com o software ZIESS ZEN 3.9. O ensaio sera realizado em triplicata

(Nizamutdinova et al., 2009).

5.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados serdo expressos como média + desvio padrao de pelo menos trés experimentos
independentes. Diferengas significativas entre os valores serdo analisadas pela analise de
variancia (ANOVA) one-way ou two-way, seguido pelo teste de comparacfes multiplas de
Tukey ou Bonferroni. Valores de p < 0,05 serdo considerados estatisticamente significativos.
As analises estatisticas serdo realizadas utilizando o software Prism 5 (GraphPad, San Diego,

CA, EUA).
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6. CRONOGRAMA DE EXECUCAO
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7/ RESULTADOS ESPERADOS

Com a realizagéo deste projeto de mestrado, espera-se comprovar a existéncia de uma
possivel atividade cicatrizante in vitro das microparticulas das fracdes das cascas de S.
adstringens e S. obovatum. Também, espera-se que haja diferencas entre os resultados, pois,
apesar de serem conhecidas pelo mesmo nome popular, possuirem mesma indicacdo e serem
do mesmo género, ainda assim sdo espécies diferentes. Além disso, devido a producdo das
microparticulas, deve existir uma melhora no aspecto de liberacdo e adesdo e, portanto, uma
melhora nos resultados. Tendo como base outros estudos de citotoxicidade e cicatrizacdo
disponiveis na literatura cientifica, esperam-se resultados satisfatorios e promissores.

Espera-se publicar os resultados obtidos pelos ensaios realizados nesse trabalho em
revistas cientificas, além de apresentar em congressos e simpoésios. E importante a disseminag&o
do contetdo obtido visando a contribuicdo com futuras pesquisas sobre as espécies. Além disso,
como impactos sociais, € possivel a implementacdo dessas espécies como formas de

tratamentos, como por exemplo na cicatrizacéo.

8. EQUIPE EXECUTORA E LOCAIS DE EXECUC}AO DOS
EXPERIMENTOQOS
8.1 EQUIPE EXECUTORA
e Eloisa Lorenzi da Silva (discente): Responsavel por todas as atividades citadas nos
cronogramas de execucao;
e Jodo Carlos Palazzo de Mello (orientador);
¢ Raquel Isolani Luvizotto (co-orientadora);

e Alunos de Iniciacao Cientifica.
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8.2 LOCAIS DE REALIZACAO DE EXPERIMENTO

e Laboratorio de Biologia Farmacéutica - PALAFITO - Bloco K-80: Laboratorio de
analise, controle de qualidade, fitoquimica e desenvolvimento em fitoterapicos.
Controle de qualidade da droga vegetal, obtencdo do extrato e testes propostos na
metodologia do estudo (UEM);

e Laboratério de Biologia Farmacéutica - PALAFITO - Bloco T22: Laboratério de
analitica e cultura de células (UEM);

e Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa — COMCAP - Bloco B08: Laboratorio de

Analise e Desenvolvimento de Produtos Naturais e Sintéticos.
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