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RESUMO

A banana (Musa sp.) apresenta uma ampla disperséo edafoclimatica em
seus cultivos como fonte de alimento e renda a populacdo, sendo
considerada uma fruta com propriedades nutracéuticas. A casca da
banana, por sua vez, é conhecida pelo seu uso na medicina popular, dada a
capacidade de promover a cicatrizacdo de lesdes, i.e. queimaduras, e
prevenir e curar doencas como a depressdo. A casca de banana é um
residuo subexplorado da industria de alimentos, sendo considerada fonte
de compostos bioativos com potencial aplicacdo em cuidados de saude,
i.e. regeneracdo tecidual e na producdo de cosméticos. Este estudo
objetivou fornecer conhecimentos sobre a casca de Musa sp., cultivar
Prata Ana, com foco em suas propriedades fitoquimicas e potencial
atividade bioldgica, i.e., a regeneracdo de tecido epitelial. A énfase foi
dada aquela biomassa por ser conhecida na medicina tradicional brasileira
como cicatrizante, além de ser uma fonte de compostos fendlicos,
carotenoidicos e catecolaminas. Além disso, o0 presente estudo objetivou
desenvolver um produto fitoterdpico formulado a partir de hidrogel
associado ao extrato de cascas de banana, com aplicacdo clinica em
processo de cicatrizagdo de lesGes cutineas, e.g., pequenos cortes,
arranhdes, ou traumas na superficie da pele. Amostras de casca de banana
organica (Musa sp., cultivar Prata And) foram analisadas por técnicas
espectrofotométricas, cromatograficas e de ressonancia magnética nuclear
guanto ao seu perfil de metabdlitos secundarios. Adicionalmente, oito
extratos da biomassa foram avaliados quanto ao seu potencial de
cicatrizagdo em modelo de lesdo por excisdo de tecido epitelial em
camundongos isogénicos Balb/C. O extrato bruto aquoso demonstrou um
potencial cicatrizante superior e foi incorporado ao hidrogel a base alcool
polivinilico (PVA). A composicdo quimica das cascas de banana e seu
potencial bioldgico a salde humana foram descritos, com énfase nos
processos de cicatrizacdo e regeneracdo tissular. Desenvolveu-se um
hidrogel associado aos compostos fendlicos daquela matriz complexa e
suas propriedades foram determinadas. A associacdo de compostos
fendlicos de cascas de banana orgénica ao hidrogel de PVA consiste em
formulagdo farmacéutica promissora a salde humana no processo de
regeneracao tecidual cutanea.

Palavras-chave: Musa spp; banana; casca de banana; compostos
bioativos; fitoquimica; cicatrizacdo; polimero sintético; hidrogel; alcool
polivinilico (PVA).






ABSTRACT

Bananas (Musa spp) have been cultivated throughout the world as source
of food and income for people. Banana is assumed to be a fruit with
nutraceutical properties, mainly the pulp which is worldwide consumed.
Banana peel is also known by its folk and traditional use to promote
wound healing mainly from burns and to help overcome or prevent a
substantial number of illnesses such as depression. Banana peel is an
under-explored waste from food industry and could be considered source
of bioactive compounds with potential application on health care and
cosmetic products, for instance. This study provides knowledge about
Musa sp. fruit peel focusing on their phytochemical properties and
biological activities, e.g. wound healing potential. Emphasis was given to
the peel, which is knew in Brazilian traditional medicine as healing agent,
besides being a source of phenolic compounds, carotenoids, and
catecholamines. Furthermore, this study aimed to develop a
phytomedicine, i.e. polyvinyl alcohol (PVA) hydrogel associated to
banana peel extract with clinical application in wound healing process
(small cuts, injury caused by shaving or wearing the skin surface, e.g).
The organic banana peel (Musa sp., cv. Prata And) as an interesting
complex matrix source of high-value compounds from secondary
metabolism was evaluated by spectrophotometric, chromatographic, and
nuclear magnetic resonance techniques. Eight peel extracts were obtained
and their wound healing potential was evaluated in an excision wound
model in Balb/C isogenic mice. The best extract, i.e. the aqueous crude
extract, was incorporated into PVA hydrogel and the formulation physico-
chemically characterized. Important information from chemical
composition of banana’s peel, as well as their potential as sources of
useful compounds for human health have been described, particularly in
healing process and tissue regeneration promoted by phenolic compounds
from that biomass. The proposed phytomedicine, i.e., PVA hydrogel
associated to phenolic compounds from banana peel, were obtained, as
well as the treatment of in vivo wounds was successfully performed. The
phytomedicine developed is a promising pharmaceutical formulation, rich
in bioactive compounds beneficial to the human cutaneous tissue
regeneration.

Keywords: Musa spp; banana; banana peel; bioactive compounds;
phytochemistry; wound healing; synthetic polymer; hydrogel;
polyvinyl alcohol (PVA).
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Determinacao do perfil quimico e da atividade cicatrizante de
extratos de casca de banana cultivar Prata And (Musa sp.) e 0
desenvolvimento de um curativo para pequenas leses

Sendo a metodologia considerada a base que define os
fundamentos a realizacdo de estudos cientificos, o texto que segue
objetiva enquadrar a presente pesquisa de acordo com a sua
classificacdo, além de descrever a anélise e o direcionamento do seu
desenvolvimento, assim como os principais temas e a apresentacdo das
etapas deste trabalho.

Metodologia de conducgéo desta pesquisa:
e Classificagdo quanto a natureza da pesquisa

Quanto a natureza, uma pesquisa pode ser classificada como
basica ou aplicada. A primeira consiste no desenvolvimento de pesquisa
sem uma finalidade pratica imediata, enquanto a segunda consiste na
aplicacdo dos resultados da pesquisa em problemas existentes (SILVA;
MENEZES, 2005). Este estudo consiste em uma pesquisa aplicada, pois
objetiva gerar conhecimentos a utilizacdo pratica de compostos
presentes na casca de banana, uma matriz vegetal complexa, no
processo de cicatrizacdo de lesbes cutaneas.

e Classificacdo quanto a abordagem do problema

Quanto a forma de abordagem do problema, uma pesquisa pode
ser classificada em quantitativa ou qualitativa (SILVA; MENEZES,
2005). Este estudo possui caracteristicas da abordagem quantitativa,
pois considera um conjunto de variaveis quantificaveis, i.e. que
traduzem em numeros as informagdes para classifica-las e analisa-las
através de técnicas estatisticas. O perfil de composicdo quimica e a
quantificacdo de metabolitos secundarios presente nas cascas de banana,
bem como a determinag8o de pardmetros que caracterizam o potencial
cicatrizante do extrato vegetal de interesse sdo os elementos mais
importantes desta pesquisa.
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o Classificagdo quanto aos objetivos da pesquisa

Considerando os objetivos, uma pesquisa pode ser classificada
em exploratdria, descritiva ou explicativa (SILVA; MENEZES, 2005).
Este estudo € uma pesquisa explicativa, pois visa identificar fatores
determinantes ou contributivos para acelerar o processo de cicatrizacdo
de lesBes cutaneas, quando empregado o extrato de casca de banana
como tratamento. Além disso, requer o uso de métodos experimentais
cientificos e a andlise estatistica a obtencdo e interpretacdo dos
resultados.

o Classificagdo quanto ao tempo da pesquisa

Segundo Jung (2003), uma pesquisa pode ser classificada quanto
ao tempo de coleta de dados para a realizagdo dos experimentos de duas
formas, sendo esta transversal ou longitudinal. Na primeira, 0
pesquisador coleta os dados num Gnico momento no tempo, obtendo um
recorte instantaneo do fendmeno investigado, enquanto na segunda o
pesquisador coleta os dados em dois ou mais momentos, havendo um
acompanhamento ao longo do tempo do fendbmeno em estudo. Portanto,
o0 presente trabalho refere-se a uma pesquisa longitudinal, em que tanto
o perfil de metabdlitos secundarios de casca de banana, quanto os
eventos envolvidos no processo de cicatrizagcdo sdo analisados no
decorrer de um determinado intervalo de tempo. O perfil metabdlico da
matriz vegetal foi observado durante o periodo de Julho de 2010 a
Fevereiro de 2013, enquanto que o processo cicatricial foi avaliado
durante 15 dias, em intervalos de tempo de 3 dias.

e Classificacdo quanto ao método cientifico utilizado

Um método cientifico consiste de um conjunto de etapas que,
guando executadas de forma sistematica, facilitam a obtencdo de
conhecimentos sobre fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos; ou o
desenvolvimento de novos produtos ou processos. Compde-se de etapas
dispostas de forma sistematica, obedecendo a uma forma sequencial que
garante elevado grau de confiabilidade e, consequentemente, a aceitacéo
dos principios descobertos e propostos pelo autor (JUNG, 2003).

Na tentativa de solucionar o problema abordado neste estudo, e
considerando que ndo ha conhecimentos completos e/ou suficientes
sobre a utilizacdo de compostos derivados do metabolismo secundario
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vegetal de cascas de banana (Musa sp., cultivar Prata And) aplicados em
processo cicatricial de lesdes cutdneas, criou-se uma hipotese
concernente ao tema, visando a geracdo de novos conhecimentos.

O desenvolvimento deste estudo ocorreu através da abordagem
etnodirigida a investigacdo e ao estudo das atividades bioldgicas de
extratos de casca de banana na cicatrizagdo de lesdes, tendo como ponto
de partida a hipétese de que os extratos de casca de banana da cultivar
Prata And (Musa sp.) apresentam acdo cicatrizante, consoante ao seu
perfil de composicao quimica. Assume-se que conhecendo a composi¢do
quimica dos extratos de casca de banana, seré possivel relaciona-la a sua
acdo terapéutica, i.e., capaz de promover a regeneragdo tecidual. Em
seguida, foi testada a hipotese, passando por generalizagdes empiricas
até a formacdo de conceitos e 0 arranjo de proposicdes sobre o tema em
estudo. A hipdtese desta pesquisa estd diretamente relacionada com
registros da medicina popular brasileira, bem como direciona
argumentos e proposigdes para a¢des e pesquisas futuras.

As principais formas para aquisicdo de conhecimentos, tendo-se
por principio o método cientifico, sdo a observacdo e a experimentagio
dos fendbmenos. Todas essas caracteristicas classificam o método deste
estudo em observacdo e experimentacdo em laboratério (JUNG, 2003).
De acordo com Popper (1998), um sistema pode ser reconhecido como
cientifico se este for passivel de comprovacdo pela experiéncia.
Portanto, o presente estudo pode ser classificado ainda como um método
cientifico hipotético-dedutivo (ENSSLIN; VIANNA, 2008).

¢ Procedimentos para elaboracéo do estudo

O planejamento e a execucdo de uma pesquisa fazem parte de um
processo sistematizado que compreende varias etapas, €.g., escolha do
tema, revisdo da literatura, formulacdo da hipétese, definicdo dos
objetivos, analises experimentais e obten¢do e discussdo dos resultados
(SILVA; MENEZES, 2005).
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Introducéo

Inimeras estratégias podem ser consideradas a investigacdo e ao
estudo das atividades biologicas das plantas medicinais. Além das
abordagens randémica, etioldgica e quimiotaxonémica, a etnodirigida,
gue abrange tanto as investigagdes etnofarmacoldgica quanto a
etnobotanica, tem sido reconhecida mundialmente pelos pesquisadores
como a principal estratégia de selecdo de espécies medicinais (MACIEL
et al., 2002).

A abordagem etnodirigida consiste na selecdo de espécies
consoante a indicagdo de grupos populacionais especificos em
determinados contextos de uso, enfatizando a busca pelo conhecimento
construido localmente a respeito de seus recursos naturais e a aplicacdo
que fazem deles em seus sistemas de salde e doenca (MACIEL et al.,
2002). Assim, o conceito da abordagem etnodirigida engloba a
etnobotanica e a etnofarmacologia. Por definicdo, a etnobotdnica se
ocupa da interrelacdo direta entre pessoas e plantas (ALBUQUERQUE,
2005), incluindo todas as formas de percep¢do e apropriacdo dos
recursos vegetais. A etnofarmacologia consiste em combinar
informagfes adquiridas junto a comunidades locais e pessoas
experientes que fazem uso isoladamente ou em conjunto da flora
medicinal, dos animais, dos fungos ou dos minerais, com estudos
guimico-farmacoldgicos realizados em laboratorios especializados.
Portanto, tem por objetivo avaliar a eficacia das técnicas tradicionais
fazendo uso de um grande nimero de modelos farmacoldgicos
(ELISABETSKY, 1987; WALLER, 1993).

Desde a Antiguidade, as plantas sdo fontes de medicamentos para
tratamento das enfermidades que acometem a espécie humana. Grandes
civilizagbes, como os antigos Chineses, Indianos e Norte Africanos,
deixaram escritos evidenciando a utilizacdo de plantas ao tratamento de
uma série de doengas. Quando a Europa entrou na Idade das Trevas,
muitas dessas informacdes teriam sido perdidas se ndo tivessem sido
enviadas para mosteiros que funcionavam como centros para o cultivo
de plantas medicinais. Entretanto, foi somente apds o século XIX que o
homem comecou a isolar principios ativos de plantas medicinais, sendo
um marco especial a descoberta do quinino a partir das cascas de
Cinchona lendgeriana, pelos cientistas franceses Caventou e Pelletier
(PHILLIPSON, 2001).

Na medicina popular brasileira, cascas de banana sdo utilizadas
para promover a cicatrizagdo de lesdes, quando aplicada por via tdpica a
face interna destas, principalmente aquelas derivadas de queimaduras
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(BALBACH, 1945). Como na parte interna da casca de banana ha
substancias com propriedades antissépticas, estas podem ser aplicadas
diretamente as lesdes para também reduzir a dor e/ou o inchago
(INIBAP, 2006).

Diante deste cenério, surgiu a ideia de investigar as atividades
cicatrizante e antitumoral de Musa spp, a partir da realizagdo de um
levantamento etnofarmacol6gico prévio como o ponto de partida. Com
base nestes conhecimentos, desenvolveu-se a dissertacdo de mestrado
intitulada “Avaliacdo das atividades cicatrizante e antitumoral de
extratos provenientes da casca de banana cultivar Prata And (Musa sp.)”
(PEREIRA, 2010). O objetivo deste estudo foi avaliar os extratos
provenientes da casca de banana (Musa sp.) (EBAQ: extrato bruto
aquoso; EBHE: extrato bruto hidroetanélico; ESC: extrato derivado de
extracdo supercritica utilizando CO, como solvente) no processo de
cicatrizacdo de lesdes, considerando seu potencial antioxidante, e quanto
a sua atividade antitumoral in vitro e in vivo. A hip6tese deste estudo
baseou-se na relagdo existente entre a atividade antioxidante in vitro dos
extratos de cascas de banana consoante ao seu potencial cicatrizante e
possivel potencial antitumoral.

Para a avaliagdo da atividade cicatrizante de um extrato foi
utilizado o modelo de excisdo tecidual e considerados os parametros que
caracterizam o potencial cicatrizante de um extrato, o que compreende a
morfometria da lesdo, o contetdo de hidroxiprolina, o estudo histolégico
da lesdo e a avaliagdo do estresse oxidativo ex vivo. Foi empregado um
modelo experimental animal para avaliar a atividade cicatrizante,
através da utilizacdo de camundongos isogénicos Balb/C tratados com
os extratos (EBAQ e EBHE) das cascas de banana. O tratamento com
ESC apresentou elevada toxicidade quando aplicado ao modelo
experimental para avaliacdo do potencial cicatrizante do extrato. A
avaliacdo do estresse oxidativo ex vivo abordou a analise de marcadores
ndo-enzimaticos, entre eles a peroxidacéo lipidica, dano em estrutura
proteica e nivel de glutationa reduzida; e marcadores enzimaticos, entre
eles a atividade das enzimas catalase, superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e glutationa S-transferase.

Os resultados obtidos no estudo “Avaliacdo das atividades
cicatrizante e antitumoral de extratos provenientes da casca de banana
cultivar Prata And (Musa sp.)” (PEREIRA, 2010) sugeriram que 0S
extratos (EBAQ e EBHE) de casca de banana ora testados impediram o
dano oxidativo as estruturas celulares no leito da lesdo, durante todo o
periodo experimental. Tal efeito é de suma importancia nos primeiros
dias do processo cicatricial, por permitir um controle dos niveis de
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espécies reativas de oxigénio (EROs) no leito da lesdo. Nos dias
subsequientes, este controle condicionou o0 espago lesionado a
proliferacdo celular necessaria, culminando com a conclusdo do
processo cicatricial de forma rapida e eficaz. Um lapso de tempo de
nove dias foi necessario aos animais tratados com os extratos de casca
de banana (EBAQ e EBHE 50 mg/kg/dia) a conclusdo do processo
cicatricial. Os animais pertencentes ao grupo controle positivo e tratados
com alantoina (50 mg/kg/dia) apresentaram um periodo cicatricial de 12
dias. De outra forma, foram necessarios 15 dias a cicatrizacdo completa
das lesdes dos animais do grupo controle negativo, os quais foram
tratados apenas com o veiculo agua, o qual foi utilizado na dissolucao
dos extratos de casca de banana. Substincias antioxidantes de baixo
peso molecular estdo envolvidas diretamente na conversdo de EROs a
espécies menos reativas ou em sua neutralizagdo. A diminuicdo das
concentracBes de EROs devido ao excesso de antioxidantes pode
estimular a proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos e, portanto,
promover a reepitelizagdo culminando na conclusdo do processo
cicatricial (VALKO et al., 2007). EROs e espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs) sdo produtos do metabolismo celular normal e sdo conhecidos
por agir como mensageiros secundarios no controle de varias fungdes
fisioldgicas do organismo. Além disso, EROs e ERNs participam em
varios mecanismos envolvendo regulagéo redox das células no intuito de
protegé-las contra o estresse oxidativo e manter a homeostase entre as
reacbes de oxirreducdo. Entretanto, condi¢cGes de superproducdo de
EROs devem ser evitadas pelo organismo, pois a reatividade dessas
moléculas causa danos através da oxidacdo de biomoléculas, como
proteinas, lipideos, carboidratos, DNA, o0 que pode causar uma
perturbacéo da homesostase celular (SIES, 1985).

O desequilibrio entre a producdo de EROs e/ou ERNs e o sistema
de defesa antioxidante end6geno é o fator predominante que pode causar
uma série de mudancas fisiologicas, chamadas de estresse oxidativo
(SIES, 1985; CROFT, 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). O
estresse oxidativo pode ocorrer tanto pelo aumento de espécies pro-
oxidantes (EROs) e sem o concomitante aumento das defesas
antioxidantes, como pela diminuicdo das defesas sem o aumento das
EROs e, ainda, pelo aumento da concentracdo de EROs paralelamente a
diminuicdo das defesas antioxidantes (SIES, 1985).

Os principais sistemas de defesas antioxidantes enzimaticas
celulares sdo compostos pelas enzimas superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, que constituem a primeira defesa enddgena de
neutralizagdo dos radicais livres (Fig. 1). Secundariamente, as enzimas
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glutationa redutase e a glutationa S-transferase auxiliam na regeneracéo
da glutationa reduzida e na conjugacdo de metabdlitos reativos (Fig. 1).
Através delas as células buscam manter baixas as concentracoes de O,
e de peréxido de hidrogénio, evitando assim a formacdo do radical
hidroxil (*OH), que embora tenha um tempo de meia vida curta, i.e.,
fracdo de segundos, e em reduzida concentracdo € extremamente reativo
e danoso as células (BOVERIS; CADENAS, 1997).

Os compostos antioxidantes ndo enzimaticos sdo quaisquer
substancias que, quando presentes em baixas concentracdes comparadas
ao substrato oxidavel, retardam ou inibem a oxidacdo desse substrato
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A superproducéo de EROs decorrente da estimulagdo excessiva
da NAD(P)H oxidase por citocinas, por exemplo, além do desequilibrio
de outros sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos resulta em estresse
oxidativo (SIES, 1985; CROFT, 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999), prejudicando o crescimento celular ordenado ao longo do
processo cicatricial. A intervencdo no processo cicatricial, realizada a
partir do tratamento das lesGes, através da aplicacdo topica de extratos
de casca de banana funcionou como uma fonte exdgena de compostos
antioxidantes. Possivelmente, estes compostos antioxidantes modularam
0 ambiente redox, i.e., favoreceram a homeostase no leito da leséo e
proporcionaram a condigdo ideal & concluséo da cicatrizacdo da leséo.

Os estudos de Pereira (2010) concluiram que os extratos de casca
de banana (EBAQ e EBHE) sdo importantes agentes cicatrizantes, por
proporcionar total cicatrizacdo da lesdo nos animais submetidos ao
modelo de excisdo, em um periodo estatisticamente menor de
tratamento em relacdo aos animais dos grupos controles positivo e
negativo. Além disso, as potentes atividades cicatrizante e antioxidante
dos extratos de casca de banana sugerem que a abordagem
etnofarmacoldgica na selecdo do material para estudo pode ser bastante
atil, além de agregar valor a um residuo da inddstria de alimentos. Né&o
obstante, foi possivel validar parcialmente o uso etnofarmacoldgico
advindo da medicina popular brasileira quanto a aplicacdo tdpica de
cascas de banana em lesbes na pele (PEREIRA, 2010).

Diante dessas informagGes, o presente estudo de doutorado foi
delineado considerando, primeiramente, a qualidade das cascas de
banana a serem utilizadas na obtencdo dos extratos. Para tal,
estabeleceu-se como referéncia somente o uso de determinadas cascas
de banana, provenientes de cultivo organico, cuja denominagéo da fruta
é Musa sp., subgrupo Prata, grupo gendmico AAB, cultivar Prata Ana.
Isso ocorreu devido a elevada toxicidade observada para o extrato
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derivado de extragdo supercritica, quando aplicado ao modelo de
excisdo tecidual em camundongo. Acredita-se que a condi¢do de
extracdo supercritica utilizando como solvente o gés carbdnico, uma
substancia de caracteristica apolar, favoreceu a concentracdo de
compostos tdxicos apolares, possivelmente de agrotoxicos (fungicida)
utilizados ao longo do cultivo de bananas. E a escolha de uma
determinada cultivar se deu no intuito de facilitar a padronizacdo do
contetdo dos extratos obtidos a partir deste material vegetal.
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Figura 1. Esquema das defesas antioxidantes enzimaticas mostrando a
geracdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e peréxido de
hidrogénio. (Adaptado de GRIENDLING; FITZGERALD, 2003).

A composicdo fitoquimica das frutas é altamente afetada ndo sé
pelos fatores genéticos, como a cultivar, mas também por fatores
ambientais, como por exemplo, o clima e o solo do local de cultivo,
além do estigio de maturacdo dos frutos no momento da colheita, as
praticas agricolas, o tempo de colheita, 0 manuseio pds-colheita, o
processamento e as condi¢Bes de armazenamento, bem como a parte da
planta utilizada nos processos de obtencdo de compostos de interesse
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2010). Diante disto, também foi determinado
que as bananas da cultivar Prata And (Musa sp., subgrupo Prata, grupo
gendmico AAB) seriam colhidas em uma Unica regido, i.e., no
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Municipio de Urussanga, em Santa Catarina, mais precisamente na
Estacdo Experimental da EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina) de Urussanga, e na Ultima semana de
cada més. Estes cuidados foram rigorosamente tomados, principalmente
visando minimizar os efeitos de fatores ambientais, 0s quais estdo
diretamente relacionados a composicdo quimica das cascas das frutas.
Além disso, foram observados os critérios relacionados ao manuseio e
processamento das frutas. As bananas foram encaminhadas uma vez por
més ao laboratdrio de pesquisa, onde foram pré-processadas (limpeza e
retirada das cascas, sendo descartadas as suas extremidades), no intuito
de evitar processos de degradacdo e garantir a qualidade adequada da
biomassa em estudo e, consequentemente, das analises fitoquimicas
posteriores.

Uma das abordagens deste doutoramento, considerando o estudo
prévio de mestrado, foi a fitoquimica das cascas de banana. O objetivo
foi verificar a qualidade do conteldo e a quantidade de compostos
biologicamente ativos presente nesta biomassa vegetal, i.e., a realizagdo
de um estudo parcial do metaboloma das cascas de banana, ao longo do
tempo, a fim de garantir se é possivel a obtencdo continua destes
compostos derivados do metabolismo secundario da planta.

Concomitantemente, foram obtidos 8 (oito) extratos a partir da
biomassa de casca de banana organica, os quais foram submetidos a um
modelo experimental animal a fim de se avaliar 0 seu potencial
cicatrizante. As condicfes de obtengdo dos extratos de cascas de banana
foram estabelecidas na tentativa de isolar determinadas classes de
compostos de interesse, as quais se basearam em caracteristicas
guimicas, como a polaridade das moléculas presentes na matéria-prima
vegetal, assim como o peso molecular destas. De fato, almejou-se o
direcionamento a pesquisa da atividade biolégica e a determinacdo dos
compostos responsaveis pelo efeito cicatrizante desta matriz vegetal
complexa. Além disso, também foi realizada a determinacéo do perfil de
composicdo quimica dos 8 (oito) extratos de cascas de banana obtidos. A
partir destes resultados, foi selecionado e padronizado o extrato de casca
de banana com o potencial cicatrizante mais promissor.

Em seguida, realizou-se um estudo complementar desenvolvido
no grupo Tecnologia Farmacéutica do Departamento de Quimica e
Farmacia da Universidade de Regensburg, na Alemanha, sob a
supervisdo do professor Dr. Achim Goepferich. Este estudo visou a
obtencdo de uma matriz na forma de hidrogel constituida pelo polimero
alcool polivinilico (PVA), contendo extrato de casca de banana
padronizado para fins de aplicacdo topica em lesdes cutaneas, i.e.,
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pequenos cortes ou arranhfes. As matrizes poliméricas foram
caracterizadas quanto as suas propriedades reoldgicas, resisténcia a
tensdo, poder de inchamento e degradacdo e biocompatibilidade in vitro.
Essas matrizes foram estudadas visando determinar o perfil de liberagédo
dos compostos agregados a rede polimérica de PVA. Adicionalmente, as
matrizes de PVA foram submetidas a um ensaio utilizando o modelo
experimental animal, no Brasil, para determinar o potencial cicatrizante
destes curativos contendo extrato padronizado de cascas de banana.

Dessa forma, o presente estudo foi dividido em 4 capitulos. O
primeiro capitulo aborda a andlise fitoquimica das cascas de banana. O
segundo capitulo contém informacdes do estudo dos extratos obtidos a
partir das cascas de banana, bem como a caracterizacdo do perfil
guimico e do potencial cicatrizante in vivo destes. O terceiro capitulo
aborda o estudo do metaboloma da lesdo. E, por fim, o quarto capitulo
descreve o desenvolvimento e o estudo dos curativos a base de hidrogéis
de PVA, e.g., suas propriedades fisicas, analises in vitro e avaliacdo do
efeito cicatricial em modelo experimental animal.
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Revisdo da literatura

O entendimento do cenario em que este estudo se insere acontece
a partir de referéncias tedricas ja publicadas nas areas da Bioquimica de
Plantas Medicinais, a Bioquimica Fisiolégica, a Biotecnologia e as
Ciéncias Farmacéuticas.

A fim de se alcancar o conhecimento necessario sobre o0s
referidos assuntos, pesquisas em livros, anais, bases de periodicos e
informac®es sobre projetos de pesquisa relevantes para o trabalho foram
realizadas. Estas pesquisas foram guiadas por palavras-chave e nomes
de autores de referéncia nos temas em questdo, i.e., metabdlitos
secundarios, compostos antioxidantes, casca de banana, cicatrizacdo de
lesbes e hidrogéis. Como ponto de partida, estes estudos visaram
solidificar o entendimento sobre o cenario da pesquisa e obter a
fundamentacdo tedrica para o desenvolvimento do presente estudo.

Ao longo deste estudo, as pesquisas utilizando termos e palavras-
chave foram sendo refinadas, através da leitura e entendimento dos
materiais retornados, em que a cada nova busca os resultados
correspondiam cada vez mais especificamente aos assuntos pesquisados.

As seguintes bases de materiais cientificos foram as principais
utilizadas no desenvolvimento da pesquisa bibliogréfica:

« Portal Periddicos CAPES — http://www.periodicos.capes.gov.br

« ScienceDirect — http://www.sciencedirect.com

« SpringerLink — http://www.springerlink.com

» Google Scholar — http://scholar.google.com

1. A banana

As bananas sdo frutas originarias do sudeste da Asia e,
atualmente, sdo cultivadas em praticamente todas as regides tropicais e
subtropicais do planeta. Popularmente, e para efeitos comerciais, 0
termo "banana" refere-se as frutas de polpa macia e doce que podem ser
consumidas cruas. Contudo, ha cultivares de polpa mais rija e de casca
mais firme e verde, geralmente designadas por platanos, banana-p&o ou
plantains, que sdo consumidas fritas, cozidas ou assadas (INIBAP,
2002).

Bananas e platanos estdo entre os principais recursos alimenticios
no mundo e ocupam o quarto lugar no ranking mundial dos alimentos
mais importantes, depois do leite, do arroz e do milho (FAO, 2014).

Economicamente, a banana destaca-se como a segunda fruta mais
importante em érea colhida, quantidade produzida, valor da produgéo e
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consumo no Brasil. E cultivada por grandes, médios e pequenos
produtores, sendo 60% da producdo proveniente da agricultura familiar
(EMBRAPA, 2014). A bananicultura ocorre em todos os estados
brasileiros, sendo o Estado de Santa Catarina o terceiro maior produtor
(IBGE, 2014).

A maior parte da produgdo de bananas do quinto maior produtor
mundial, i.e., o Brasil, é consumida in natura. Além disto, a
industrializa¢do da producdo é bastante reduzida (2,5 - 3,0%), sendo que
33% destes produtos sdo consumidos no mercado interno (EMBRAPA,
2014). O consumo per capita anual brasileiro de bananas no periodo de
2008 — 2009 foi de 7,68 kg, sendo a cultivar banana prata (2,77 kg) a
mais consumida, seguida da banana d’agua (2,21 kg), banana da terra
(0,445 Kkg) e banana maca (0,31 kg) (IBGE, 2014).

Bananas e platanos sdo plantas perenes que crescem rapidamente
e podem ser cultivadas em qualquer periodo do ano. Em muitos paises
em desenvolvimento, grande parcela da producdo de bananas é
consumida pelos prdprios produtores, ou comercializada na comunidade
local, desempenhando assim um papel importante na seguranca
alimentar. A banana do subgrupo Cavendish predomina no mercado
mundial, correspondendo a 47% do volume total transacionado,
enguanto as cultivares do grupo genémico ABB e outras cultivares de
platanos respondem por 24 %, e os platanos AAB e Gros Michel
representam 17% e 12%, respectivamente (FAO, 2014). No mercado
brasileiro, as cultivares mais populares incluem as bananas Mag4, Prata
(grupo genémico AAB) e Pacovan (SEBRAE, 2008).

1.1. Aspectos relacionados a classificacdo botanica

Musa spp é um termo que designa varias espécies de um género
e, portanto, compreende cultivares de bananas e platanos, os quais estdo
entre as culturas de frutas mais importantes como fonte de energia na
dieta de populacbes em regides tropicais Umidas. Banana é um termo
gue inclui um namero de hibridos no género Musa, da familia Musaceae
e suas caracteristicas permitem que seja consumida na forma crua
(ROBINSON, 1996; STOVER; SIMMONDS, 1987). Platanos,
geralmente, sdo frutos maiores, mais amilaceos e derivados de cultivares
hibridas tripldides destinadas ao cozimento ou fritura (ROBINSON,
1996).

Os hibridos sdo originarios das cultivares dipldides Musa
acuminata e Musa balbisiana, nativas do sudeste da Asia. Existem
cultivares dipléides, tripldides e tetraploides, i.e., hibridos que compde
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subespécies derivadas de i e da combinagdo entre os genomas de M.
acuminata e M. balbisiana (ROBINSON, 1996; STOVER,;
SIMMONDS, 1987). Por convencdo, a contribuicdo do respectivo
genoma de cada uma dessas duas cultivares corresponde a letra A e B.
Portanto, as cultivares derivadas de M. acuminata e M. balbisiana
podem apresentar combinagfes gendmicas dependendo do ndmero
basico de cromossos, i.e., AA, AB, AAA, AAB, ABB, AAAA, AAAB,
AABB, e ABBB (EL-KHISHIN et al., 2009). As frutas dos grupos
gendmicos AA e AAA sdo doces e incluem a maioria das cultivares de
importancia comercial. Platanos sdo hibridos tripléides AAB, ABB, e
BBB, as quais apresentam elevado contetdo de amido e sdo consumidas
tipicamente apds cozimento ou fritura (INIBAP, 2002; ZHANG et al.,
2005).

Geralmente, a producdo de bananas é baseada em cultivares
triploides. Todavia, o genoma diploide se tornou importante porque é
fonte de genes alelos resistentes e tolerantes tanto ao estresse bidtico
guanto ao abiético (JENNY et al., 2003).

2. Importancia das cascas de banana

Geralmente depois de consumidas as bananas, suas cascas Sdo
utilizadas na alimentagéo animal, na compostagem ou séo simplesmente
descartadas (CHARRIER et al., 2004). O descarte dessas cascas pode
causar problemas ambientais. Em paises como a Costa Rica, é comum a
pratica do descarte de excesso e rejeitos de bananas nos rios. O alto teor
de carboidratos da cultura cria elevada demanda bioquimica de oxigénio
nos rios e, portanto, reduz as populagcdes de animais aquéticos
provocando um desequilibrio nesse ecossistema (ZHANG et al., 2005).

Atualmente, existem poucos trabalhos mencionando o
aproveitamento desses residuos. Alguns artigos tratam de diferentes
aplicacdes préaticas para a casca de banana, por exemplo a produgdo de
alcool (TEWARI; MARWAHA; RUPAL, 1986), metano (BARDIYA;
SOMAYAIJI, 1996; GUNASEELAN, 2004), alimentacdo para gado
(ONWUKA; ADETILOYE; AFOLAMI, 1997), ou adsorventes &
purificacdo de &gua (ANNADURALI; JUANG; LEE, 2004).

Dependendo da tecnologia empregada, os materiais residuarios
podem ser convertidos em produtos comerciais tanto como matéria—
prima para processos secundarios, como ingredientes de novos produtos
com atividade terapéutica. Esses produtos naturais também podem ser
utilizados diretamente como compostos funcionais na nutrigdo humana e
na prevencdo e cuidados com a saude. Dentre as indmeras fontes,
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destacamos a obtencdo seletiva de fracGes de compostos presentes na
casca de banana que apresenta classes de compostos ativos relevantes
(LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003). Flavonoides, &cidos
graxos, fitoesterois e carotenoides sdo alguns compostos de alto valor ja
identificados em cascas de bananas.

As aplicagbes potenciais para a casca de banana estdo
diretamente relacionadas a sua composic¢do quimica. A casca de banana
é rica em fibras (50%, com base na matéria seca), proteinas (7%, com
base na matéria seca), aminoacidos essenciais, &cidos graxos
poliinsaturados, célcio, potassio, vitaminas A e C (HARDISON et al.,
2001; WALL, 2006, EMAGA et al., 2007) e também em compostos
antioxidantes. Entre outros compostos, as cascas de banana madura
contém as antocianinas delfinidina e cianidina (SEYMOUR, 1993),
catecolaminas (KANAZAWA; SAKAKIBARA, 2000), os esteréis e 0s
triterpenos, tais como B-sitosterol, stigmasterol, campesterol,
cicloeucalenol, cicloartenol e 24-metileno cicloartanol. Curiosamente, o
palmitato de cicloartanol 24-metileno representa 30% do total de
lipidios da casca de banana (KNAPP; NICHOLAS, 1969).

Emaga e colaboradores (2007) estudaram a composi¢do quimica
das cascas de duas variedades de banana, a Grand Naine, subgrupo
Cavendish, e a variedade Yankambi, subgrupo Ibota, e determinaram o
conteldo de acidos graxos. Os genétipos apresentaram quantidades
significativas de &cidos graxos insaturados, principalmente os acidos
linoléico e a-linolénico que corresponderam a 40% do total de acidos
graxos. No mesmo estudo, o total de lipidios crus foi avaliado em 5,7%
sobre a matéria seca para a variedade Grand naine e 10,9% para a
variedade Yankambi.

Frutas e vegetais ndo s6 fornecem uma pequena parte da ingesta
diaria de calorias de nossa dieta, mas também certas substancias com
capacidade antioxidante, como a vitamina A, C e E, polifendis e
carotenoides. Eles sdo capazes de restringir a propagacdo de reacGes em
cadeia e danos induzidos por radicais livres. Nos Gltimos anos, tem
aumentado o interesse em determinar fontes dietéticas relevantes de
compostos antioxidantes devido & sua importancia evidente na
prevencdo e no tratamento de certas doengas humanas (BIANCHI,
ANTUNES, 1999)

Frutas tropicais possuem forte atividade antioxidante, assim como
0 extrato aquoso de casca de banana que suprime a autoxidacao do acido
linoleico entre 65-70%, apos cinco dias de incubacdo em sistema de
emulsdéo (KANAZAWA; SAKAKIBARA, 2000). Kanazawa e
Sakakibara (2000) consideram que a polpa e a casca das bananas contém
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substancias antioxidantes com capacidade de protecdo contra fatores de
peroxidacdo. Por sua vez, Rodriguez-Amaya (2010) ressalta que a
composicdo quimica das frutas é dependente de fatores genéticos, como
a cultivar, e de fatores ambientais, e.g., o0 local de cultivo, a época de a
colheita, a parte da planta utilizada, as praticas agricolas, o0 manuseio
em poés-colheita, o processamento e as condi¢des de armazenamento.

Os compostos antioxidantes das cascas de banana, como em
Musa spp, subgrupo Cavendish, foram estudados por Someya e
colaboradores (2002) e a galocatequina (Fig. 2) foi identificada; um
composto conhecido devido a sua propriedade antioxidante. De fato, a
galocatequina é mais abundante nas cascas da fruta (158 mg/100 g de
peso seco) que na polpa (29,6 mg/100 g de peso seco) em gendtipos de
Musa spp, subgrupo Cavendish. A atividade antioxidante do extrato de
casca de banana frente a processos de autoxidagdo lipidica foi maior em
comparagdo aos extratos de polpa de banana. Este resultado corroborou
a andlise de galocatequina nas cascas de banana, demonstrando ser este
0 metabdlito secundario majoritario no extrato e com potencial
antioxidante. Assim, cascas de banana podem ser consideradas uma
fonte interessante de compostos antioxidantes naturais, uma vez que €é
evidenciado na literatura que as catequinas apresentam efeito
antioxidante frente a processos de lipoperoxidacéo e efeitos protetores
relacionados ao céncer e a doengas cardiovasculares (DAVEY et al.,
2006; KONDO et al., 1999).
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Figura 2. Estrutura quimica da galocatequina, flavondide presente na
casca de algumas espécies da familia Musaceae (SOMEYA; YOSHIKI,;
OKUBO, 2002).

Davey e colaboradores (2006) determinaram o contetido de proé-
vitamina A (a-caroteno, B-caroteno e f-criptoxantina) na polpa e na
casca de duas amostras de bananas Musa spp, subgrupo Cavendish, e
Yangambi-5. Os resultados revelaram alto contetdo de pré-vitamina A,
sendo que na casca de Musa spp, subgrupo Cavendish, o teor de
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carotenoides é aproximadamente trés vezes maior e mais complexo,
comparativamente a polpa da fruta.

A atividade antioxidante proveniente do extrato das cascas de
banana (Musa paradisiaca) em modelo experimental de ratos
submetidos a uma dieta normal ou rica em &cidos graxos foi superior
nos animais tratados por via oral com o extrato. Estes animais
apresentaram concentrag@es significativamente diminuidas dos produtos
de peroxidacao, hidroperoxidos e dienos conjugados. Ao mesmo tempo,
as atividades das enzimas catalase e superoxido dismutase aumentaram
significativamente nos animais tratados com ragdo comercial
enriquecida com flavonoides extraidos de casca de banana (10 mg de
peso corporal/dia) e dieta rica em acidos graxos contendo flavonoides
(10mg de peso corporal/dia), durante os 90 dias do periodo experimental
(VIJAYAKUMAR et al., 2008).

As catequinas consistem um dos maiores grupos de ocorréncia
natural de compostos fendlicos com potencial antioxidante e séo
amplamente distribuidas em folhas, sementes, cascas e flores de plantas
(HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). A fim de estudar o extrato
de casca de Musa spp rico em galocatequina (EG: 106,6 pg/mL) durante
0 processo de cicatrizagdo de lesdes epiteliais em camundongos
isogénicos Balb/C, estes foram submetidos a um processo de excisdo
tecidual e divididos em quatro grupos experimentais: grupo controle
negativo (CN - aplicacdo topica de agua durante trés, seis, nove e 12
dias), grupo de controle positivo (CP - aplicacdo tdpica de solucdo de
alantoina, 50 mg/Kg /dia) e o grupo de tratamento (aplicagdo topica de
EG, 50 mg/Kg/dia). Os animais tratados com EG foram estatisticamente
significativos compatativamente aos grupos CN e CP. A cicatrizacdo das
lesdes tratadas com EG finalizou aos nove dias e o tratamento foi capaz
de diminuir o periodo de epitelizacdo em relacdo aos grupos controles.
O estudo histolégico da lesdo confirmou que EG apresenta potencial
cicatrizante devido a proliferacdo de fibroblastos e indugéo do processo
de reepitelizacdo. Os resultados deste estudo sugerem que o extrato de
casca de Musa spp preveniu o dano oxidativo das estruturas celulares no
leito da les&o, o que foi mais acentuado e importante nos dias iniciais do
processo de cicatrizagdo, aparentemente porque permitiu o controle dos
niveis de EROs. O espaco da lesdo foi condicionado a rapida
proliferacdo celular e eficazmente culminou no final do processo
cicatricial (PEREIRA, 2010).
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3. Estudo do metabolismo vegetal

O metabolismo é o conjunto de reacdes quimicas que ocorrem
no interior das células. Nos vegetais, o metabolismo é dividido,
didaticamente, em primario e secundario. O metabolismo primério é o
conjunto de processos metabolicos que desempenham uma fungédo
essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiragdo e o transporte
de solutos. Os compostos envolvidos no metabolismo primario sdo os
polissacarideos, as proteinas, os lipideos e os acidos nucléicos e
possuem uma distribuicdo universal nas plantas. JA& o metabolismo
secundario origina compostos que nao possuem uma distribuicdo
universal entre os vegetais (VOET; VOET, 2006).
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Figura 3. Vias de sintese dos principais metabdlitos secundarios de
plantas relacionadas as vias de sintese do metabolismo primario do
carbono (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os compostos do metabolismo secundario, ao contrario dos
compostos do metabolismo primario, ndo sdo essenciais ao crescimento
e desenvolvimento da planta, mas podem ser imprescindiveis a
sobrevivéncia e continuidade da espécie dentro do ecossistema.
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Possuem caracteristicas quimicas variadas e apresentam atividades
bioldgicas bastante relevantes (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os metabdlitos secundarios desempenham um papel importante
na interagdo das plantas com o meio ambiente. A herbivoria, 0 ataque de
patégenos, a competicdo entre plantas e a atracdo de polinizadores,
dispersores de semente e microorganismos simbiontes sdo fatores
bidticos cuja interagdo planta-ambiente é mediada por compostos do
metabolismo secundério.  Além disso, estes metabdlitos também
possuem acao protetora em casos de estresses abidticos, como mudancas
na temperatura, no conteldo de agua, na intensidade de luz, e na
deficiéncia de nutrientes e minerais. Assim, a demanda da dindmica do
ambiente confere uma plasticidade natural ao metabolismo secundario e
proporciona a evolucdo da diversidade genética (KUTCHAN; DIXON,
2005).

A via de sintese dos metabolitos secundarios estd intimamente
relacionada a via principal do metabolismo de carboidratos (Fig. 3). Os
compostos intermediarios, fosfoenolpiruvato (via glicolitica) e eritrose-
4-fosfato (via das pentoses-fosfato), originam o acido chiquimico,
precursor de diversos compostos que possuem nucleos aromaticos em
sua estrutura quimica. A via do mevalonato e a via de condensacdo do
acetato sdo rotas alternativas de sintese de metabdlitos secundarios. A
via do mevalonato da origem aos terpenoides e aos esteroides, enquanto
gue a via de condensacdo do acetato as acetogeninas (WALTON;
BROWN, 1999).

De acordo com a sua origem, os metabolitos secundarios podem
ser classificados em trés grandes classes: compostos fendlicos, terpenos
e alcaloides (HARBORNE, 1999). Os compostos fendlicos sado
derivados do acido chiquimico ou acido malénico. Os terpenos sao
sintetizados a partir do acido mevalénico, no citoplasma, ou do piruvato
e 3-fosfoglicerato, no cloroplasto. E os alcaloides sdo derivados dos
aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina), assim como dos
aminoacidos alifaticos (ornitina e lisina). Os compostos do metabolismo
secundario das plantas, tais como carotenoides, compostos fendlicos,
flavonoides e vitaminas E e C, contribuem para a atividade antioxidante
e seu potencial terapéutico quando aplicados em humanos, além de
destacarem-se por exercerem fungdes variadas no ciclo de vida da planta
(WANG et al.,1997; VERPORTE; CONTIN; MEMELINK, 2002;
SAURA-CALIXTO; GONI, 2006).

O interesse no metabolismo secundario vegetal tem sido
crescente nos Ultimos anos, uma vez que muitas pesquisas tém sido
conduzidas na area da nutricdo humana, considerando que o consumo
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destes metabdlitos apresenta resultados promissores na prevencdo de
doencas como o cancer, disfuncdes cardiovasculares e outras
patofisiologias cronicas. Portanto, estimular o aumento dos contelidos
de compostos secundarios nos tecidos vegetais, extrai-los, identifica-los,
processa-los de forma adequada e utiliza-los de maneira que enriquecam
a composicdo quimica de determinados alimentos agregando valor
nutricional, tem sido um desafio constante da biotecnologia vegetal,
com recursos & engenharia metabélica (AHARONI; GALILI, 2010).

Devido as suas particularidades, em especial o baixo custo, a
banana é uma fruta consumida em todo o mundo e pode ser considerada
importante, sobretudo devido ao seu potencial como alimento funcional
e nutracéutico. Além disso, uma atencdo especial deve ser dada a
potencialidade dos compostos de metabolismo secundéario presentes nas
cascas da fruta quando empregada em processos de regeneragdo de
tecido cuténeo.

3.1. Carotenoides

Sdo0 um grupo de compostos de coloracdo amarela e alaranjada
encontrado em diversos sistemas bioldgicos. A estrutura basica de um
carotendide € um esqueleto tetraterpénico (40 atomos de carbono)
formado por oito unidades de isopreno (CsHg) (GOODMAN; HUANG,
1965). Os carotenoides podem ser classificados em carotenos e
xantofilas. Carotenos sdo hidrocarbonetos, tais como o e p-caroteno e
licopeno (Fig. 4), enquanto xantofilas sdo derivados oxigenados dos
carotenos e incluem os compostos luteina, B-criptoxantina, e zeaxantina
(Fig. 5), por exemplo. Alguns carotenoides sdo também precursores de
vitamina A (KURILICH; JUVIK, 1999).

Os carotenoides sdo sintetizados pela via isoprenoide (Fig. 6). O
pirofosfato de isopentenila (IPP) é o precursor comum de muitos dos
terpenos e nas plantas, a rota metabolica a partir do IPP ocorre nos
plastideos. A biossintese de carotenoides é iniciada a partir da
condensacdo de unidades de IPP até formar uma unidade C20
(pirofostato de geranil geraniol - GGPP). A condensa¢do de duas
unidades de GGPP ¢ catalisada pela enzima fitoeno sintase (PSY), que
produz o primeiro carotenoide, o fitoeno (DELGADO-VARGAS;
JIMENEZ, PAREDES-LOPEZ, 2000; STRACK; VOGT,;
SCHLIEMANN, 2003; GROTEWOLD, 2006; TANAKA; SASAKI;
OHMIYA, 2008).
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Figura 4. Detalhes da estrutura quimica de carotenos importantes a
salide humana (GOODMAN; HUANG, 1965).
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Figura 5. Detalhes da estrutura quimica das xantofilas de interesse a
salde humana (GOODMAN; HUANG, 1965).
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Figura 6. Via biossintética dos carotenoides em plantas (PSY: fitoeno
sintase; PDS: fitoeno desaturase; ZDS: (-caroteno desaturase; LCYB:
licopeno B-ciclase; LCYE: licopeno g-ciclase; CHYB: p-anelhidroxilase;
CHYE: ce¢-anelhidroxilase; ZEP: zeaxantina epoxidase; VDE:
violaxantina de-epoxidase; CRTISO: carotenoide isomerase; NSY:
neoxantina sintase) (HAMERSKI; RESENDE; SILVA, 2013).

Conforme a fig. 7, a conversdo enzimética de pré-vitamina A em
vitamina A ocorre principalmente na mucosa intestinal durante a
absorcdo dos referidos precursores, protegendo contra a deficiéncia
daquela vitamina. 3-caroteno é o principal precursor de vitamina A para
0 organismo humano e sua conversdo envolve a reacdo de clivagem
central gerando duas moléculas de retinal (GOODMAN; HUANG,
1965) e a reducdo de retinal a retinol (FIDGE; GOODMAN, 1968).
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Geralmente, a molécula de retinol é esterificada com acidos graxos de
cadeia longa e absorvido através da via linfatica em associacdo com
quilomicrons linfaticos (GOODMAN; HUANG, 1965).

B-caroteno

Clivagem simétrica/ \Clivagem assimétrica
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Figura 7. Uma molécula de -caroteno pode ser clivada simetricamente
por uma enzima intestinal gerando duas moléculas de all-trans-retinal.
Esta é a etapa principal na sintese de vitamina A, i. e., a clivagem
oxidativa da pro-vitamina A carotenoide por B, p-caroteno 15, 15'-
monooxigenase (CHICHILI et al., 2005).

Nas plantas, os carotenoides participam do processo
fotossintético absorvendo energia luminosa e transferindo-a para 0s
centros de reacdo da clorofila (HARBONER, 1999), além de protegerem
0 aparato celular fotossintético contra danos foto-oxidativos
(BARTLEY; SCOLNIK, 1995). Além disso, os carotenoides apresentam
diversos efeitos benéficos a salde como imunomoduladores e na
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reducdo do risco de desenvolvimento de doencas degenerativas, de
cancer, das doencas cardiovasculares, de catarata e da degeneracdo
macular (KRINSKY; JOHNSON, 2005; TAPIERO; TOWNSEND;
TEW, 2004).

A funglo biol6gica mais conhecida dos carotenoides é sua
atividade pré-vitamina A, porém, outras func¢Ges tém sido atribuidas a
essa classe de compostos. De acordo com Erdman e colaboradores
(1993), a-caroteno, B-caroteno e B-criptoxantina, mas ndo o licopeno,
sdo conhecidos como pro-vitaminas A. Os carotenoides sdo também
substancias antioxidantes naturais que contribuem a estabilidade dos
alimentos, porém encontram-se distribuidos ndo uniformemente nos
alimentos vegetais, concentrando-se na casca em relacdo a polpa de
frutas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

3.2. Compostos fenélicos

Compostos fendlicos (Fig. 8) sdo formados por um ou mais anéis
benzénicos com grupamentos hidroxil ligados como substituintes, assim
como radicais metil, metoxil, amino e monossacarideos. Na natureza,
tais compostos sdo usualmente encontrados conjugados com mono e
polissacarideos, ou sob a forma de ésteres e ésteres metilicos
(HARBONER, 1999).

HO R,

Figura 8. Estrutura quimica geral de compostos fendlicos. R1, R2, R3,
R4 e R5: anel benzénico, hidroxil, metil, metoxil, grupos amino e/ou
mono e polissacarideos (HARBONER, 1999).

Duas rotas metabdlicas bésicas estdo envolvidas na biossintese
dos compostos fendlicos, i.e. as rotas do acido chiquimico e do &cido
malbnico (Fig. 9). A rota do &cido chiquimico (Fig. 10) responde pela
sintese da maioria dos compostos fendlicos presente nos vegetais, sendo
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a rota do acido malénico menos significativa nas plantas superiores
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Como pode ser observado na Fig. 9, o acido chiquimico é
formado pela condensacdo de dois metabdlitos da glucose
(fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fostato). O proximo passo dessa via é a
formagdo do &cido corismico, que gera 0s aminoacidos aromaticos
triptofano, fenilalanina e tirosina, i.e., oS precursores de Varios
alcal6ides. A via do &cido chiquimico € presente em plantas, fungos e
bactérias, mas ndo em animais. Por isso, 0s amino&cidos triptofano e
fenilalanina sdo considerados essenciais. Como a tirosina pode ser
formada a partir da fenilalanina, ela ndo é considerada essencial na dieta
humana.

Eritrose-4-fosfato Acido fosfoenolpirtvico
(Via das pentose fosfato) l (Glicdlise)
Via do acid
|a- o_ac‘l ° Acetil-CoA
Chiquimico '
1 Via dcido
Fenilalanina [©@—¢) malénico
= Acido cinamico [&)
Acido galico | (&=l
Taninos = l : l l
hidroliséveis (&) [E<] [@-—&)] Ou’tros
Fendlicos simples Flavonoides fendlicos
(&<l (&<,
Lignina Taninos
condensados

Figura 9. Vias biossintéticas de compostos fenolicos em vegetais
superiores. Adaptado de Taiz e Zeiger (2009).

Os compostos fendlicos mais abundantes em vegetais sdo
derivados da fenilalanina, via eliminacdo de uma molécula de amébnia
catalisada enzimaticamente pela fenilalanina aménia liase (FAL),
originando o &cido cindmico. A FAL esta situada em um ponto de
ramificacdo entre os metabolismos primario e secundario, com funcéo
reguladora importante na formacdo de muitos compostos fendlicos. A
FAL é regulada por fatores ambientais como o nivel nutricional, a luz e
a infeccdo por fungos. Entre as substancias formadas apds a acéo da
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FAL estdo o &cido benzoico, por exemplo, o qual d& origem ao acido
salicilico, um importante composto na defesa das plantas contra
patégenos (TAIZ; ZEIGER, 1998).

Eritrose-4-fosfato
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Fosfoenolpiruvato
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Acido Chiquimico
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OH
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Corismato ——— Prefenato —» Fenilalanina

l l l PAL

Antranilato Tirosina Acido Cinamico

Triptofano Alcaloides Fenilpropanoides
l Isoquinolinicos
Alcaloides Indolicos

Figura 10. Via do acido chiquimico para biossintese de compostos
fendlicos e alguns alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A atividade antioxidante em frutas pode ser considerada
relevante, uma vez que elas sdo ricas em compostos fenolicos. Esse
grupo de compostos pode ser dividido em fendis simples e polifendis,
baseando-se no nimero de unidades de hidroxilas. O potencial
antioxidante dos compostos fenélicos é baseado no nimero de radicais
hidroxil presentes na estrutura aromatica e pode ser resultante da sua
potente atividade scavenging de radicais livres, além das suas
propriedades de oxirreducao, i.e., agentes redutores doadores de prétons,
assim como supressores de oxigénio singlete. Estdo largamente
distribuidos nas plantas superiores e sdo capazes de captar o anion
superdxido e radicais hidroxila por transferéncia de elétron (RICE-
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EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996), bem como atividade quelante
de metais (PATTANAYAK; SUNITA, 2008).

Uma gama de compostos polifendlicos tem sido identificada em
frutas, com destaque aos derivados dos acidos hidroxibenzéico e
hidroxicindmico, os flavonoides (flavonas, flavondis, flavanonas,
flavonondis e flavanas) e taninos (KONDO et al., 1999).

Destaca-se a importancia de estudos de caracterizacdo da
composi¢cdo quimicas dos metabolitos secundarios, pois 0s compostos
fenolicos tém mostrado propriedades protetoras contra a doenca de
Alzheimer e doenga de Parkinson (GIASSON et al., 2002) e atividades
biologicas importantes, como antitumoral (RAO et al., 1990),
antiinflamatéria (MAGGI-CAPEYRON et al., 2001), antiviral (KING et
al., 1999) antibacteriana, antialérgica, antitromboética e vasodilatadora
(COOK; SAMMAN, 1996). Portanto, a fitoquimica das cascas de
banana quanto ao perfil de composicdo de compostos fendlicos torna-se
relevante no intuito de agregar valor a um residuo da industria de
alimentos, com possivel aplicacdo farmacoldgica.

3.3. Catecolaminas

As aminas biogénicas ou monoaminas sd0 compostos organicos
gue contem um atomo de nitrogénio na sua estrutura quimica,
apresentam carcteristica alcalina e baixo peso molecular.  Sé&o
sintetizadas e degradadas por aminacéao e transaminacao de aldeidos ou
cetonas, hidrélise de compostos nitrogenados, decomposicdo térmica ou,
principalmente, através da descarboxilagdo de aminodcidos como
resultado do metabolismo normal de animais, vegetais e
microorganismos (MAINTZ; NOVAK, 2007).

As catecolaminas sdo0 um grupo de aminas biogénicas que
possuem um anel benzénico com dois substituintes hidroxila nas
posicdes 3 e 4. Na fig. 11, detalhes da estrutura quimica da dopamina
(1), norepinefrina (2) e epinefrina (3) sdo mostrados, as quais
encontram-se amplamente distribuidas nos animais e em uma série de
familias de plantas (SMITH, 1977).

Entre 0s neurotransmissores do sistema nervoso central, existem
algumas monoaminas muito importantes. Um grupo delas é formado por
uma parte de cadeia aliftica, a amina, e uma parte aromatica,
denominado grupamento catecol. Outro grupo de monoaminas contém o
radical indol, e devido a presenca desses dois tipos de radicais nas
monoaminas estas substancias sdo denominadas
catecolaminas e indolaminas, respectivamente. As catecolaminas mais
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conhecidas sdo adopamina, a norepinefrina (noradrenalina) e
a epinefrina (adrenalina). Por sua vez, a serotonina (5-hidroxitriptamina)
é um neurotrasnmissor indolaminico (JUDAS et al., 2001; KATZUNG;
BERTRAM, 2001).

O papel fisioldgico das catecolaminas nos animais é muito bem
estudado e conhecido. Tanto a epinefrina quanto a norepinefrina séo
sintetizadas e secretadas pela medula da glandula adrenal de mamiferos.
O catabolismo das catecolaminas inicia com a metilagdo dos
grupamentos hidroxil do anel catecol, seguida da oxidacdo do &cido
homovanilico e do acido vanililmandélico, com subsequente excrecdo

pela urina (SMITH, 1980).
coo
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Figura 11. Rota biossintética de catecolaminas em vegetais superiores
(Adaptado de SZOPA et al., 2001).

Em contraste com o vasto contetdo de informacgdes a respeito das
catecolaminas e o seu papel nos seres humanos, muito pouco é
conhecido quanto ao metabolismo destas aminas em plantas. As
catecolaminas foram descritas pela primeira vez em plantas, durante o
estudo dos mecanismos de acéo e efeito terapéutico da polpa da banana
(WAALES et al., 1958). Desde entdo, as catecolaminas, seus
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precursores e derivados ja foram determinados em uma série de espécies
vegetais que em sua maioria fazem parte da alimentacdo humana
(KIMURA, 1968). Vaérios relatos da literatura sugerem que as
catecolaminas sdo precursores de alcaloides, como por exemplo o
alucinégeno mescalina, identificado em vérias espécies de cactos
(LUNDSTROM, 1983), e o alcaloide tetrahidroisoquinolina
(GUINAUDEAU; BRUNETON, 1993), ambos derivados da dopamina.
Além disto, se observada a via de sintese dos compostos fendlicos (Figs.
9 e 10), é possivel identificar os aminoacidos tirosina, triptofano e
fenilalanina como, precursores de alcaloides, assim como das
catecolaminas.

Na banana, a dopamina e a norepinefrina sdo formadas através da
hidroxilagio do proto-alcaléide tiramina. Conforme esquema
apresentado na Fig. 11, a rota de biossintese das catecolaminas nas
plantas é semelhante nos animais.

O metabolismo normal da dopamina em humanos pode contribuir
a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), citotdxicas na
presencga de ions de metais de transicdo como ferro, cobre e manganés
(GIASSON et al., 2002; HALD; LOTHARIUS, 2005). Em condi¢des
fisiolégicas, a dopamina é oxidada ndo-enzimaticamente pelo oxigénio
molecular a peroxido de hidrogénio (H,O,) e quinonas. A formacéo de
H,0,, um composto que pode ser facilmente reduzido na presenca do
jon ferroso (Fe™, i.e., reacdo de Fenton), contribui & geragio do radical
hidroxil (OH’), uma espécie altamente reativa a qualquer macromolécula
celular (HALD; LOTHARIUS, 2005). A catalise do radical hidroxil
mediada pelo ferro pode ser um mecanismo patogénico chave que
contribui com o estresse oxidativo observado na doenca de Parkinson
(DP - GERLACH et al., 1994). Em contraste com outras doencas
neurodegenerativas, na DP ha relativamente uma boa terapia
sintomatica. O atual tratamento padrdo para a doenca baseia-se na
terapia de reposicdo de dopamina, além de agonistas dopaminérgicos,
inibidores da enzima monoamina oxidase e/ou antagonistas de
receptores colinérgicos (SCHAPIRA et al., 2006).

Diante da importancia da dopamina no tratamento paliativo da
DP, tornou-se interessante padronizar uma metodologia de extracdo e
quantificacdo de dopamina e seu precursor L-dopa a partir das cascas de
banana como fonte de matéria-prima vegetal destes compostos.
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4. A cicatrizagdo de lesdes cutaneas

A pele é o maior 6rgédo do corpo, atingindo 16% do peso corporal,
e com mdltiplas funcfes devido a sua estrutura e propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas. Confere protecdo mecanica ao organismo frente a
penetracdo de agentes externos de qualquer natureza e, a0 mesmo
tempo, impede perdas de &gua, eletrélitos e outras substancias do meio
interno. A pele tem importante papel também na termorregulacdo do
corpo e protege os tecidos adjacentes contra moderada exposicdo as
radiacdes ultravioletas A e B, capazes de causar queimaduras e diversos
tipos de céancer de pele. Além disso, a presenca de células
imunologicamente ativas faz da derme um local com intensa atividade
imunoldgica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SAMPAIO; RIVITTI,
2007).

Apos uma lesdo no tecido cutaneo, a reparacao tecidual apresenta
diversos mecanismos associados. Os processos de reparo de lesdes tém
sido estudados a partir dos mecanismos que envolvem fases distintas
para que ocorra a regeneragdo tecidual e os eventos celulares associados.
Mediadores quimicos de natureza lipidica (eicosanoides) e de natureza
peptidica (citocinas, fatores de crescimento e neuropeptidios) estdo
intimamente associados aos processos de regeneragdo. Estes processos
acontecem para que seja restabelecida a homeostasia tecidual, assim
como a atividade funcional da pele (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005).

4.1. Breve histérico da cicatrizacao

Desde a antiguidade, 0 homem busca intervir no processo de
cicatrizacdo de feridas. Manuscritos egipcios, datados de 3000-2500 A.
C., descrevem o uso de curativos utilizando mel, graxa, fios de linho e
diversos tipos de excrementos. O Papiro de Edwin Smith, utilizado no
Egito (5.000 A. C.), é conhecido como o documento cirlrgico mais
antigo e se destaca por suas orientacdes sobre o tratamento de infecgdes
(ZIMERMMAN; VEITH, 1961). Hipdcrates recomendava que as
feridas fossem mantidas limpas com &gua morna, vinho e vinagre e
secas (D’ACAMPORA et al., 2002).

Por volta da Segunda Guerra Mundial (1939-1945), iniciou-se o
uso de substancias com propriedades antissépticas e de agentes
antimicrobianos, sendo que se procedia com a protecdo das feridas
utilizando-se curativos na forma de coberturas secas (SINCLAIR;
RYAN, 1993).
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A partir de 1970, tanto nos Estados Unidos da América quanto na
Europa, novos recursos terapéuticos a cicatrizacdo surgiram e, junto
com eles, a necessidade de se conhecer seus reais beneficios. Essa
preocupacdo fez com que os érgdos e agéncias sanitarias passassem a
coordenar estudos para estabelecer critérios de avaliacdo e indicagdo de
parametros que direcionassem uma adequada selecdo para o tratamento
de feridas (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

4.2. Aspectos gerais da cicatrizacéo

A cicatrizacdo é um dos processos bioldgicos mais complexos
gue se conhece. Apds a lesdo, diversas vias metabolicas sdo
imediatamente ativadas e sincronizadas em resposta aquele estimulo. A
cicatrizagdo consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares e moleculares, intra e intercelulares, que interagem
determinando a repavimentacdo, a restauracdo tissular e a homeostase
(SINGER; CLARK, 1999).

Os danos tissulares desencadeiam uma série de eventos que
resultam da ativacdo de células nervosas, estromais, vasculares e
sanguineas. Os eventos se ddo através de estimulos fisicos ou por
sinalizacdo quimica através de estruturas das células rompidas (por¢des
da membrana celular e organelas), fragmentos dos elementos inertes dos
tecidos (colagenos, elastinas, fibronectinas, e outros), proteinas séricas
gue extravasam dos vasos rompidos e por acdo de mediadores
inflamatorios pré-formados (liberados principalmente dos granulos das
plaguetas, mastocitos e terminacBes nervosas periféricas) ou
neosintetizados (eicosandides e PAF). Essas moléculas, ao se ligarem a
receptores na superficie da membrana das células locais, induzem
modifica¢cBes no seu metabolismo e na sua expressdo génica. Como
resposta, ha producdo de uma segunda onda de mediadores de natureza
lipidica (eicosanoides) e peptidica (citocinas, fatores de crescimento e
neuropeptideos) e a externalizacdo de proteinas de adesdo para
leucocitos, nas células endoteliais na superficie da membrana voltada a
luz dos vasos (CONTRAN; KUMAR; COLLINS, 2001).

Além disso, como decorréncia do proprio trauma ou da ativacdo
celular, o microambiente tem sua composicdo fisico-quimica alterada
com baixa tensdo de oxigénio e diminuicdo de pH. Ha presenca de
espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, sendo esta uma outra forma
de sinalizacdo que ativa as células envolvidas no reparo tissular. Na
continuidade do processo, ocorrem no tecido lesado a infiltracdo de
células circulantes, como neutrofilos e mondcitos, e a migracdo de
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células das areas adjacentes, como células epiteliais, queratinécitos e
fibroblastos. Estas ultimas, em cooperagdo com as células locais,
anteriormente ativadas, serdo as protagonistas da producao de colageno
pelos fibroblastos (fibroplasia) e deposicdo de matriz extracelular,
formacdo de novos vasos (angiogénese), cicatrizacdo e reepitelizacdo da
area lesionada (SINGER; CLARK, 1999).

Clark (1993) dividiu o reparo tecidual em trés fases, conforme
representado esquematicamente na Figura 12: 1) a inflamagdo, 2) a
formacdo de tecido de granulacdo com deposi¢do de matriz extracelular
e 3) a remodelagdo tissular, as quais se sobrepdem ao longo do tempo.
Estas fases ndo sdo mutuamente excludentes, sendo sobrepostas no
tempo e envolvem componentes da matriz extracelular, células
residentes, ou seja, queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e
células nervosas (CLARK, 1993). H4 também a participacdo de
leucdcitos (neutréfilos, macrdfagos/monacitos e linfécitos), bem como
de mediadores lipidicos como prostagladinas, leucotrienos e fator de
agregacdo plaquetdria e de mediadores protéicos como citocinas e
fatores de crescimento. Os est4gios iniciais do processo de cicatrizagéo
envolvem a sintese de colageno, como componente principal, e de
matriz extracelular. O colageno contém, além de outros aminoacidos,
guantidade substancial de hidroxiprolina que € um marcador bioguimico
utilizado & determinacdo desta fibra nos tecidos (NAYAK;
SANDIFORD; MAXWELL, 2007).

A primeira fase da cicatrizacdo de uma lesdo, a inflamacéo,
ocorre imediatamente ap6s o dano tecidual. Os componentes da cascata
de coagulacdo, das vias inflamatérias e do sistema imune sédo
necessarios para evitar a perda de sangue, remover o tecido morto e
desvitalizado e evitar a infeccdo. A hemostasia inicial ocorre através da
formacdo de um tampédo plaquetario, seguido por uma matriz de fibrina
gue forma uma rede e permite a infiltracdo de outras células. Os
neutrdfilos sdo entdo recrutados para a ferida em resposta a ativacéo do
complemento, a degranulacdo das plaquetas e aos produtos de
degradacdo bacteriana. Apds 2-4 dias, 0s monocitos aparecem no leito
da lesdo e se diferenciam em macrofagos. Acredita-se que 0s
macréfagos sdo cruciais na coordenacgdo dos eventos tardios em resposta
a lesdo (CLARK, 1993; RICHES, 1996).
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Figura 12. Fases do processo de cicatrizacdo de uma lesdo (CLARK,
1993; RICHES, 1996).

A segunda etapa da cicatrizacdo, ou seja, a formagdo de tecido
novo ocorre entre 2-10 dias apds a lesdo e é caracterizada por
proliferacdo celular e migracdo de diferentes tipos de células. O
primeiro evento é a migracdo dos queratindcitos para a derme. Em
seguida, ha formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese). Esses
novos capilares associados aos fibroblastos e macréfagos substituem a
matriz de fibrina com tecido de granulagdo, formando um novo
substrato a migracdo de queratinécitos na fase tardia do processo de
reparo da lesdo. Os reguladores positivos mais importantes da
angiogénese sdo o fator A de crescimento do endotélio vascular
(VEGFA) e o fator 2 de crescimento de fibroblasto (FGF2 ou bFGF). A
angiogénese também pode acontecer a partir do recrutamento de células
progenitoras endoteliais derivadas da medula 6ssea, embora a magnitude
desta contribuicdo seja pequena. Ao final dessa etapa, os fibroblastos
gue sdo atraidos a partir da borda da lesdo ou da medula éssea séo
estimulados pelos macréfagos e alguns se diferenciam em
miofibroblastos. Miofibroblastos sdo células contréteis que, ao longo do
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tempo, aproximam as bordas da lesdo. Fibroblastos e miofibroblastos
interagem e produzem matriz extracelular, principalmente na forma de
coladgeno, o que constitui um tecido cicatricial com certo grau de
maturidade (CLARK, 1993; RICHES, 1996).

A terceira etapa da cicatrizacdo € a remodelacdo tissular. Esse
processo se inicia 2-3 semanas apds a lesdo e tem duragdo de um ano ou
mais. Durante essa etapa, todos 0s processos ativados apds a lesdo sdo
gradualmente diminuidos e cessam. A maioria das células endoteliais, os
macrofagos e os miofibroblastos sofrem apoptose ou saem da ferida,
deixando uma massa que contém poucas células e consiste
principalmente de coldgeno e outras proteinas de matriz extracelular.
InteracOes epitélio-mesenquimais continuamente regulam a integridade
e a homeostase da pele (CLARK, 1993; RICHES, 1996).

Mais de 6-12 meses Sd30 necessarios para que a matriz
extracelular esteja ativamente remodelada, principalmente a partir de um
molde de colageno tipo Il para um composto predominantemente por
colageno tipo I. Esse processo é realizado pelas metaloproteinases de
matriz secretadas por fibroblastos, macrofagos e células endoteliais, e
reforca a reparacdo tecidual. No entanto, o tecido cicatricial ndo
recupera as propriedades de um tecido que nunca foi lesado. O reparo
completo de tecidos resulta de alternancias sucessivas de reagdes
anabdlicas e catabolicas. Além da atividade imunoldgica, os leucécitos
estdo intimamente envolvidos com as reagdes catabolicas de degradacédo
de tecidos pela producéo de proteases e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, bem como com as rea¢des anabolicas de formagéo de tecidos
pela producdo de fatores de crescimento (RICHES, 1996).

5. Contextualizacéo da hip6tese do estudo

O desenvolvimento da terapéutica moderna ndo teria sido
possivel sem a contribuigdo dos produtos naturais, principalmente das
plantas superiores (PHILLIPSON, 2001). Os avancos nas técnicas de
separacdo, purificacdo e identificacdo de misturas complexas, i.e., em
estudos fitoquimicos, e a diversidade quimica presente na natureza séo
fatores importantes ao incremento do interesse por compostos de origem
vegetal (COSTA, 2009).

Os beneficios da utilizagdo de plantas medicinais geralmente
resultam da combinagdo de metabdlitos secundarios, também
denominado sinergismo entre 0s compostos, presentes nas matrizes
vegetais complexas (WINK, 2003).
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Vérias sdo as espécies vegetais de interesse a pesquisa no
contexto supracitado e um exemplo a ser considerado é a casca de
banana. Baseado na alegacéo de um dado efeito terapéutico identificado
na medicina popular, um material de origem vegetal pode tornar-se uma
fonte de matéria-prima ao desenvolvimento de novos farmacos.
Entretanto, costuma-se argumentar que ndo é possivel recomendar o uso
de formulagdes derivadas do conhecimento popular ou tradicional, dada
a dificuldade em controlar o seu conteldo em compostos bioativos, de
forma analoga aos medicamentos alopéticos.

Assim, definiu-se que a hip6tese deste estudo fundamenta-se na
ideia de que os extratos de casca de banana da cultivar Prata And (Musa
sp.) apresentam ag&o cicatrizante, consoante ao seu perfil de composicdo
guimica. Assume-se que conhecendo a composicdo quimica dos extratos
de casca de banana, é possivel relaciona-la a sua agdo terapéutica, i.e.,
capaz de promover a regeneracao tecidual. E a associagdo do hidrogel de
PVA ao EBA de cascas de banana resulta em um importante
fitomedicamento a aplicacdo em processo cicatricial.

6. Objetivos
6.1. Objetivo geral

Caracterizar o perfil de compostos bioativos de extratos de cascas
de banana organica (Musa sp., cv. Prata And), obtidos por métodos de
extracdo convencional e supercritica, e comprovar o efeito cicatrizante
in vitro e in vivo de extrato padronizado. Além disso, desenvolver um
curativo, derivado de polimero sintético contendo substancias naturais
cicatrizantes, i.e. contendo extrato de cascas de banana padronizado.

6.2. Objetivos especificos

- determinar o contetido e o perfil cromatografico de compostos
carotenoidicos e fendlicos totais de cascas de banana organica;

- extrair e determinar o contedo de L-dopa e dopamina de
amostras de cascas de banana orgénicas in natura, secas a 45°C e
liofilizadas;

- avaliar o potencial cicatrizante de extratos de cascas de banana
organica, derivados de métodos convencional (assistido por ultrassom e
microondas) e supercritico, em modelo experimental in vivo de exciséo
de tecido epitelial;
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- determinar o perfil espectral de 1D- e 2D-RMN de amostras de
tecido epitelial ao longo do processo de cicatrizacdo por excisao
tecidual, em modelo animal de camundongos isogénicos Balb/C;

- desenvolver um dispositivo de cunho biotecnolégico, em
conexdo com o uso de residuos da inddstria alimenticia, i.e., contendo
extrato padronizado de casca de banana para o tratamento de lesdes
cutaneas.
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Capitulo 1: Anélise fitoquimica da casca de banana
1. Introducéo

A analise fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes
guimicos de espécies vegetais. Quando ndo se dispde de estudos
guimicos sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica preliminar
pode indicar os grupos de metabdlitos secundarios relevantes no
material amostral. Entretanto, caso o interesse seja restrito a uma classe
especifica de compostos ou as substancias responsaveis por uma certa
atividade bioldgica, a investigacdo devera ser direcionada a elucidacdo
estrutural e quantificacdo destes compostos de maior relevancia, bem
como ao seu isolamento (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2003).

Os produtos naturais tém desempenhado um histérico e
importante papel no processo de descoberta de farmacos. Contudo, logo
apos a Segunda Guerra Mundial, estes foram relegados a um segundo
plano, pois acreditava-se que a obtencdo de farmacos deveria ser
somente através da sintese de compostos. Por volta de 1970, quando a
Organizacdo Mundial de Saude reconheceu os beneficios da medicina
chinesa e com o surgimento de alguns importantes medicamentos
obtidos de fontes naturais, cientistas e inddstrias novamente se
interessaram por esse ramo. Atualmente, os produtos naturais sao
responsaveis, direta ou indiretamente, por uma grande variedade de
farmacos disponiveis na terapéutica moderna. Assim, pode-se dizer que
neste seculo est se desenvolvendo uma nova quimica medicinal, a qual
transmite a ideia de que, com recursos suficientes e em pouco tempo,
muitas patologias que hoje permanecem sem tratamento adequado
poderdo vir a sé-lo de maneira mais eficiente (YUNES; CALIXTO,
2001).

Embora milhares de compostos oriundos de plantas e também
obtidos de microorganismos ja tenham sido determinados, as fontes de
metabdlitos secundarios parecem ser inesgotaveis em relacdo as
possibilidades de se encontrar novas e diferentes estruturas quimicas
com atividades de extrema importdncia & quimica medicinal e a
agricultura (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

Todos estes materiais podem ser submetidos a varios métodos de
estudo no intuito de identificar e quantificar a sua composi¢éo quimica.
E necessario realizar um screening dos extratos vegetais, por exemplo,
0S quais sdo constituidos de misturas complexas de compostos. Cabe
ressaltar que entre todas as espécies existentes no planeta, apenas uma
pequena porcentagem foi estudada até 0 momento e somente para algum
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efeito especifico. Técnicas como a espectrofotometria UV-visivel, a
ressonancia magnética nuclear, as cromatografias liquida e gasosa, a
espectroscopia de infravermelho e a espectrometria de massas procuram
diminuir cada vez mais o tempo de isolamento e de determinagdo
estrutural e quantitativa de compostos naturais relevantes.

N&o hé davidas de que conhecer as proteinas ou 0 genoma de um
organismo é importante. Todavia, existe também um universo de
pequenas moléculas organicas que interagem diretamente com essas
macromoléculas (HALL, 2006). Metabdlitos de baixo peso molecular
atuam como substratos, inibidores ou ativadores alostéricos de uma
enzima, por exemplo. Além disso, podem ser precursores de compostos
importantes dentre as inUmeras rotas metabdlicas celulares, ou até
mesmo um residuo metabdlico de alguma via de sintese ou degradacdo
de macromoléculas que por algum motivo €é armazenada
intracelularmente (ENGEL; JENSEN; FENICAL, 2002). Os metabdlitos
sdo divididos em primarios e secundarios. Os primarios estdo
diretamente envolvidos nas vias de sintese e degradacdo de
macromoléculas de qualquer ser vivo (DIXON, 2001). Os secundarios
sdo mais comuns em plantas e fungos (CHALLIS; HOPWOOD, 2003;
HALL, 2006).

O nome dado as tecnologias de analise de metabdlitos através de
plataformas analiticas que geram grandes quantidades de dados ¢é
metabol6mica. Neste contexto, de acordo com Rochfort (2005), desde o
ano de 2001 é crescente o numero de publicacbes relacionadas as
analises de matrizes complexas, conforme a proposta deste estudo.

A técnica de ressonancia magnética nuclear é bastante
interessante do ponto de vista da aquisicao de informagdes, uma vez que
€ uma técnica automatizada e capaz de atuar como uma ferramenta
bastante eficaz na identificacdo de uma gama de compostos presentes
em uma matriz extremamente complexa amostral. E uma técnica com
alta reprodutibilidade, versatil, ndo seletiva e requer um preparo muito
simples das amostras. Entretanto, esta técnica necessita de equipamentos
especiais e recursos humanos altamente qualificados, acabando por
limitar o seu uso (STRAUS, 2004). Devido a essas peculiaridades, a
maioria dos grupos de pesquisa voltados aos estudos de metaboldmica
busca utilizar tanto a espectrometria de massa quanto a RMN uni- e
bidimensional (ROBERTSON, 2005).

Um estudo fitoquimico conta com um leque de possibilidades,
i.e, um conjunto de técnicas disponiveis, as quais podem ser
consideradas ferramentas essenciais ao desenvolvimento de novos
medicamentos, sejam eles farmacos ou fitoterdpicos. Um dos
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compromissos da fitoquimica é validar plantas medicinais consagradas
pela medicina popular na procura de novos fitoterapicos (YUNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001). Neste contexto, se insere a
casca de banana. Ha relatos na medicina popular descrevendo a
aplicacdo da parte interna de cascas de banana em leses cutaneas como
as queimaduras (BALBACH, 1945). As cascas de banana madura
também podem ser utilizadas como compressa a ser aplicada na leséo,
no intuito de reduzir a dor ou inchaco. Uma vez que a parte interna da
casca de banana apresenta propriedades antissépticas, ela pode ser
aplicada diretamente na area lesionada (INIBAP, 2002).

Estudos fitoquimicos podem contribuir & determinacdo de alvos
bioldgicos de importancia médica, através da elucidacdo do mecanismo
de acdo de um dado produto natural. Além disso, podem determinar
novos compostos ou elementos estruturais de importancia na atividade,
melhorar e simplificar as técnicas de controle de qualidade de
fitofarmacos (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001). O
estudo da composicao fitoquimica de cascas de banana quanto ao teor e
ao perfil de compostos carotenoidicos, fenolicos e de catecolaminas, ¢é
considerado relevante por estabelecer uma relacdo entre estes
metabdlitos secundarios e a atividade biolégica de extratos, i.e. daquela
biomassa.

Analisando todas as fases do desenvolvimento da quimica de
plantas medicinais, é possivel evidenciar sua importancia, ndo s6 como
embasamento cientifico de uma medicina alternativa, mas também como
fonte de novos e potentes farmacos. O desenvolvimento destes novos
fitofarmacos e fitoterapicos pode ser atingido em um pais como o Brasil,
considerando toda a diversidade e extensdo da sua flora, a partir do
momento em que O governo incentive esta pratica e que sejam
estabelecidas parcerias sélidas entre as universidades, os centros de
pesquisa e as industrias farmacéuticas (YUNES; PEDROSA;
CECHINEL FILHO, 2001).

Em funcdo do exposto, este capitulo descreve o estudo da
composicdo quimica de amostras de cascas de banana, com énfase na
identificacdo e quantificacdo de compostos carotenoidicos, fendlicos e
de catecolaminas, entre outros metabdlitos, de Musa sp., cultivar Prata
Ana. Para tal, extratos da biomassa de interesse foram analisados por
espectrofotometria UV-visivel, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) de fase reversa e ressonancia magnética nuclear ("H-RMN).
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2. Material e métodos
2.1. Pré-processamento do material vegetal

Amostras de bananas organicas (Fig. 13) foram cultivadas e
coletadas mensalmente, no periodo de Julho-2010 a Fevereiro-2013, na
Estagcdo Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo
Rural de Santa Catarina (EPAGRI), no municipio de Urussanga (SC,
Fig. 14). Previamente as analises, as amostras de bananas foram
higienizadas em agua corrente e secas com papel toalha. Em seguida, as
cascas dos frutos foram retiradas manualmente e submetidas & secagem
em estufa, com fluxo de ar, até peso constante, ou liofilizadas. A
biomassa seca foi acondicionada em sacos de polietileno contendo
saches de silica e armazenada a -20°C.

Figura 13. Detalhes do cacho, frutos e do aparato foliar da bananeira
(Musa sp., cv. Prata And) cultivada na estacdo experimental da EPAGRI
(Urussanga, Santa Catarina).
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Figura 14. Localizacdo da area de plantio das bananas (Musa sp.,
cultivar Prata And). Estacdo Experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), municipio
de Urussanga (Latitude 28°31°22” Sul; Longitude 49°19°3” Qeste),
Santa Catarina.

2.2. Estabelecimento do protocolo de secagem e extracao

Para a obtencdo dos extratos organosolventes, amostras (1 g) de
cascas de bananas maduras i. in natura (i.e., ndo submetida a processo
de secagem), ii. secas a 45 °C sob fluxo de ar, iii. secas a 65 °C sob
fluxo de ar, ou iv. liofilizadas, foram adicionadas de 15 mL de etanol
(p.a.), solucdo etandlica acidificada (1% HCI p.a., v/v), metanol (p.a.),
ou solucdo metandlica acidificada (1% HCI p.a., v/v). O material foi
incubado em banho-maria (37 °C, 30min), seguida de centrifugagéo
(4.000 rpm, 15 min) e coletada do sobrenadante para um ensaio piloto
com o objetido de determinar o contetdo de compostos fendlicos totais
(mg/g de casca de banana), via espectrofotometria UV-visivel.

2.2.1. Quantificacdo de compostos fendlicos totais por
espectrofotometria UV-visivel

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado nas
amostras citadas no item 2.2, através do método descrito por Randhit,
Shetty e Shetty (2002), com a utilizagdo do reativo de Folin-Ciocalteau.
O reativo de Folin-Ciocalteau consiste da mistura dos 4cidos
fosfomolibidico e fosfotungstico. O molibdénio esta no estado oxidado
(cor amarela). Porém, na presenca de certos agentes redutores, como 0s
compostos ~ fendlicos, formam-se 0s chamados complexos
molibdéniotungsténio de cor azul (Huang et al. 2005). A quantificacdo
dos compostos fendlicos utilizou uma curva-padrdo (epigalocatequina



79

galato - 50 pg/mL-1250 pg/mL, y = 0,0002x, r* = 0,99) e os resultados
foram expressos em equivalentes de epigalocatequina galato. As analises
foram realizadas em ftriplicata e os contelldos médios de compostos
fendlicos totais foram comparados via analise de variancia (ANOVA),
com o auxilio do software GraphPad Instat® 3.

2.3. Determinacéo do perfil quimico de extratos de casca de
banana

A partir dos resultados obtidos no item 2.2.1, foram selecionadas
as condi¢bes de maior rendimento de extracdo, considerando o0s
processos de secagem e 0s solventes organicos utilizados. Assim, 0s
extratos selecionados a andlises detalhadas de composicdo quimica
originaram-se de amostras de cascas de bananas seca a 45°C,
adicionadas de agua destilada ou solugdo MeOH-HCI 1% (v/v).
Subsequentemente, o perfil quimico destes extratos foi determinado no
intuito de correlacionar aquela variavel a atividade cicatrizante
previamente observada por Pereira (2010).

2.3.1. Espectrofotometria de varredura UV-visivel

O perfil espectral UV-visivel (200nm a 1000nm) das amostras
de extratos de cascas de banana foi determinado a partir de uma
varredura exploratéria. Cinco espectros foram coletados para cada
amostra, com intervalo 1 mm/ponto amostral. Os espectros foram
normalizados e expressos em valores de absorbancia para a janela
espectral de 200mm a 1000nm.

2.3.2. Quantificacdo de compostos fendlicos totais por
espectrofotometria UV-visivel

O conteldo de compostos fendlicos totais foi determinado
conforme descrito no item 2.2.1.

2.3.3. Perfil cromatogréafico (FR-CLAE-UV-Vis) de compostos
fendlicos

Aliquotas (10 pL) de amostras de extratos de cascas de bananas
foram analisadas em cromatdgrafo liquido (Shimzadu LC-10A),
equipado com coluna C18 (Shim-Pack CLC-ODS, 25 cm x 4,6 mm &



80

interno, 5 um particula) e detector espectrofotométrico UV-visivel (280
nm). A eluicdo utilizou H20: AcOH: n-BuOH (350: 1: 10, v/v/v) como
fase mdvel, em fluxo de 0,8 mL/min. A identificacdo dos compostos de
interesse (i.e., acidos galico, ferulico, caféico, cindmico, clorogénico, p-
cumarico, quercetina, epicatequina, epigalocatequina, galocatequina e
epigalocatequina galato) considerou os tempos de retencdo e co-
cromatografia de amostras padrdes (Sigma - 100 ug/mL), sob as
mesmas condic¢Oes experimentais. A quantificacdo dos analitos utilizou
curva padrao externa de acido galico (5 pg/mL — 300 pg/mL; ¥ = 0,99;
y = 35158x), tendo como referencial a integral da area dos picos
correspondentes. Os valores foram expressos como média + desvio
padrdo de 3 inje¢Oes consecutivas.

Os contelidos médios de compostos fendlicos foram inicialmente
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), com o auxilio do software
GraphPad Instat® 3.

2.3.4. Extracdo e quantificacdo de carotenoides totais por
espectrofotometria UV-visivel

Amostras de farinhas de casca de banana seca a 45 °C (1 g,
peso seco) foram adicionadas de 20 mL de solucdo de hexano: acetona
(v/v), contendo 100 mg/L de BHT (terc-butil-4-hidroxitolueno) e
incubadas (40 min, auséncia de luz). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (5000 rpm, 15 min), o sobrenadante coletado e
concentrado sob fluxo controlado de N,. O extrato concentrado foi
ressolubilizado em 3 mL de hexano e analisado quanto ao contedo de
carotenoides totais por espectrofotometria UV-Vis (450 nm). A
concentracdo total dos analitos foi calculada utilizando curva padrédo
externa de B-caroteno (1 pg/mL—50 pg/mL, y = 0,0552x, r* = 0,99 -
AMAN et al., 2001). As andlises foram realizadas em ftriplicata e o0s
contetidos médios de carotenoides totais foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), com o auxilio do software GraphPad Instat® 3.

2.3.5. Anélise de compostos carotenoidicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (RF-CLAE-UV-Vis)

Aliquotas (10 pL) de extratos obtidos no item 2.3.4 foram
analisadas em cromatografo liquido (Shimzadu LC-10A), equipado com
coluna C18 de fase reversa (Mydac 201TP54, 250 mm x 4,6 mm &
interno, 5 pm particula), pré-coluna (Vydac 218GK54, 5 um) e detector



81

espectrofotométrico UV-visivel operando em 450 nm. A eluicéo utilizou
MeQOH: acetonitrila (90:10, v/v) como fase mével, fluxo de 1 mL/min. A
identificagdo dos compostos de interesse (i.e., a-caroteno, 3-caroteno, f3-
criptoxantina, luteina e zeaxantina) foi efetuada com base nos tempos de
retencdo determinados a partir da andlise de amostras de padrdes (Sigma
— 100 pg/mL), sob as mesmas condigdes experimentais.

Para efeitos de célculo do conteddo dos compostos
carotenoidicos, foram utilizadas as curvas-padrdo externa para: 1)
quantificacdo de P-caroteno e isdmeros alfa: 1 pg/mL-50 pg/mL de -
caroteno, y = 0,055207x, r* = 0,99; 2) quantificacdo de luteina,
zeaxantina e P-criptoxantina: 1 pg/mL-50 pg/mL de luteina, y =
7044,96x, r* = 0,99, e a integral dos picos correspondentes. Aos dados
de conteldos médios (3 injegdes consecutivas) de compostos
carotenoidicos aplicou-se a andlise de variancia (ANOVA), com o
auxilio do software GraphPad Instat® 3. Os resultados foram expressos
como média * desvio padrao.

2.3.6. Estabelecimento de protocolo de extracéo e
quantificacao de catecolaminas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

No intuito de quantificar o conteldo de catecolaminas,
especificamente L-dopa e dopamina, foi realizada uma gama de
extracdes a partir da biomassa vegetal, variando seu grau de maturagéo e
processamento. Para a obtencdo dos extratos, foram utilizadas cascas de
banana in natura totalmente verde, parcialmente madura (biomassa com
coloragdo verde e amarela) e madura (casca totalmente amarela), assim
como amostras de cascas de bananas maduras e seca a 45 °C, ou
liofilizadas. A proporcao utilizada de casca de banana e solucdo de acido
cloridrico 0,1 M como solvente extrator foi de 1:3. As amostras foram
maceradas em cadinho de porcelana, sonicadas por intervalos de tempo
entre 0 e 60 min, centrifugadas (4.000 rpm, 10 min) e filtradas (0,22
pm), previamente a analise cromatogréfica.

Aliquotas (10 pL) foram analisadas em cromatografo liquido
(Shimzadu LC-10A), equipado com coluna C18 de fase reversa (NST
033003, 30 mm x 3 mm x 0,3 um & interno) e detector
espectrofotométrico UV-visivel, operando em 280 mm. A eluicdo
utilizou tampao Tris (50mM, pH 7): metanol: acetonitrila (8: 1: 1, v/v/v)
como fase mdvel, em fluxo de 0,5 mL/min. A identificacdo e a
separacao dos compostos de interesse (L-dopa e dopamina) baseou-se
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nos tempos de retencdo de amostras de padrdes analiticos (Sigma — 100
pg/mL), sob as mesmas condigdes experimentais.

Para efeito de célculo do teor de catecolaminas, curvas-padrao
externas de L-dopa (25 pg/mL—150 pg/mL, y = 5930,2x, r* = 0,98) e
dopamina (25 pg/mL—150 pg/mL, y = 4085,2x, r* = 0,94) e a integral da
area dos picos correspondentes foram utilizadas. Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo de 3 injecBes consecutivas. Os
conteudos médios de catecolaminas foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), com o auxilio do software GraphPad Instat® 3.

2.3.7. Determinacédo do perfil espectral de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN) dos extratos de casca de
banana

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear foram
realizados no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), em
Campinas/SP, sob a orientacdo da Dra. Ana Carolina de Mattos Zeri e
auxilio da Dra. Silvana Rocco.

Para obtencdo dos espectros de ‘H-RMN, aliquotas (7 mL) dos
extratos aquosos de cascas de bananas foram liofilizadas. Na sequéncia,
100 mg de extrato liofilizado foram ressolubilizados em 850 plL de
tampdo fosfato-salino em agua deuterada (PBS-D,0) e centrifugado
(10.000 rpm, 5 min). Uma aliquota (500 pL) do sobrenadante foi
adicionada de 200 uL de padrdo interno TSP 0,75%, m/v (2,2,3,3-
tetradeutero-3-[trimetilsilil]Jpropionato). De forma similar, foi preparado
0 extrato metandlico acidificado das cascas de bananas.

A atribuico das ressonancias (8ppm) do espectro de *H-RMN da
amostra de extrato aquoso de casca de banana referente ao més de julho
de 2010 baseou-se nos dados de Fan (1996), Fan e Lane (2008) e Papotti
e colaboradores (2010).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H foram
obtidos em condicdo padrdo, em equipamento Varian Inova, operando
em 500 MHz de frequéncia de ressonancia de hidrogénio
(MARASCHIN et al., 2002).

Os espectro de *H-RMN foram processados utilizando o software
ACDFREE12 — NMR Processor®. Este software processa os dados
obtidos de um espectrémetro de ressondncia magnética nuclear (RMN)
no formato denominado curva “fid” através da Transformada de Fourier.
Ao aplicar-se a Transformada de Fourier, passa-se do dominio do tempo
(s) para o dominio da frequéncia (ppm). Em seguida, foram indicados
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pelo software os deslocamentos quimicos (Sppm) e, a partir disso,
foram atribuidas as ressonancias os compostos identificados de acordo
com Fan (1996), Fan e Lane (2008) e Papotti e colaboradores (2010).

3. Resultados e discusséo
3.1. Estabelecimento do protocolo de secagem e extracéo

Previamente as analises de determinacdo do perfil quimico de
extratos de cascas de bananas, realizou-se um ensaio piloto a
quantificacdo de compostos fenolicos totais, com amostras daquela
biomassa coletadas no més de Julho-2010 e secas a 45 °C, 65 °C, ou
liofilizadas. Adicionalmente, foram determinou-se a eficiéncia de
recuperacao de analitos de cinco solventes extratores, conforme descrito
no item 2.2. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Métodos de secagem de cascas de bananas e solventes
extratores - Ensaio piloto a determinacdo do contelido de fenélicos totais
(mg/g de casca de banana) por espectrofotometria UV-visivel.

Agua Etanol Etanol Metanol Metanol
destilada (p.a) (p.a) (p.a) (p.a.)
acidificado acidificado
(HCI 1%) (HCI 1%)
Cascain | 0,111 # 0,212 + 0,316 + 0,242 + 0,962 +
natura | 0,005*F" | 0,002*%* | 0,013*%" | 0,009*F" | 0,019%PY
Casca 0,255+ 0,245 + 0,911 + 0,392 + 2,810 +
seca (45 0,015%" | 0,053/ 0,052P7 0,043PY 0,002P7
OC)
Casca 0,178+ | 0,154 0,261 + 0,165 * 1,117 +
seca (65 0,034% | 0,004% 0,027%Y 0,020¢ 0,031%"
OC)
Casca 0,145 + 0,062 0,759 0,149 + 2,630 +
liofilizada | 0,001*F | +0,001“P | +0,001*F 0,013 0,059%P

Nota: Diferengas estatisticas foram simbolizadas por a, B, y onde a: em
relagdo a casca seca (45 °C), B: em relagdo a casca seca (65 °C) e y: em
relacdo a casca liofilizada, considerando p<0,05.

Uma andlise do efeito da temperatura de secagem da biomasssa
em estudo (Tab. 1) sugere que o processamento pds-colheita utilizando
estufa (45 °C, fluxo de ar constante) permitiu uma maior recuperacao de
metabdlitos, comparativamente & amostra in natura. O procedimento de
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secagem em estufa com fluxo de ar adotado visou a suspensdo da
atividade metabdlica das substancias presentes nas cascas, minimizando
a degradacdo dos compostos quimicos ali presentes. Todavia, 0 uso de
temperaturas superiores, i.e. 65° C, pode afetar a atividade antioxidante
e a estabilidade dos compostos fendlicos (DORTA; LOBO;
GONZALEZ, 2012), conforme observado experimentalmente no
presente estudo. Os resultados observados com as amostras de cascas de
bananas in natura demonstram a importancia da secagem do material
vegetal, tanto para fins de armazenamento e conservacdo deste, quanto
para a qualidade dos extratos obtidos a partir da biomassa seca. E sabido
que em estudos fitoquimicos as etapas de coleta, armazenamento e
preparo das amostras merecem atencdo especial, de modo a evitar ao
maximo a degradacdo ou transformacdo dos metabolitos pela acdo de
fatores como catélise enzimatica, calor, luz, oxidacao e alteragdes de pH
(OLIVER; PALOU, 2000; TSAO; DENG, 2004; LAY et al., 2006).

Os compostos fendlicos sdo fitonutrientes largamente distribuidos
em plantas e muito importantes por apresentarem propriedade
antioxidante (LOLIGER, 1991; VELIOGLU et al., 1998). O principio
da funcdo antioxidante é diminuir o processo oxidativo de moléculas
através da inibicdo da iniciacdo ou propagacdo das reacdes em cadeia de
oxidacdo dos radicais livres (NAMIKI, 1990). E fungio desta
propriedade, os compostos fendlicos, geralmente, apresentam um
nimero consideravel de propriedades farmacolégicas. Muitas destas
propriedades sdo conhecidas como formas de prevengdo eficiente de
doencas em humanos (LINDLEY, 1998; PAPAS, 1999).

A extracdo de compostos fendlicos de biomassas vegetais,
normalmente, considera o uso de solventes organicos e/ou de misturas
destes. Entretanto, a eficiéncia da extracdo € afetada por uma série de
fatores, entre eles o tipo de solvente utilizado que pode ser considerado
o mais relevante (DORTA; LOBO; GONZALEZ, 2012). O dados
derivados do uso dos solventes extratores etanol acidificado e metanol
acidificado (Tab. 1) no presente trabalho corroboram esta afirmacéo.
Além disso, a acidificacdo do meio extrator fornece jons H*, capazes de
manter estaveis as substancias antioxidantes, i.e. na sua forma reduzida,
conferindo maior precisdo ao método de quantificacdo (MOURE et al.,
2001).

De outra forma, consoante aos resultados descritos no capitulo 2,
0 solvente extrator 4gua destilada também foi selecionado, dado ao
interesse em avancar na andlise de seu perfil quimico, no intuito de
correlacioné-lo a atividade cicatrizante observada. A extragdo utilizando
agua destilada simula o uso da casca de banana descrito na medicina
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popular brasileira (BALBACH, 1945) e corrobora os resultados obtidos
no presente estudo. Além disto, ressalta-se que o extrato aquoso de
cascas de bananas apresenta menor toxicidade, comparativamente aos
extratos organosolventes. De fato, esta abordagem enquadra-se no
contexto das “tecnologias de extracdo verde”, no sentido de permitir
recuperar 0s compostos bioativos das cascas de bananas, sendo um dos
principais objetivos deste trabalho. De acordo com Koch-Kukula et al.
(2013), fracOes ricas em substancias com propriedade scavanger de
radicais livres, obtidas a partir de extragbes utilizando solventes nao-
toxicos, sdo potencialmente interessantes como suplementos de alto
valor na dieta, em formula¢es farmacéuticas e na industria de
cosméticos.

3.2. Determinagdo do perfil quimico de extratos de casca de
banana

3.2.1. Espectrofotometria de varredura UV-visivel

Os resultados dos perfis espectrofotométricos de varredura (200
nm-1000 nm — Fig. 15 e 16) revelaram certa similaridade entre as
amostras de cascas de bananas secas a 45 °C, ao longo dos meses de
coleta, i.e., Julho-2010 a Fevereiro-2013, obtidas a partir dos solventes
agua e solucdo metanolica acidificada (HCI 1%, v/v).

A espectrofotometria de varredura UV-visivel ¢ uma técnica
bastante simples, utilizada na obtencdo de perfis quimicos a fim de
proporcionar uma visdo ampla da composicao de extratos vegetais, e.g.,
classes de metabdlitos secundarios, direcionando a analise fitoquimica
mais apurada. Segundo Bachereau et al. (1998), os comprimentos de
onda que compreendem as absorbancias maximas para compostos
fendlicos sdo observados entre 290 ¢ 380 nm. Todas as amostras
apresentaram médias de absorbancias superiores a 2 (duas) unidades
naquela janela espectral, i.e., maximos de absorbancias entre 300 nm a
375 nm para os extratos aquosos e entre 300 nm a 400 nm para os
extratos MeOH-HCI 1% (Fig. 15 e 16 — setas indicativas). Em termos
guantitativos, os dois sistemas extratores, i.e. &gua destilada e solucéo
metandlica acidificada (HCI 1%), atuaram de forma eficiente e similar
na extracdo de compostos fendlicos. Valores de 1 (uma) unidade de
absorbancia foram observados para ambos os sistemas extratores no
comprimento de onda correspondente a 450 nm (Fig. 15 e 16 — setas
indicativas), indicando a presenca de compostos carotenoidicos
(MINGUEZ-MOSQUERA et al., 2002)
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Figura 15. Perfil espectrofotométrico de varredura (A = 200 nm-1000
nm) do extrato aquoso de cascas de bananas secas a 45 °C (n=3). Setas
indicativas dos valores maximos de absorbancias.

Figura 16. Perfil espectrofotométrico de varredura (A = 200 nm-1000
nm) do extrato metandlico acidificado (HCI 1 %) de cascas de bananas
secas a 45 °C (n=3). Setas indicativas dos valores méaximos de
absorbancias.

Com relagdo ao sistema extrator hexano: acetona (v/v), o perfil
espectrofotométrico de varredura, indica a presenga de carotenoides nas
amostras de cascas de bananas seca a 45 °C, caracterizado pelos sinais
na janela espectral entre 420 a 470 nm, possivelmente devido a presencga
de B-caroteno e de xantofilas (Fig. 17 — setas indicativas). De acordo
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com Minguez-Mosquera et al. (2002), os comprimentos de onda
correspondentes as absorbancias maximas para o [-caroteno sdo

detectados em 429, 452 e 478 nm . Por sua vez, as xantofilas
(acetona)

luteina e zeaxantina apresentam maximas de absorbancias em 430, 452 e
479 nm ; Além disso, foram observados valores de absorbancia

(acetona
importantes na regido espectral de 295 mm, referentes a compostos
fendlicos no extrato hexano: acetona (v/v) (BACHEREAU et al.,1998).

Figura 17. Perfil espectrofotométrico de varredura (A = 200 nm-800
nm) do extrato hexano: acetona (v/v — diluigdo 3x) de cascas de bananas
secas & 45 °C (n=3). Setas indicativas dos compostos identificados.

A partir dos perfis espectrais de varredura UV-visivel das
amostras em estudo, comprovou-se a ocorréncia de compostos fenolicos
e carotenoidicos em quantidades apreciaveis, considerando-se 0s valores
observados de maximas de absorbancias tipicas daquelas classes de
metabdlitos. Tal fato justificou a continuidade dos estudos de
detalhamento do perfil quimico daqueles extratos, conforme descrito na
sequéncia.

3.2.2. Quantificagdo de compostos fendlicos totais por
espectrofotometria UV-visivel

A Figura 18 mostra a variagdo do conteddo de compostos
fendlicos totais no extrato bruto aquoso (EBA) de amostras de cascas de
bananas seca a 45 °C, coletadas no periodo de julho-2010 a fevereiro-
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2013, determinado por espectrofotometria UV-visivel. Nota-se que a
concentracdo de compostos fenolicos totais no EBA variou entre 0,92 +
0,07 a 34,53 £ 3,89 mg/g de casca seca ao longo do periodo analisado. A
despeito de alguns valores bastante reduzidos de contelidos daqueles
metabolitos secundarios, o gendtipo em estudo caracteriza-se pela
biossintese/acumulagdo continuada dos compostos de interesse durante
todos 0s meses do ano no tecido da casca do fruto, sugerindo a
possibilidade de obtencdo daqueles compostos bioativos independente
da sazonalidade.
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Figura 18. Conteudo médio de compostos fendlicos totais em extrato
bruto aquoso (EBA) de cascas de bananas secas a 45 °C, para o periodo
amostral de Julho-2010 a Fevereiro-2013, determinado por
espectrofotometria UV-visivel. A diferenga estatistica foi simbolizada
por (*), quando comparados 0s meses amostrais, considerando p<0,05.

De acordo com a fig.18, 0 més de agosto de 2012 (34,53 £ 3,89
mg/g de casca seca) foi estatisticamente 0 momento amostral com maior
concentracdo de compostos fendlicos totais no EAB, seguido dos meses
de novembro e maio de 2012 (23,62 + 1,18 e 15,61 £+ 0,74 mg/g de
casca seca, respectivamente). Nos meses de inverno do ano de 2011,
principalmente, detectou-se uma queda significativa dos compostos
fendlicos totais no EBA, enquanto que nos meses de marco, abril e maio
de 2012, i.e. no outono, uma tendéncia de reversdo deste cenario foi
observada. No entanto, 0 mesmo ocorreu no verdo, entre 0s meses de
dezembro de 2012, janeiro e fevereiro de 2013.

O contetido de compostos fendlicos totais de extratos MeOH-HCI
1% de cascas de bananas (45 °C) mostrou-se mais elevado (Fig. 19) em
relacdo ao obtido com a extracdo em meio aquoso. As concentra¢fes dos
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analitos variaram de 3,47 + 0,25 a 88,13 + 8,32 mg/g de casca seca ao
longo do periodo experimental. O més de novembro de 2012 (88,13 +
8,32 mg/g de casca seca) foi estatisticamente 0 momento amostral com
maior concentracdo de compostos fendlicos totais, seguido dos meses de
junho e fevereiro de 2011 (63,37 + 6,07 e 55,91 + 10,45 mg/g de casca
seca, respectivamente). Em média, o extrato metandlico acidificado
apresentou teores dos metabdlitos em estudo superiores ao EBA em 2,5
ordens de magnitude.
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Figura 19. Conteldo médio de compostos fendlicos totais em extrato
metanolico acidificado (HCI 1%) de cascas de bananas secas a 45 °C,
para o periodo amostral de Julho-2010 a Fevereiro-2013, determinado
por espectrofotometria UV-visivel. A diferenga estatistica (p<0,05) foi
simbolizada por (*), quando comparados 0s meses amostrais.

Diversos métodos e sistemas de solventes tém sido usados a
extracdo de compostos fendlicos de biomassas vegetais (CHAVAN;
SHAHIDI; NACZK, 2001). O tipo de solvente e a polaridade podem
afetar a transferéncia de elétrons e de prétons. O rendimento da extracéo
depende tanto do solvente utilizado (OU; HAMPSCH-WOODILL;
PRIOR, 2001; GRAY et al., 2002; YU et al., 2002; YILMAZ; TOLEDO,
2006), quanto do método aplicado, que pode ser baseado em
mecanismos quimicos diferentes. A solucéo acidificada tende a manter
0s compostos fendlicos protonados, evitando assim sua degradacdo
durante o processo de extracdo e quantificacdo. Possivelmente, tal fato
relaciona-se as concentragdes mais elevadas destes compostos no
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extrato metandlico acidificado. Além do rendimento, grande variagéo na
composicdo dos extratos poderd ser observda, em funcéo do sistema de
solvente(s) utilizado (MOURE et al., 2001). Assim, as caracteristicas
fisico-quimicas dos sistemas solventes assemelham-se em maior grau as
caracteristicas da maioria dos compostos fendlicos presentes nas
amostras avaliadas.

Um segundo resultado relevante refere-se a tendéncia observada
de aumento de contetdo dos compostos fendlicos totais, extraidos com
solucdo metandlica acidificada, entre os meses de novembro de 2010 e
junho de 2011, i.e., entre 0s meses de primavera, verdo e outono. De
outra forma, uma queda significativa e brusca do contetdo foi detectada
no més de maio de 2011, porém sem razdes plausiveis de carater
ambiental. Entre os meses de Janeiro-2012 a Junho-2012, i.e., verdo e
outono, a concentracdo de compostos fenolicos mostrou-se constante.

Bananas comumente consumidas no estado de Pernambuco, no
Brasil, apresentam consideravel conteldo de compostos bioativos na
polpa da fruta, como nas cultivares Pacovan e Comprida. Os contelidos
médios de compostos fendlicos totais detectados foram de 44,46 + 5,46
e 52,02 + 4,22 mg catequina equivalente/100 g de peso fresco,
respectivamente (MELO et al., 2006). De acordo com Bravo (1998), a
presenga de compostos fenodlicos em frutas e vegetais é bastante
influenciada por fatores genéticos, condi¢cfes ambientais, grau de
maturac¢do e tipo de cultivar.

A polpa e a casca da banana contém vérias substancias
antioxidantes como as vitaminas, 0s carotenoides e 0s compostos
fendlicos (catequinas, epicatequina, lignina, taninos e antocianinas
(SOMEYA et al., 2002; SEBRAE, 2008). Oito cultivares de banana,
e.g., Mas, Kapas, Berangan, Tastali, Raja, Nangka, Awak e Nipah, da
Malésia, sudeste da Asia, foram escolhidas por Sulaiman e
colaboradores (2011) para andlise de acordo com o seu elevado
consumo na comunidade e com sua disponibilidade no mercado local. O
extrato aquoso da polpa de Awak apresentou o contetido de compostos
fendlicos mais elevado (0,36 + 0,01 mg de equivalente de acido galico/g
de peso fresco). A casca da cultivar Nangka revelou quantidades
proeminetes desse metabdlito secundério (0,61 + 0,02 mg de equivalente
de &cido galico/g de peso fresco). A extracdo aquosa de amostras secas
apresentou um maior rendimento comparativamente a biomassa fresca
(polpa de Raja: 76,37 + 1,79 mg de equivalente de acido galico/g de
peso seco e 0,20 = 0,02 mg de equivalente de acido galico /g de peso
seco; casca de Awak: 13,00 + 0,31 mg de equivalente de &cido gélico/g
de peso seco e 0,48 + 0,01 mg de equivalente de 4cido galico/g de peso
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fresco). A partir de um protocolo de extracdo sequencial utilizando
organosolventes de diversas polaridades, em amostras de polpa seca,
foram detectadas concentracdes mais elevadas de compostos fendlicos
totais em relacdo as amostras frescas. Na polpa de Kapas (extracdo com
cloroférmio: 15,47 £ 0,50 mg de equivalente de acido galico/g peso seco
e 5,48 + 0,13 mg de equivalente de &cido galico/g de peso fresco)
(SULAIMAN et al., 2011).

Levando em consideracdo a grande variedade de contelddos de
compostos fendlicos totais entre as cultivares de banana da Malésia,
tanto na polpa quanto nas casca das frutas, além dos resultados obtidos
no presente estudo, pode-se especular que tal heterogeneidade advém da
condicdo da matéria-prima, i.e., fresca ou seca, da técnica de extracdo
utilizada e/ou da cultivar em estudo.

Os compostos fendlicos estdo localizados em estruturas
subcelulares conhecidas como vacltolos (MACHEIX; FLEURIET;
BILLOT, 1990), os quais se rompem durante o processo de desidratacdo
ou secagem, promovendo a liberacdo destes metabdlitos (TOOR;
SAVAGE, 2006). O teor residual de agua permite que os solventes
organicos, tais como o etanol e o metanol, por exemplo, possam
interagir com a matriz da biomassa, aumentando a recuperacdo dos
metabdlitos secundérios alvo (MACHEIX; FLEURIET; BILLOT,
1990). Assim, enfatiza-se a importancia da secagem do material vegetal
utilizado no presente trabalho e os resultados obtidos em relagdo aos
valores daquela varidvel oriundos de amostras in natura. As condi¢Ges
de extracdo com solugdo metanodlica acidificada, a partir de cascas secas,
proporcionaram a obtencdo de teores mais elevados dos compostos de
interesse em relacdo ao EBA e as demais biomassas citadas.

3.2.3. Analise de compostos fenolicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Vérios autores tém demonstrado ndo ser uma tarefa facil
encontrar um método Unico adequado a analise de um grupo diverso de
compostos fendlicos devido a diversidade das estruturas quimicas e
variagdo de sensibilidade dos analitos as condi¢cbes de extracdo
(ANTOLOVICH et al., 2000; SOARES et al., 2013; KUKULA-KOCH
etal., 2013; MENESES et al., 2013). A andlise dos compostos fenélicos
presentes de uma biomassa vegetal, via cromatografia liquida de alta
eficiéncia, usualmente baseia-se na identificacdo destes compostos a
partir de substancias-padrdo, submetidas as mesmas condicdes do
ensaio.
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De acordo com a Figura 20, temos o perfil cromatogréafico tipico
do extrato metanolico acidificado das cascas secas de banana. Foram
identificados o acido galico e as catequinas galocatequina e
epigalocatequina, bem com o acido clorogénico.

[
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w \ Epigalocatequina
Acido galico | ‘ Acido clorogénico
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Figura 20. Perfil cromatografico de compostos fendlicos (FR-CLAE-
UV-Vis, 280nm) presentes no extrato metandlico acidificado e no
extrato bruto aquoso da amostra de cascas de banana organica seca a 45
°C.

Nas Tabelas 2 e 3, sdo apresentados os conteldos médios dos
compostos fendlicos identificados nos extratos metanélico acidificado e
bruto aquoso, respectivamente das amostras em estudo. Ao longo de
todo o periodo analisado (julho/2010 a fevereiro/2013). Acido gélico,
galocatequina, epigalocatequina e 4&cido clorogénico foram os
compostos fendlicos identificados e quantificados nas amostras de casca
seca de banana.

Os valores dos teores médios de acido galico, galocatequina,
epigalocatequina e acido clorogénico, determinados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, correspondem a 55,70 + 28,57, 59,08 + 39,18,
19,14 £ 17,19 e 6,60 + 4,69 pg/mL, respectivamente, para 0 extrato
metandlico acidificado (Tab. 2). Enquanto que os contetidos médios dos
compostos fendlicos, i e., acido galico, galocatequina, epigalocatequina
e acido clorogénico identificados no extrato bruto aquoso correspondem
a 44,45 + 29,24, 43,12 + 32,86, 14,26 + 13,54 e 3,38 + 2,45 pg/mL,
respectivamente (Tab. 3).

A galocatequina é o composto fendlico majoritario presente em
ambos 0s extratos provenientes de cascas secas de banana organica
(extrato metanolico acidificado 59,08 + 39,18 ug/mL — Tab. 2; extrato
bruto aquoso: 43,12 + 32,86 pg/mL — Tab. 3).
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Tabela 2. Valores médios (ug/g de casca seca) e desvios-padrdo (DP)
dos contetdos de acido galico, galocatequina, epigalocatequina e acido
clorogénico (FR-CLAE-UV-Vis, 280 mm), no extrato metanolico
acidificado (HCI 1 %) de amostras de cascas de bananas secas a 45 °C.

gA;;iigg Galocatequina Epigalocatequina cloﬁggr?ico

Més | (ug/g) | DP (ng/g) DP (ng/9) DP (ng/g) DP
W10 | 3100 | 5,03 17313 | 091 47,80 142 | 1598 371
SeV10 | 9135 | 443 47,04 3,94 22,48 124 | 410 0,67
w1l | 9195 | 7,00 20,24 1,98 27,45 2,02 | 457 0,93
novii0 | 19597 | 7,09 59,99 1,25 37,60 2,39 7,99 2,00
fevill | 3049 | 066 153,93 8,51 52,09 200 | 1917 0,68
mar/ll | 4340 | 282 96,58 0,99 38,91 2,18 5,73 093
1L | 10015 | 241 103,55 0,63 38,70 061 | 953 0,94
maiil | 61,40 | 045 69,46 2,84 ND 246 0.20
il | 4535 | 0,76 13,74 0,06 7,59 041 1,54 013
L | 2486 | 237 45,90 127 195 010 | 1,05 0,01
80011 | ggo1 | 250 69,08 2,66 1,29 007 | 222 0.15
SeULl | 5510 | 2,61 1,30 0,00 2,32 0,04 2,75 0,19
Ul | 10555 | 12,90 243 0,01 2,18 1,46 1,65 011
noviil | 3086 | 2,31 8,42 0,79 4,74 045 | 560 0.82
dez/1l | 1340 | 148 5,67 0,09 3,03 0,39 2,48 0,41
jan12 1 1774 | 025 9,94 0,22 7,34 0,30 8,31 0,20
fevi2 | 4591 | 043 49,22 7,53 4,63 0,07 4,61 1,48
mar/l2 | \p 67,56 1,69 11,53 1,23 0,81 0,06
a2 | p954 | 1,77 58,87 4,15 1213 156 | 1,33 0,23
mai2 | 4156 | 1,66 75,25 7,59 ND 1575 | 1,94
12 | 5909 | 602 68,18 9,57 ND 11,71 131
iz 1 o110 | 217 17,35 0,50 29,07 3,83 2,00 032
agol12 | 9134 | 317 75,53 3,22 1,57 0,09 2,41 0,02
SeU12 | 6177 | 074 1,52 0,10 3,48 0,23 3,03 0,19
oul2 | 13388 | 763 2,87 0,13 157 0,13 2,48 0,15
novi2 | 3561 | 144 33,60 2,01 11,08 0,69 7,22 2,38
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gAéﬁiigg Galocatequina Epigalocatequina cloﬁ;;gr?ico
Més | (uglg) | DP (Mg/g) DP (Hg/g) DP (Hg/9) DP
dezl12 | 4306 | 313 62,49 9,07 ND 15,33 1,90
Ja13 | 3070 | 058 178,29 3,26 65,48 346 | 1635 0,58
fevi13 | 3601 | 042 142,27 2,87 49,52 214 | 1322 0,31
Média | 5570 |2857| 59,08 39,18 19,14 1719 660 4,69

Tabela 3. Valores médios (ug/g de casca seca) e desvios-padrdo (DP)
dos contetidos de acido galico, galocatequina, epigalocatequina e acido
clorogénico (FR-CLAE-UV-Vis, 280 mm), no extrato bruto aquoso
(EBA) de amostras de cascas de bananas seca a 45 °C.

Acido Galo- Epigalo- Acido
gélico catequina catequina clorogénico

Més | (uglg) | DP (ug/g) DP (hg/9) DP (ug/y) | DP
o 4009 | 125 | 10927 2,08 24,09 0,31 242|025
V10 | 81,08 | 187 | 3823 078 12,28 0,60 315 | 061
w0 | 7656 | 099 10,79 0,66 5,01 078 2,01 0,20
noviA0 | 10047 | 067 | 4235 2,36 155 0,12 338|017
fevill | 6051 | 081 | 86,04 3,12 87,75 159 17,06 | 0,23
marll | a750 | 071 89,68 0,52 35,02 2,03 4,67 032
1l | 4830 | 323 | 3951 11,63 29,79 0,26 184 | o018
maifll | 635 | 0,87 75,01 8,86 ND 187 037
il | gas2 |2188| 7619 4,05 ND 111|025
AL 409,05 | 913 | 11067 6,57 36,77 432 328 | 048
011 | 1007 | 232 | 5490 7,76 121 0,86 106|015
seUil | 022 | 501 0,63 0,29 2,40 0,09 118|022
oull | g790 | 071 | 1622 1,77 1,60 0,66 1,97 | 067
novil | 1852 | 0,66 7,33 0,89 3,15 0,27 408 | 052
dez/ll | 504 | 090 5,06 0,91 2,07 0,92 137 | 066
12 1 4307 | 1,69 7,08 2,69 2,88 0,19 208 |om
fevii2 | a150 | 142 | 1602 3,79 4,27 0,87 199 |073
mar/12 ND 12,24 1,22 7,43 0,84 1,92 0,02
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Acido Galo- Epigalo- Acido
galico catequina catequina clorogénico
Més (uglg) | DP (Mg/g) DP (ng/g) DP (ng/g) bpP
abrl12 | 3898 | 1040 7,89 0,55 5,87 1,74 134 |o21
maifl2 | 1336 | 051 | 4536 162 14,63 342 077|005
W12 | 1734 | 156 | 2319 161 6.4 0,20 080 | 006
julr12 437 | 013 16,12 2,67 32,38 3,38 5,15 0,06
89012 | g677 | 051 | 6476 341 0,98 0,11 101 | 0.0
12 | 5004 | 047 0,99 0,28 1,89 011 189|023
outiz | 39 | 111 17,14 175 0,63 0,22 198 | 033
oA 9,98 | 3,60 9,52 0,08 32,80 9,30 1,70 0,09
dezl12 | 3409 | 215 | 29,34 2,48 5,21 0,55 206|039
a3 | 5107 | 094 | 12008 0,56 8,93 173 1309 | 012
fevii3 | 2002 | 187 | 11886 0,91 17,99 0.21 1181 | 022
Media | 4445 |2924| 4312 32,86 14,26 1354 3,38 2,45

Considerando os ensaios in vivo, descritos no Capitulo 2, é
possivel afirmar que o conteldo de galocatequina presente no EBA
proveniente de biomassa vegetal de cascas de bananas, no periodo
amostral julho-2010 a fevereiro-2013 (Tab.), é suficiente para suprir as
doses de tratamento utilizadas no modelo animal de cicatrizacdo
epitelial aplicado neste estudo.

O rendimento médio de extracdo foi de aproximadamente 85 mg
de EBA/g de casca de banana seca (45 °C). Considerando-se que a dose
de tratamento utilizada corresponde a 50 mg de EBA/kg/dia e o peso de
um camundongo é de aproximadamente 20g, temos uma dose diaria de
tratamento equivalente a 1mg de EBA. De acordo com os resultados
obtidos com a aplicacdo do EBA no tratamento de lesdes epiteliais em
camundongos, o periodo para cicatrizacdo total da lesdo é de 9 dias.
Assim, sdo necessarios 9mg de EBA/animal durante todo o tratamento
da lesdo epitelial. O extrato utilizado no tratamento dos animais foi
obtido das cascas do més de marco de 2011 e contém 89,68 ug de
galocatequina/g de casca seca. Sendo assim, tem-se:

85mg de extrato - 1 g de casca - 89,68 g de galocatequina
9 mg de extrato - X - Y
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X =0,106 g de casca de banana/animal/9dias
Y = 9,506 pg de galocatequina /animal/9dias

Supondo que os calculos realizados para um camundongo de 20 g
sejam extrapolados diretamente para um adulto de 70 kg, é possivel
inferir que os valores de X e Y ilustram a viabilidade de producdo de um
fitoterapico com potencial cicatrizante a partir de cascas de bananas
secas a 45 °C. A dose diaria de EBA necessaria ao tratamento de uma
lesdo epitelial com dimensdes equivalentes seria de 3,5 g de EBA/dia,
i.e., aproximadamente 41 g de cascas de bananas secas e 3,68 mg de
galocatequina. Além disso, seguindo esta linha de raciocinio e
considerando que o peso da casca de uma banana, por exemplo, equivale
a 30g (75 % de sua massa referem-se a agua — dados ndo mostrados),
seria necessario um total de 5,5 frutas, do més de margo/2011, a
obtencdo de uma dose para tratamento de um paciente adulto.

As amostras dos meses de setembro/2011, novembro/2011,
dezembro/2011, janeiro/2012, abril/2012 e setembro/2012 apresentaram
contetdo de galocatequina inferior a 10 pg/g de casca seca. Entretanto,
cabe ressaltar que um cacho de bananas da cultivar Prata And pesa em
torno de 25 kg. Considerando o teor de umidade das frutas, a quantidade
de biomassa vegetal necessaria para 0s processos de extra¢do e obtencdo
de compostos fendlicos de interesse, como exemplo a galocatequina,
satisfaz a producdo em larga escala de um possivel fitomedicamento.

O consumo de frutas tem aumentado principalmente em
decorréncia do seu valor nutritivo e efeitos terapéuticos. As frutas
contém diferentes substancias derivadas do seu metabolismo secundario,
como exemplo os compostos fendlicos, que apresentam propriedades
antioxidantes, além de outras atividades biolégicas relacionadas ao
retardo do envelhecimento e a prevencdo de certas doengas, como o
cancer (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996; WANG et al.,
1997). Estudos tém demonstrado que compostos fendlicos provenientes
de casca de banana (Musa acuminata Colla AAA) apresentam atividade
como inibidores da peroxidacdo lipidica, conforme descrito por
Gonzalez-Montelongo, Lobo e Gonzélez (2010). As bananas tém sido
recomendadas em dietas para individuos com desordens no sistema
digestivo. A propriedades antiulcerogénicas atribuida a fruta foi descrita,
pela primeira vez, por Elliot e Heward (1976), e confirmada por outros
pesquisadores (BEST; LEWIS; NASSER, 1984; GOEL; TAVARES;
BENNETT, 1989; DUNJIC et al., 1993). Os flavonoides sdo uma classe
de compostos fendlicos conhecidos pelas suas atividades anti-
inflamatdria, antitumoral e hepatoprotetora (HAVSTEEN, 1983), além
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de ter demonstrado atividade ao reduzir a secrecdo de acido a partir das
células parietais gastricas (BEIL; BIRKHOLZ; SEWING, 1995).
Assim, se destaca a importancia da composicdo quimica, em termos de
compostos fendlicos das cascas de banana ora estudadas, atribuindo a
estas atividades relacionadas ao aumento da proliferacdo celular em
processo de regeneracao, por exemplo.

3.2.4. Quantificacéo de carotenoides totais por
espectrofotometria UV-visivel

Os animais sdo incapazes de sintetizar os compostos retingicos,
obtendo-os a partir da dieta na forma de vitamina A ou seus precursores.
A vitamina A tem caracteristicas lipossolUveis e ocorre majoritariamente
em duas formas na natureza, i.e., na forma de ésteres de retinol, a partir
de fontes de alimentos de origem animal, ou sob a forma de pro-
vitamina A em diversas plantas. Neste Ultimo caso, o exemplo mais
comum é o carotenoide B-caroteno, um precursor da vitamina A,
também denominado provitamina A, pois sua atividade como vitamina
A somente é observada ap6s sua conversao nos organismo humano a
retinol (CHICHILI et al., 2005).

A determinacdo do teor total de compostos carotenoidicos em
casca de banana por espectrometria UV-visivel mostrou que as amostras
coletadas nos meses de abril de 2011, novembro de 2011, julho de 2012,
setembro de 2010 e maio de 2012 (321,38 + 1,74; 313,00 £ 0,93; 278,11
+ 29,65; 256,26 + 7,61 e 239,58 + 0,29, respectivamente) apresentaram
os conteldos significativamente mais elevados destes metabdlitos
secundérios (Fig. 21).

Em dois momentos amostrais constatou-se uma tendéncia de
aumento do conteldo de carotenoides nas cascas de banana,
respectivamente nos meses de abril, maio e junho de 2011, assim como
abril e maio de 2012 (outono), e nos meses de dezembro de 2011,
janeiro e fevereiro de 2012 (verdo).

Ha varios relatos na literatura a respeito da existéncia de
genotipos de banana ricos em pigmentos carotenoidicos. Setiawan e
colaboradores (2001) determinaram o contetdo de carotenoides totais de
18 frutas, incluindo a banana (Musa paradisiaca), comumente
consumida em West Java, na Indoneésia. Os autores detectaram uma
elevada amplitude de contelidos entre amostras quanto ao contetdo de
-criptoxantina, licopeno e [B-caroteno, corroborando os achados do
presente trabalho, conforme descrito no proximo item.
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Figura 21. Contelido médio de carotenoides totais (ug/g casca seca) em
extrato hexano: acetona (1: 1,v/v) de cascas de bananas secas a 45 °C,
das amostras de Julho de 2010 a Fevereiro de 2013, por
espectrofotometria UV-visivel. A diferenca estatistica foi simbolizada
por (*), quando comparados 0s meses amostrais, considerando p<0,05.

3.2.5. Analise de compostos carotenoidicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

No perfil cromatografico de compostos carotenoidicos de cascas
de bananas (Fig. 22), extraidos com o sistema de solventes organicos
hexano: acetona (v/v), se destacam os compostos luteina, zeaxantina, o-
caroteno, trans-p-caroteno e cis-p-caroteno. Nas Tabelas 4 e 5 séo
apresentados os contedos médios dos carotenoides identificados no
extrato organosolvente das amostras em estudo. Ao longo de todo o
periodo analisado (julho/2010 a fevereiro/2013), luteina, zeaxantina, o-
caroteno, trans-p-caroteno e cis-p-caroteno foram identificados em
todos 0s meses.

Os valores médios de luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, o-
caroteno, trans-B-caroteno e cis-p-caroteno correspondem a 40,70 +
5,41, 7,08 + 0,99, 1,16 + 0,39, 140,52 + 7,34, 141,60 + 6,43 e 85,55 +
5,55 pg/mL, respectivamente. Somente o carotenoide B-criptoxantina
ndo foi detectado em todas as amostras. Os carotenoides majoritarios
presentes na casca de banana pertencem a classe dos carotenos, e.g.,
trans-p-caroteno (260,81 + 3,53 pg/ml), a-caroteno (245,73 + 7,25
pg/mL) e cis-p-caroteno (160,59 £ 5,37 pg/mL) (Tab. 4 e 5).

O R-caroteno é o principal carotenoide pro-vitamina A a
contribuir para manutengdo de niveis adequados de vitamina A no
organismo humano e sua conversdo, nas células da mucosa intestinal,
envolve uma reacdo de clivagem central gerando duas moléculas de
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retinal (GOODMAN; HUANG, 1965), seguida de uma reacdo de
reducdo que converte retinal em retinol (FIDGE et al., 1968). A
molécula de retinol é esterificada, principalmente, com uma longa
cadeia de &cidos graxos e absorvida via sistema linfatico em associacdo
com os quilomicrons (GOODMAN; HUANG, 1965).
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Figura 22. Perfil cromatografico de carotenoides (FR-CLAE-UV-Vis,
450 nm) no extrato hexano: acetona (1: 1, v/v) de amostras de cascas de
bananas seca a 45 °C.

Tabela 4. Valores médios (ug/g de casca seca) e desvios-padrdo (DP)
dos contetidos de luteina, zeaxantina e B-criptoxantina (FR-CLAE-UV-
Vis, 450 nm), no extrato organosolvente (hexano: acetona, 1:1, v/v) de
amostras de cascas de bananas seca a 45 °C.

Luteina Zeaxantina B-Criptoxantina

Més | (uglg) | DP (ug/l)) | DP (ug/) DP
jul/10 38,15 4,55 15,24 1,12 nd nd
set/10 36,39 3,51 4,76 0,20 nd nd
out/10 26,42 2,91 3,75 0,37 nd nd
nov/10 27,46 1,96 4,39 0,27 nd nd
fev/11 62,37 10,83 11,74 2,96 2,18 0,62
mar/11 | 3321 | 11,31 5,98 3,92 0,41 0,84
abr/11 45,81 7,54 6,75 1,56 nd nd
mai/1l 41,11 8,09 5,93 0,52 0,50 0,19
jun/11 40,29 | 24,44 13,07 3,93 1,56 0,95
jul/11 57,40 11,87 9,58 2,65 2,79 0,61
ago/11 31,83 1,54 3,77 0,26 0,71 0,05
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Luteina Zeaxantina B-Criptoxantina

Més | (ug/g) | DP (Hg/g) DP (1g/g) DP
set/11 28,57 0,76 6,28 1,05 1,43 0,21
out/11 23,76 1,82 3,73 0,66 0,65 0,37
nov/11 30,71 2,38 4,43 0,65 1,03 0,28
dez/11 21,08 3,89 3,15 0,80 0,65 0,25
jan/12 38,77 4,04 4,35 0,49 0,56 0,07
fev/12 69,83 7,07 8,05 0,96 0,34 0,13
mar/12 53,09 7,98 4,64 0,16 0,68 0,25
abr/12 55,01 7,68 7,85 0,77 4,37 1,25
mai/12 78,45 1,07 10,94 0,14 0,32 0,03
jun/12 45,28 1,76 6,17 0,59 nd nd
jul/12 43,43 6,32 5,34 0,88 nd nd
ago/12 32,81 0,09 3,48 0,38 nd nd
set/12 17,11 1,77 4,81 0,49 nd nd
out/12 18,38 1,08 7,00 0,37 nd nd
nov/12 27,05 1,87 10,72 0,11 nd nd
dez/12 48,12 7,59 16,01 1,12 nd nd
jan/13 39,51 3,99 4,45 0,50 nd nd
fev/13 68,76 7,17 9,07 0,99 0,44 0,20

Além disso, o0s carotenoides pro-vitamina A apresentam
diferentes tipos de atividade vitamina A, consoante as suas estruturas
guimicas. Para que apresente atividade vitamina A, a molécula de
carotenoide deve ter pelo menos um anel ionona ndo-substituido, o
nlmero correto e a posicdo de grupos metila na cadeia polieno (WIRTZ
et al., 2001). Assim, consoante as caracteristicas estruturais quimicas
dos carotenoides, surgiu o conceito de equivalente de atividade de
retinol (EAR), o qual considera que 1 pg de retinol equivale a 12 g de-
trans-B-caroteno (YEUM; RUSSEL, 2002). Os fatores de conversao
para outros possiveis isbmeros de cis-f-caroteno e a-caroteno ndo séo
conhecidos, entretanto, para estes compostos € utilizado o fator de
conversdao de 24:1 por pg de carotenoide ingerido (DAVEY et al.,
2009a). Com base nesses fatores de conversdo é possivel calcular o
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valor de EAR e, entdo, o valor nutricional de vitamina A dos genétipos
de banana. Considerando o conteddo médio dos compostos
carotenoidicos prd-vitamina A, a EAR para os extratos organosolventes
das amostras de cascas de banana da cultivar Prata And correspondeu a
21,21 pg/g de casca seca.

Tabela 5. Teores médios (ug/g de casca seca) e desvios-padrao (DP) de
a-caroteno, trans-B-caroteno e cis-p-caroteno (FR-CLAE-UV-Vis, 450
nm), contetido médio de carotenoides totais ¢ EAR (Equivalente de
Atividade de Retinol - pg/g de casca seca) em extrato organosolvente
(hexano: acetona, 1:1, v/v) de cascas de bananas seca a 45 °C.

a-Caroteno trans-g-caroteno cis-B-caroteno
Meés (H9/g) DP (H9/g) DP (H9/g) DP
jul/10 163,00 2,17 186,05 0,38 98,89 0,78
set/10 163,25 15,85 175,21 6,52 89,74 3,32
out/10 216,62 3,26 184,07 15,57 103,96 8,69
nov/10 180,74 4,75 199,02 12,57 93,42 6,67
fev/11 224,55 22,74 224,52 22,79 69,20 4,68
mar/11 95,66 52,85 47,97 2,87 48,14 9,50
abr/11 nd nd 79,81 14,90 78,01 15,97
mai/1l 124,16 13,22 67,74 11,31 56,71 11,42
jun/11 130,82 12,77 76,91 9,97 29,63 11,80
jul/11 194,64 16,21 227,38 37,03 122,87 25,46
ago/11 172,22 6,40 196,81 3,57 106,21 2,83
set/11 245,73 7,25 238,97 7,33 122,21 5,08
out/11 209,98 3,77 165,47 1,58 81,61 5,13
nov/11 213,70 1,08 159,58 0,58 72,64 2,23
dez/11 129,86 5,88 151,71 1,32 35,42 1,12
jan/12 101,24 4,29 120,25 7,54 80,90 5,03
fev/12 80,10 4,42 91,82 5,03 49,80 3,02
mar/12 69,81 1,12 80,15 2,40 94,56 10,22
abr/12 113,88 2,97 109,52 2,18 125,51 7,56
mai/12 209,06 4,33 201,66 0,75 115,55 4,16
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a-Caroteno trans-p-caroteno cis-p-caroteno
Més (Hg/g) DP (Hg/g) DP (1g/g) DP

jun/12 179,27 3,46 209,15 0,55 115,17 2,37
jul/12 181,67 2,31 260,81 3,35 128,27 3,53
ago/12 199,07 1,12 231,93 4,31 127,37 0,97
set/12 216,93 0,09 345,23 8,05 160,59 5,37
out/12 154,52 2,57 216,00 5,98 99,66 1,50
nov/12 154,08 5,14 232,18 9,05 92,65 3,68
dez/12 162,01 4,49 241,67 8,69 91,00 0,69
jan/13 181,48 5,69 212,34 9,60 100,88 4,71
fev/13 180,36 4,01 111,17 5,23 58,88 3,21
Média | 14052 | 36,84 141,60 56,93 85,55 23,86
EAR 5,85 - 11,8 - 3,56 -

As amostras de polpas de bananas e platano analisadas por Davey
e colaboradores (2006) quanto ao conteldo de carotenoides pro-
vitamina A apresentaram somente dois compostos, a-caroteno (8 — 35
pmol/g de matéria seca) e trans-f-caroteno (5 — 36 pmol/g de matéria
seca), com pequenas quantidades adicionais de luteina e p-cis-caroteno.
Os autores especularam que os resultados estdo relacionados aos fatores
ecologicos dos locais de cultivo da banana e a sua variabilidade
gendmica. Os resultados reportados por esses autores mostraram que
alguns gendtipos possuem contetdos de carotenoides substancialmente
elevados em relacdo a polpa da fruta. Além disto, o carotenoide pré-
vitamina A presente nestas matrizes vegetais consistiu primordialmente
de trans-B-caroteno, com amplitude de valores de EAR entre 0,47 e 2,51
ng/g. No presente estudo, as cascas de banana da cultivar Prata And
apresentaram EAR (21,21 ug/g de casca seca), bastante superior a polpa
das frutas analisadas por Davey e colaboradores (2006).

Davey e colaboradores (2007) demonstraram que o contetdo de
carotenoides pré-vitamina A varia significativamente entre 0s grupos
amostrais, i.e., frutos, pencas e também entre as cultivares de bananas. A
casca da fruta da cultivar Jari Buaya, da Maldsia, apresentou o conteldo
mais elevado de a-caroteno (415 ug/g de peso seco — BORGES et al.,
2014), enquanto Musa troglodytarum (localmente denominada Uht en
yap — Micronésia), apresentou elevado teor de a-caroteno na casca
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(1472 pg/100 g de peso fresco - ENGLBERGER et al., 2003).
Quantidades elevadas de trans-p-caroteno foram também detectadas na
polpa dos gendtipos Jari Buaya (525 ug/g de peso seco — BORGES et
al., 2014) e de Musa troglodytarum (Uht en yap), i. e., 6360ug/100g de
peso seco (DAVEY et al., 2009b). Quanto aos teores de B-cis-caroteno,
as cascas da cultivar Jari Buaya apresentaram valores superiores (224
Hg/g de peso seco — BORGES et al., 2014), e 2,6 vezes maiores ao teor
médio obtido no presente estudo (85,55 ug/g de casca seca).

Os genotipos da colecdo de germoplasma de banana do Instituto
Internacional de Agricultura Tropical, em Uganda, foram analisados
guanto aos conteidos de carotenoides e os resultados a intensidade de
cor da polpa da fruta, ocorrendo uma correlagdo positiva. De forma
similar, genédtipos de banana de Papua Nova Guiné apresentaram
quantidades elevadas de B-caroteno e uma correlacdo positiva entre esta
varidvel e a intensidade de cor da polpa. Estes achados corroboram
resultados anteriores reportados para bananas brasileiras e da
Micronésia, 0s quais demosntraram que o conteido de B-caroteno é
maior em bananas com polpa de coloracdo amarela e alaranjada em
relacdo as frutas com polpa branca ou bege (FUNGO; PILLAY, 2010,
ENGLBERGER et al. 2003).

Uma questdo importante a ser mencionada na comparacao entre
0s conteldos de carotenoides nas cultivares refere-se ao protocolo
analitico utilizado na extracdo, quantificacdo e identificacdo desses
compostos do metabolismo secundario. De fato, uma série de
metodologias tem sido descritas na literatura, diferindo em qualquer
extensdo sobre um ou mais procedimentos e/ou técnicas analiticas. Por
exemplo, um importante aspecto na analise de carotenoides, porém
frequentemente ignorado, é o impacto do processamento pds-colheita e
a estocagem das amostras. A liofilizagdo continua sendo amplamente
considerada a técnica de desidratacdo amostral mais apropriada para
preservar a biomassa. Contudo, neste estudo, foi adotado como
processamento  pés-colheita economicamente mais  vidvel o
procedimento de secagem em estufa a 45 °C.

3.2.6. Estabelecimento de protocolo de extracdo e
quantificacdo de catecolaminas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Para determinacdo do teor das catecolaminas nos extratos em
estudo, primeiramente, costruiu-se uma curva-padrdo externa de
dopamina (25 pg/mL — 200 pg/mL, Fig. 23) em cromatografo liquido



104

(Shimzadu LC-10A). Em seguida, foram obtidos os extratos aquosos de
amostras de cascas de bananas in natura totalmente verde, parcialmente
madura (biomassa com coloragdo verde e amarela) e madura (casca
totalmente amarela), assim como casca de banana madura seca a 45 °C e
liofilizada. Os resultados observados estdo dispostos na Tabela 6. O
contelldo de dopamina foi superior nas amostras de cascas de frutas
maduras, comparativamente as cascas verdes de frutas verdes.
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Figura 23. Curva padrdo de dopamina, cuja equacao corresponde a 'y =
17446.x (r2 = 0,99).

Explorando a composigdo da banana quanto ao seu contetido de
compostos antioxidantes, primeiramente, Kanazawa e Sakakibara
(2000) examinaram a casca da fruta e identificaram a dopamina como
um forte antioxidante solivel em &gua. O contetdo de dopamina foi
determinado na polpa da fruta em oito estadios de maturacédo, definidos
pela cor da casca, a qual variou de totalmente verde até o amarelo,
conforme descrito por Loeseck (1950). De acordo com os estadios de
maturagao, o contetdo de dopamina nas cascas de banana (1290 + 420
mg/100g - estadios1-3, 430 + 210 mg/100g - estadios 4-6, 380 + 160
mg/100g - estadios 6-7, e 500 + 270 mg/100g - estadios 7-8) foram
maiores quando comparados ao contetidos determinados na polpa das
frutas maduras (7,0 = 2,0 mg/100g - estadios 1-3, 9,1 £ 3,1 mg/100g -
estadios 4-6, 7,3 + 2,4 mg/100g - estadios 6-7, e 3,4 £ 2,2 mg/100g -
estadios 7-8) (KANAZAWA; SAKAKIBARA, 2000). Além disso,
aqueles autores observaram que o contelido de dopamina mostrou-se
mais elevado nas cascas verdes de banana da cultivar Cavendishii,
proveniente de duas plantagdes nas Filipinas.



105

Tabela 6. Contetido de dopamina de amostras de cascas de banana in
natura em trés estagios de maturacdo, cascas secas a 45 °C e cascas
liofilizadas.

Cascas de bananas Conteldo de dopamina
(mg/g casca de banana)
totalmente verde 35,18 + 1,19"°*
parcialmente madura 37,01 +£0,58"°
madura 135,61 + 3,69°7°*
madura seca a 45 °C 69,92 + 1,85%P"°
madura liofilizada 113,0 £ 5,6%P7°

Nota: Diferenca estatistica considerando p<0,05 e simbolizada por
o,B,7,0 € & onde: a = totalmente verde, B = parcialmente madura, y =
madura, 6 = seca a 45 °C e ¢ = liofilizada.

Embora tipicamente encontradas em mamiferos, as catecolaminas
tém sido isoladas de material vegetal. As catecolaminas sdo precursores
do alcaloide fenantridina benzdica (KUKLIN; CONGER, 1995). A
dopamina é um precursor para outros tipos de alcal6ides, tais como o
alucindégeno mescalina (alcaldide fenetilamina) identificado em vérias
espécies cactos e o alcaloide tetra-hidroisoquinolina (ROSHCHINA,
2001). A dopamina tem elevada capacidade antioxidante, comparavel
aos potentes antioxidantes naturais como o acido ascorbico, a glutationa
reduzida e uma serie de compostos fendlicos (KANAZAWA,
SAKAKIBARA, 2000).

Entretanto, devido a rapida degradacdo da dopamina observada
nos extratos de casca de banana utilizando somente agua destilada
(dados ndo mostrados), foi realizada uma busca na literatura a respeito
de outros solventes extratores. Entre as possibilidades de solventes
extratores testados, foi escolhida a solucdo de &cido cloridrico (HCI)
0,1M. Estao solucdo mantém as catecolaminas de interesse em estado
reduzido, i.e., protonadas, evitando desta maneira a geragdo de produtos
de degradacdo (MOURE et al., 2001).

Em um segundo momento, os extratos acidificados das cascas de
bananas foram submetidos a analise cromatogréafica para a separacdo e
quantificacdo de L-dopa (Fig. 24A) e dopamina (Fig. 24B). Para a
obtencdo de cromatogramas bem resolvidos, o cromatdgrafo liquido
(Shimzadu LC-10A) foi equipado com coluna C18 de fase reversa (NST
033003, 30 mm x 3 mm x 0,3 pm & interno) e com um detector
espectrofotométrico UV-visivel, operando em 280 nm. Além da
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substituicdo da fase estaciondria previamente selecionada, outro sistema
de eluicdo contendo tamp&o Tris (tris-hidroximetilaminometano) 50mM
pH7: metanol : acetonitrila (8:1:1, v/v/v), em fluxo de 0,5 mL/min, foi
adotado.

A OH B OH
OH OH
H, H,
H,N° COOH H,N° H

Figura 24. Estrutura quimica de L-dopa (A) e dopamina (B) em suas
formas protonadas.
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Figura 25. Curva-padrdo de L-dopa, cuja equacao da reta corresponde a
y =5930,2b.x (r2 = 0,9816).

Nestas condigdes experimentais foi possivel separar e quantificar
L-dopa e dopamina, com o auxilio das curvas-padrdo mostradas nas
Figuras 25 e 26. Todo o sistema foi alterado porque as condigdes
descritas anteriormente (vide material e métodos) ndo proporcionaram a
separacdo de L-dopa e dopamina, bem como a resolugdo dos picos ndo
foi satisfatoria.
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Figura 26. Curva-padrdo de dopamina e sua correspondente equagdo de
retay = 4085,2.x (r2 = 0,9469).

Tabela 7. Contetido (mg/g casca de banana seca) de L-dopa e dopamina
em amostras de cascas de bananas secas a 45 °C, nos tempos de
sonicacdo de 0 min e 60 min.

Tempo de Contetdo de L-dopa Conteudo de
sonicacao (mg/g casca de dopamina (mg/g
(min) banana seca) casca de banana seca)
0 26,93 £5,80 4,29 +0,82*
60 23,71+1.22 0,81+0,19

Nota: A diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando
comparados os tempos de sonicacdo, considerando p<0,05.

Com as condicGes cromatograficas padronizadas a anélise
daqueles metabdlitos, avaliou-se 0 método de extracdo de catecolaminas
a partir das amostras de cascas de bananas expostas ao ultrassom e
solucdo extratora de HCI 0,1M. Os resultados obtidos sdo mostrados na
Tabela 7. Néo foi detectada diferenca estatistica no conteido de L-dopa
com o uso de ultrassom no processo de extracdo. De forma contréria, o
teor de dopamina diminuiu aproximadamente 5 vezes, com a introducéao
daquela técnica no processo de extracdo, durante um periodo de 60
minutos. Todavia, as catecolaminas de interesse, L-dopa e dopamina,
foram separadas e quantificadas de maneira satisfatéria nestas condicoes
cromatogréficas.

Dando continuidade as andlises, o monitoramento das
catecolaminas em cascas de bananas colhidas durante o ano de 2012 foi
realizado nos extratos acidificados (HCI 0,1M) (Figs. 13 e 15).
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Figura 27. Contelldo médio de dopamina (mg/casca seca) em extrato
acidificado (HCI 0,1M) de amostras de cascas de bananas secas a 45 °C,
coletadas no periodo de Janeiro-2012 a Dezembro-2012, por FR-CLAE-
UV-Vis. A diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando
comparados 0s meses amostrais, considerando p<0,05.

A partir da Figura 27, pode-se observar que a amplitude de
concentracGes de dopamina foi de 10,77 + 0,85 a 77,42 £+ 4,67 mg/g de
casca seca, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (FR-
CLAE-UV-Vis). H& uma tendéncia de aumento na concentracdo de
dopamina entre os meses de abril e setembro de 2012, i.e., durante o
outono, conforme também detectado aos compostos fendlicos totais e
carotenoidicos. Destaque para os meses de julho, setembro e dezembro
de 2012 (77,42 + 4,70, 69,78 £ 1,49 e 52,29 + 2,14, respectivamente), 0s
quais apresentaram 0s conteldos mais elevados de dopamina nas
amostras de casca de banana. Na Fig. 16 € mostrado um tipico perfil de
catecolaminas do extrato de casca de banana.

As catecolaminas, i.e., dopamina, norepinefrina (noradrenalina) e
epinefrina (adrenalina), sdo um grupo de aminas biogéncias que
possuem um anel fenil 3,4-dihidroxi substituido (Fig. 28). L-
fenilalanina, L-tirosina e tiramina sdo 0s precursors na via biossintética
desses amino compostos que se mostra similar tanto em plantas quanto
em mamiferos em suas primeiras reages (STEINER; SCHLIEMANN;
STRACK, 1996). Provavelmente, a atividade neurotransmissora é o
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melhor exemplo de atividade das aminas biogénicas em mamiferos,
além de atuarem na regulagdo hormonal do metabolismo do glicogénio
(KIMURA, 1968). No reino vegetal, contudo, hd um maior nimero de
vias biossintéticas que favorecem a obtencdo de diferentes
catecolaminas (SMITH, 1980), ie., quimiodiversidade,
comparativamente ao metabolismo de mamiferos.

NH,
HO
R1
R
HO 2
Figura 28. Estrutura geral de catecolaminas. L-dopa: R1 = COOH e R2
= H; dopamina: R1 = R2 = H; norepinefrina: R1 = H e R2 = OH; e
epinefrina: R1 = H, R2 = OH, e CH; substituindo um dos hidrogénios
do grupamento amino.

As catecolaminas fazem com que as plantas regulem com
precisdo a resposta a condicBes de estresse através da oxidagdo da
dopamina e producdo de melanina, uma substidncia com elevado
potencial scavanger de radicais livres (KULMA; SZOPA, 2007). As
aminas biogéncias sdo importantes nas vias metabdlicas das plantas
guanto aos mecanismos de resisténcia a patdgenos (NEWMAN et al.,
2001; ROEPENACK-LAHAYE et al., 2003), influenciam o
desenvolvimento via interacdo com fitohormdnios, e.g., oxidacdo de
auxina (KUKLIN; CONGER, 1995), a floragdo (KHURANA et al.,
1987) e o metabolismo de acUlcares (SZOPA et al., 2001). De fato, as
catecolaminas tanto na forma metilada ou ndo metilada sdo necessérias
em baixas concentracbes (KULMA; SZOPA, 2007) e possuem fungdes
regulatérias importantes (KULMA; SZOPA, 2007), apresentando uma
rapida elevacdo intracelular nas folhas de plantas submetidas a lesdes
(BRUHN; LUNDSTROM, 1976), ou estresse hidrico (SWIEDRYCH et
al., 2004). Além da abordagem fisioldgica vegetal as catecolaminas, de
interesse ao presente estudo, a biomassa de cascas de bananas pode ser
considerada como fonte de aminas biogéncias ao desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas. Especialmente a casca de banana, que
possui teor elevado de dopamina quando comparada a polpa, conforme
estudos de Kanazawa e Sakakibara (2000).

Desde que foi introduzida em 1960, a L-dopa tem sido
largamente utilizada e é considerada um farmaco efetivo na terapia
sintomatica da doenca de Parkinson (OLANOW; JENNER; BEAL,
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2006). De acordo com Obeso e colaboradores (2000), uma concentracéo
estdvel de dopamina e a continua ativacdo de receptores estriais
dopaminérgicos sdo essenciais ao funcionamento normal dos ganglios
basais (BEDARD et al., 1986; GRONDIN et al., 1996; JENNER, 2000).

L-dopa, o precursor da sintese de dopamina em matrizes vegetais,
foi também quantificada nas amostras de extratos acidificados (HCI
0,1M) das biomassas em estudo, secas a 45 °C. De acordo com a Fig.
29, o contetido de L-dopa variou entre 21,99 + 1,37 e 133,48 + 3,93
mg/g de casca seca.
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Figura 29. Conteldo médio de L-dopa (mg/g cascas secas) em extrato
acidificado (HCI 0,1M) de cascas de bananas secas a 45 °C, coletadas
no periodo de Janeiro-2012 a Dezembro-2012, por FR-CLAE-UV-Vis. A
diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando comparados 0s
meses amostrais, considerando p<0,05.

Conforme demonstrado na Fig. 29, a determinacdo do teor de L-
dopa em casca de banana por FR-CLAE-UV-visivel mostrou que as
amostras coletadas nos meses de julho, agosto e setembro de 2012
(115,64 + 3,25; 133,48 + 1,78 e 123,80 * 3,93, respectivamente). O
perfil cromatografico de separacdo das catecolaminas L-dopa e
dopamina pode ser observado na Figura 30.

No estudo de Gonzalez-Montelongo, Lobo e Gonzalez (2010),
extratos metandlicos de cascas de bananas de duas cultivares das Ilhas
Canarias, Espanha, apresentaram elevado conteldo de dopamina
(Grande Naine: 3,81 + 0,36 mg/g de matéria seca e Gruesa: 3,39 + 0,20
mg/g de matéria seca), comparatovamente ao observado aos extratos



111

etandlicos e acetona. No presente estudo, foi utilizada como solucéo
extratora uma solucdo acidificada (HCI 0,1M), a qual se mostrou
bastante eficiente na obtencdo das catecolaminas a partir da matriz
vegetal de cascas de bananas. De outra forma, o interesse em padronizar
uma metodologia de extragdo aquosa visou possiveis experimentos
futuros com animais, além de ser uma tecnologia mais limpa na
obtencdo de compostos por ndo utilizar solventes organicos, i.e., green
chemistry.

Gonzalez-Montelongo, Lobo e Gonzélez (2010), também
observaram que o contetido de dopamina aumentou significativamente
com aumento do tempo de exposicdo as ondas de ultrassom durante o
processo de extracdo de 1 para 120 min, utilizando como solvente
extrator metanol p.a. Todavia, no presente trabalho, o uso de ondas de
ultrassom no processo de extragdo ndo apresentou um efeito satisfatorio
na obtencdo das catecolaminas, uma vez que a concentracdo de
dopamina diminuiu significativamente com a utilizacdo deste
procedimento (Tab. 7).

my

L-dopa

@ /

Dopamina
N
0
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Figura 30. Perfil cromatografico tipico de catecolaminas (FR-CLAE-
UV-Vis, 280 nm) em extrato aquoso acidificado (HCI 0,1M) da amostra
de cascas de bananas, seca a 45 °C.

E sabido que as catecolaminas sdo metabolizadas no organismo
de mamiferos pelas enzimas catecol-O-metil transferase (COMT),
monoamina oxidase (MAO) e sulfotransferase (SFT). Murata €
colaboradores  (1988) estudaram a biodisponibilidade e a
farmacocinética da administragdo de dopamina por via intravenosa e
oral em cachorros. Na administracdo intravenosa de solucdo aquosa de
10 mg de dopamina detectou-se um decréscimo rapido na concentracédo



112

plasmatica de dopamina, resultando em dois metabdlitos principais:
dopamina-30-S04 (2,7 %) e 3,4-dihidroxifenil acido acético (4,9%). A
administracdo por via oral de solucdo aquosa de 100 mg de *C
dopamina em cachorro revelou a baixa biodisponibilidade daquele
metabdlito  (aproximadamente 3%). Isto reflete o metabolismo de
primeira passagem, através do intestino, e também no figado durante o
processo de absor¢do, que resultou na excrecdo urinaria,
predominantemente, de **C dopamina-30-S0,. (MURATA et al., 1988).

Se considerarmos que a polpa de uma banana pesa
aproximadamente 100g, os niveis de dopamina em uma banana madura
sdo equivalentes a 9,1 = 3,1 mg, conforme descrito por Kanazawa e
Sakakibara (2000). Considerando os achados do presente estudo, em
100g de amostras de cascas secas (de fruta madura, safra 2012)
teriamos, em média, 381,1 + 210,6 mg de dopamina. N&o € interessante
considerar a ingestdo de frutas, ou a administracdo via oral de cépsulas
contendo estes compostos extraidos de cascas de banana e que contém
dopamina ao tratamento da doenga de Parkinson devido, principalmente,
ao metabolismo de primeira passagem e, consequente, a baixa
disponibilidade do composto ativo. Entretanto, uma alternativa
interessante seria utilizar a biomassa de casca de banana como fonte de
matéria prima de catecolaminas e aplica-la&s em formulagdes
farmacéuticas que utilizam vias de administra¢do distinta da via oral.

A via de administracdo intranasal, por exemplo, parece bastante
relevante, por oferecer a vantagem de o farmaco ndo sofrer
metabolizacdo de primeira passagem, como ocorre na administragdo por
via oral, além de apresentar condicbes favoraveis a maior
permeabilidade a moléculas polares (GERVASI et al., 1991). Dahlin,
Janssone e Bjork (2001) investigaram os niveis de dopamina marcada
radioativamente ([°H]dopamina) no sangue, no fluido cerebroespinhal, e
no cérebro de ratos, com o intuito de elucidar se esta substancia é
transferida ao sistema nervoso central, através da mucosa nasal. De
acordo com os resultados obtidos por Dahlin, Janssone e Bjork (2001), a
absorcdo nasal de [*H]dopamina a circulagdo sistémica foi rapida, com
um pico méximo de concentragdo em 15 min apds a administracdo. A
sua biodisponibilidade por esta via foi de 68 + 30%. Ap6s 30 min da
administracdo por via intranasal, a concentracio de [*H]dopamina que
chegou ao cérebro foi significativamente elevada (p < 0.01), quando
comparada & via intravenosa. Os niveis de [*H]dopamina no fluido
cerebroespinhal apds a administracdo por via intranasal foram 2,3 vezes
superiores em relacdo & administracdo intravenosa (75 + 19 dpm e 32 +
4 dpm, respectivamente) e 6,8 vezes maiores (184 + 68 dpm e 27 + 10
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dpm, respectivamente) no bulbo olfatério direito, quando comparadas as
duas vias. O metabolismo foi mais pronunciado nas amostras de fluido
cerebroespinhal (14% de [*H]dopamina). Estes resultados mostram
guantidades significativamente elevadas de dopamina presente nas
amostras de cérebro de ratos ap6s a administracdo de [*H]dopamina por
via intranasal em relacdo a administracdo intravenosa. Este é, portanto,
um indicio de que quando administrada por via intranasal a
[*H]dopamina alcanca diretamente o cérebro dos animais de forma
eficiente.

Chemuturi e Donovan (2006) também estudaram o metabolismo
da dopamina administrada por via intranasal. Acido dihidroxifenil
acético (menos que 0,5% da quantidade inicial de dopamine
administrada) foi o Unico metabolito detectado em ensaio in vitro.
Contudo, a administracdo de baixas concentracbes de dopamina
reduzem o transporte e o metabolismo daquele composto. Alguns
autores tém demonstrado que o transporte nasal de dopamina, através da
camada epitelial, ¢ mediado por proteinas carreadoras (AMENTA et al.,
2001; EISENHOFER, 2001). A elevada biodisponibilidade da dopamina
em concentragfes adequadas e seu transporte ao sistema nervoso
central, através da mucosa nasal, € uma combinacao da dilui¢do limitada
da solugdo de dopamina, da atividade de vérios transportadores
protéicos e da rapida saturagdo da enzima monoamina oxidase (MAO)
no tecido nasal (DAHLIN; JANSSONE; BJORK, 2001). Chemuturi e
Donovan (2006), assim como Dahlin, Janssone e Bjork (2001), sugerem
a mucosa intranasal como uma via promissora a administragdo daquele
neurotransmissor, que através de neurdnios olfatdrios, serd diretamente
levada ao cérebro, i.e., seu local de aco.

Uma alternativa recentemente proposta por Wang e colaboradores
(2013) foi o pro-farmaco de dopamina denominado D-fenilglicina-L-
dopa, que apresentou, em ratos e por via oral, biodisponibilidade 31
vezes maior em relagdo a L-dopa. Apds a administracdo por via
intravenosa, D-fenilglicina-L-dopa foi detectada em concentragdo
sistémica superior comparativamente a L-dopa (23,79 mmol.min/mL e
12,09 mmol.min/mL, respectivamente). Isso significa que D-
fenilglicina-L-dopa apresentou uma biodisponibilidade 1,97 vez maior
gue L-dopa, provavelmente devido ao seu menor nivel de
metabolizacdo. O tempo de meia-vida da dopamina no cérebro apds
administragdo de D-fenilglicina-L-dopa foi 2,51 vezes superior, apos a
administracdo de L-dopa (112,51 min vs. 44,85 min). D-fenilglicina-L-
dopa, como um pré-farmaco de dopamina, pode prevenir e prolongar o
processo de descarboxilacdo de L-dopa. Além disso, pode funcionar
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como um sistema de liberacdo sustentavel de dopamina e, por isso,
considerado muito Gtil ao tratamento da doenca de Parkinson (WANG et
al., 2013).

3.2.7. Perfil espectral de "H-RMN dos extratos de casca de
banana

A Figura 31 representa o perfil espectral de "H-RMN de extrato
bruto aquoso (EBA) de cascas de bananas secas a 45 °C e o0s
deslocamentos quimicos (ppm) atribuidos aos compostos identificados
estdo disposto na Tabela 8.
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Figura 31. Espectro de ressonancia magnética nuclear de 1H do extrato
aquoso bruto (EBA) de cascas de bananas secas a 45 °C (Inova Varian,
500 MHz, & ppm, TSP).

Anélise preliminar do perfil espectral das amostras de EBA
revelou a presenca de ressonancias tipicas de compostos com estruturas
guimicas alifaticas (0,00-3,00 ppm) e anoméricas 3,00-5,50 ppm). Neste
contexto, de forma relacionada ao metabolismo de L-dopa e a
dopamina, foram identificados (Tab. 8) os aminoacidos glicina,
fenilalanina, triptofano e tirosina, os quais sdo precursores daguelas
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catecolaminas nas amostras de casca de banana coletadas ao longo do
periodo experimental, que compreende os meses de julho de 2010 a
fevereiro de 2013. Adicionalmente, na regido anomérica, ressonancias
foram atribuidas a sacarose, melibiose, frutose e galactose. Além disso,
a presenca de flavonoides é tentativamente considerada, com destaque a
epicatequina (3.94 ppm). O perfil espectral das amostras de EBA,
provenientes de bananas coletadas em momentos distintos, i.e. més a
més, ndo apresentou diferencas (dados néo apresentados).

Tabela 8. Deslocamentos quimicos (ppm) atribuidos a compostos

identificados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
1H-RMN do extrato aquoso bruto de cascas de bananas, secas a 45 °C.

7.43;7.42; 7.41; 7.40;

L-fenilalanina 4,00; 3.31; 3.14; 3.13
2-hidroxi-DL-fenilalanina 7.10; 7.06; 7.05
7.06; 6.96; 6.92; 6.90;

L-triptofano 6.86; 3.55; 3.51; 3.14

alfa-D-frutose 4.04; 4.00; 3.66; 3.64
alfa-D-galactose 4.07; 3.91; 3.77; 3.73
5.24; 3.85; 3.79; 3.73;
alfa-D-glucose 3.53; 3.42
beta-D-frutose-6-PO4 4.12; 3.58
beta-D-frutose 3.83; 3.79; 3.64; 3.57

3.96; 3.91; 3.73; 3.81;
3.66; 3.65; 3.64; 3.58;
beta-celobiose 3.50; 3.48; 3.41; 3.31
3.94; 3.76; 3.70; 3.65;
beta-D-galactose 3.48



116

Composto Deslocamento
gquimico guimico (ppm)
3.91; 3.89; 3.85; 3.83;
3.81; 3.79; 3.76; 3.74;

sucrose 3.68; 3.58; 3.57; 3.55
L-glicina 3.55; 3.20
5-hidroxi-L-triptofano 3.55; 3.53; 3.25; 2.95
6-deoxi-D-galactose 3.48; 3.42
3.43; 3.42; 3.41; 3.40;
2-hidroxi-DL-fenilalanina 3.39; 2.74
(-)-epicatequina 3.94

Vérias abordagens experimentais sdo comumente utilizadas a fim
de se determinar a identidade quimica dos metabdlitos derivados de
plantas. A necessidade de utilizar diversas tecnologias reflete a
dificuldade técnica em identificar e quantificar os metabdlitos devido as
largas variagbes nas suas concentragfes relativas e a complexidade
guimica de extratos das biomassas vegetais (STITT; FERNIE, 2003;
SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). Em funcdo deste cenario, a
metaboldémica de plantas é ainda limitada quanto a sua compreenséo.
Normalmente, os metaboélitos sdo identificados através da comparacao
de espectros de compostos isolados provenientes de bibliotecas como a
NIST (http://www.nist.gov), a Wiley (http://www.wileyregistry.com/) ou
a Sigma—Adrich
(http://lwww.sigmaaldrich.com/Area_of Interest/Equip___ Supplies Ho
me/Spectral_Viewer/FT_NMR_Library. html), por exemplo. Embora
essas bibliotecas contenham mais de 350 mil espectros das mais
variadas substancias, a maioria deles é de compostos sintéticos isolados,
sendo carentes de informacdo quanto ao perfil espectral quimico dos
compostos em conjunto, considerando suas interacGes quimicas em uma
amostra como um todo (WAGNER; SEFKOW; KOPKA, 2003). Diante
deste cenario, surgiu a ideia de estudar a metabolémica das cascas de
banana no intuito de elucidar a sua composicdo quimica através de
diferentes abordagens analiticas e considerando a possibilidade de uma
atividade bioldgica, i.e., 0 potencial de regeneracédo tecidual atribuido a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mendes%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12590110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dixon%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12590110
http://www.nist.gov/
http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Interest/Equip____Supplies_Home/Spectral_Viewer/FT_NMR_Library
http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Interest/Equip____Supplies_Home/Spectral_Viewer/FT_NMR_Library
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sefkow%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12590116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kopka%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12590116
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esta biomassa, conforme descrito na medicina popular brasileira
(BALBACH, 1945).

Uma razdo importante que dificulta a troca de informagdes esta
relacionada a complexidade dos dados gerados no estudo da
metabol6mica, devido aos diferentes delineamentos experimentais que
geram resultados em unidades e formatos variados. Para entender o
experimento e interpretar os resultados, é imprescindivel que se tenha
informacéo precisa no que diz respeito ao delineamento experimental, a
preparacdo da amostra e metodologia analitica utilizada. Entretanto, a
dificuldade estd em padronizar todos esses detalhes de forma que a
informacdo fique claramente descrita e, assim, seja compreendida de
maneira globalizada (BINO et al., 2004). Sendo assim, no presente
estudo se fez necessaria a analise de substancias padrdo, nas mesmas
condicGes de andlise das amostras, a fim de construir um banco de dados
préprio.

4, Conclusao

Antes de dar inicio a analise do perfil fitoquimico da casca de
banana (Musa sp., cultivar Prata And), foi selecionado o processamento
prévio das amostras e o solvente extrator. Como processamento amostral
prévio selecionou-se a secagem em estufa, a 45 °C. Este é um
procedimento simples, rapido e de baixo custo a desidratacdo do
material, visando a estocagem em condicdo adequada da matéria prima
vegetal. O solvente extrator selecionado foi a solu¢do de metanol p.a.
acidificada (HCI 1%, v/v), uma vez que o conteldo de compostos
fendlicos totais foi estatisticamente mais elevado e diversificado nesta
condi¢do de extragdo. O solvente extrator 4gua destilada também foi
selecionado, pois diante dos resultados descritos no Capitulo 2, ha
interesse em avancar na sua analise fitoquimica e correlaciona-la com a
atividade cicatrizante atribuida ao EBA.

Foi observada uma diferenca significativa entre as concentragdes
de compostos fenolicos totais, determinados por espectrofotometria UV-
visivel, quando comparados os solventes extratores dgua destilada e
solugdo metandlica acidificada. A solugdo acidificada tende a manter os
compostos fendlicos protonados, evitando assim sua degradacdo durante
0 processo de extracdo e quantificacdo. Portanto, as concentragdes de
compostos fenolicos totais presentes no extrato metandlico acidificado
foram mais elevadas comparativamente ao EBA de cascas de bananas. O
perfil de compostos fendlicos foi determinado através da CLAE, tendo
como constituinte majoritario a galocatequina.
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A determinacdo de carotenoides através da RF-CLAE-UV-Vis
apresentou teores mais elevados destes compostos, quando comparados
0s resultados obtidos por espectrofotometria, indicando que a separacéo
cromatografica é importante a qualidade e precisdo dos dados
observados a matriz complexa em estudo. Além disso, a RF-CLAE-UV-
Vis revelou o perfil de compostos carotenidicos das cascas de bananas
cv. Prata And, a saber: luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, a-caroteno,
trans-p-caroteno e cis-p-caroteno. .

A analise das catecolaminas L-dopa e dopamina, a partir de
extratos aquosos acidificados (HCI 0,1M) de cascas de bananas,
mostrou-se eficiente em sistema cromatogréfico equipado com coluna
cromatogréfica C18 de fase reversa (NST 033003, 30 mm x 3 mm x 0,3
um < interno) e sistema de eluicdo composto por tampdo Tris (tris-
hidroximetilaminometano - 50mM, pH7): metanol: acetonitrila (8: 1: 1,
v/viv). A analise da metabolémica de uma matriz complexa como 0s
extratos de casca de banana permitiu a identificacdo simultdnea de
compostos de baixo peso molecular pertencentes a diversas classes
guimicas entre as amostras de cascas de banana, coletadas ao longo de
julho de 2010 a fevereiro de 2013. Um destaque para os aminoacidos da
via de sintese das catecolaminas, entre os quais estdo o triptofano, a
fenilalanina e a tirosina. E que ndo foram identificadas através de outras
técnicas analiticas rotineiras em laboratérios de pesquisa, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). De fato, no atual
estdgio do estudo, a ndo seletividade tipica da RMN constituiu um
vantagem analitica ao entendimento do metaboloma da casca de Musa
sp..

A analise fitoquimica dos extratos de casca de banana permitiu
identificar e quantificar, através de técnicas espectrofotométrica,
cromatogréafica e espectroscopica compostos bioativos relevantes, entre
eles compostos fendlicos, carotenoides, catecolaminas, flavonoides,
aminoacidos e carboidratos. Além disso, permitiu a padronizacdo do
EBA, o mais promissor quanto ao potencial cicatrizante, conforme
descrito no Capitulo 2.
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Capitulo 2: Potencial cicatrizante de extratos supercritico e
convencional de casca de banana e seus perfis de composi¢ao
guimica

1. Introducéo
1.1. Cicatrizacdo de lesdes

A cicatrizacdo de lesdes € um processo complexo que requer a
participagéo de diversos tecidos e linhagens celulares. O maior objetivo
da biologia da cicatrizacdo é compreender como a pele pode ser
induzida a reconstruir-se da forma mais perfeita, i.e., sem que seja
formada uma cicatriz, ap6s ter sofrido um dano em sua estrutura. Por
isso, considera-se estudar o processo cicatricial a nivel embrionario, em
que o reparo ocorre de forma rapida e eficiente e resulta em uma
regeneracao tecidual perfeita, sem a perda de caracteristicas originais do
tecido regenerado (MARTIN, 1997).

O primeiro evento que ocorre apos uma lesdo ¢é a formagéo de um
coagulo (Fig. 32a), i.e.,, um agregado de plaquetas que convertem o
fibrinogénio em fibrina. Neste ambiente ha citocinas e fatores de
crescimento secretados devido & degranulagdo das plaquetas. O inicio de
toda essa mobilizacdo do organismo se d& a partir da lesdo, a qual atinge
também os vasos sanguineos. Tem por objetivo conter o extravasamento
de sangue, recrutar células circulantes para o leito da lesdo, dar inicio
aos processos de reepitelizacdo e estimular a angiogénese caracteristica
do processo cicatricial. Portanto, logo ap6s uma lesdo varias rotas
metabdlicas sdo imediatamente ativadas e sincronizadas a fim de
restabelecer a homeostase tissular que foi perturbada (MARTIN, 1997;
CLARK, 1993).

Acredita-se que as plaquetas sdo células de suma importancia a
cicatrizacdo de lesbes, sendo responsaveis por iniciar o evento de
coagulacdo através da liberacdo do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e do fator de crescimento transformador f no leito da
lesdo, iniciando assim a ativacdo de fibroblastos e demais células
mesenquimais (MARTIN, 1997).

Os mondcitos (denominados de macréfagos quando saem dos
vasos e instalam-se nos tecidos) séo recrutados da circulagdo sanguinea
em resposta a eventos moleculares na superficie das células endoteliais,
direcionando capilares ao leito da lesdo (SPRINGER, 1994). Os
macréfagos sdo células do sistema imune que aparecem na sequéncia no
leito da lesdo e sua fungéo primordial é fagocitar componentes da matriz
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e debris celulares, limpando a &rea lesionada. Todas estas células do
sistema imune liberam de maneira continua citocinas, fatores de
crescimento e radicais livres, os quais sdo responsaveis pela sinalizagdo
celular destinada ao reparo tecidual, além de amplificarem os sinais
inflamatdrios (Fig. 32b) (FRENCH-CONSTANT et al., 1989).
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Legenda

E] célula: epiderme

tecido conectivo

r vas0 sanguineo
$ codgulo: fibrina

tecido cicatricial

Figura 32. Esquema do leito da lesdo durante o processo de cicatrizacdo
de tecido epitelial (a) minutos antes da camada de células epidermais
(azul) ser rompida e o tecido conectivo (cor de rosa) ser danificado.
Vasos sanguineos (vermelho); (b) horas ap6s a lesdo: a resposta
angiogéncia ja foi acionada e as células da bordas da epiderme comecam
a migrar uma em dire¢do a outra; () Quando a epiderme cicatriza, 0s
brotamentos dos vasos sofrem apoptose, ha contracdo do tecido
conectivo, restando a cicatriz dérmica. Os leucécitos sdo ativados e
migram ao leito da lesdo (a) e seu pico de atividade é observado no
estagio (b). Geralmente a inflamacdo é resolvida no estagio (c).
Adaptado de Martin e Leibovich (2005).

Pesquisas recentes identificaram que o oxigénio e radicais livres
derivados ndo sdo requeridos somente para desinfetar as lesbes. Essa
sinalizacdo sensivel as condicdes de oxirreducdo relacionadas ao
oxigénio representam um componente integral da cascata de eventos
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envolvidos na cicatrizagdo. O conhecimento de que radicais livres séo
necessariamente agentes de destruicdo para o hospedeiros esta agora
enfrentando algumas mudancas (LINNANE; KIOS; VITETTA, 2007).
Ha mais de uma década, foi proposto que em sistemas bioldgicos
oxidantes que oxidantes como H,O, atuam como sinalizadores aas
células, regulando diversos eventos metabdlicos (SEN; PACKER,
1996).

De acordo com Martin e Leibovich (2005), uma série de
experimentos na década de 1970 mostrou que, desde que as condigdes
de esterilidade fossem mantidas, a deplecdo de neutrdfilos,
surpreendentemente, ndo parecia interferir no reparo tecidual.
Entretanto, a deplecdo de macréfagos impediu a limpeza do leito da
lesdo e 0 processo cicatricial ndo ocorreu de forma desejada. Devido a
estes resultados, considera-se que a resposta inflamatdria esta
diretamente relacionada ao processo de reparacdo. E somente ao final do
processo cicatricial que essas células inflamatérias deixam o leito da
lesdo, sendo consideradas essenciais a cicatrizacao.

Em um tecido epitelial que ndo sofreu lesdo, os queratindcitos
estdo ancorados na matriz extracelular através de hemidesmossos. Os
hemidesmossos estdo ligados a laminina na lamina basal através de
integrinas, e possuem ligagdes intracelulares com o citoesqueleto de
queratina. Quando ocorre uma lesdo, toda essa rede de ligagdes entre
moléculas, que tem por fun¢do dar suporte aos queratindcitos e permitir
sua migracdo, € desestruturada. O rearranjo desta matriz pode contribuir
retardando o processo cicatricial, pois impede a migracdo de células
epidérmicas (CAVANI et al. 1993; BREUSS et al. 1995).

1.2. Estudo fitoquimico: aspectos relacionados & extracao de
compostos bioativos

E relevante o volume de investigacbes fitoquimicas em
organismos terrestres, além de outras fontes como organismos marinhos,
insetos e microorganismos. Isso se deve a diversidade molecular dessas
fontes de matéria-prima, um fator importante na procura de novos
compostos com propriedades fisico-quimicas e atividades bioldgicas
relevantes (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2001).

Uma das maneiras de se extrair valor econdmico da
biodiversidade é a bioprospeccéo. Bioprospeccéo é definida como sendo
a busca sistematica por organismos, genes, enzimas, compostos,
processos e partes provenientes de seres vivos, que tenham potencial
econdmico e, possivelmente, levem ao desenvolvimento de um produto
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(SACCARO; JUNIOR, 2011). Em 2003, estimava-se que cerca de 40%
dos medicamentos disponiveis na terapéutica eram desenvolvidos a
partir de fontes naturais, sendo 25% de plantas, 13% de
microorganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2003). Atualmente, esse
valor estd em torno de 50% (SACCARO; JUNIOR, 2011). A respeito
dos medicamentos anticancer, aproximadamente dois tercos destes sdo
de origem natural, provenientes de organismos marinhos e terrestres
(UNU-IAS, 2005). Portanto, o papel da bioprospeccdo no setor
farmacéutico é bastante relevante, uma vez que diversos farmacos estao
sendo desenvolvidos a partir de produtos naturais.

Tem sido crescente a importadncia dos estudos quimicos e
farmacoldgicos envolvendo extratos de produtos naturais devido,
especialmente, a caracterizacdo de novos compostos com atividade
terapéutica e aos custos elevados da pesquisa e da elaboracdo de
medicamentos sintéticos (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2001).
Neste contexto, observa-se também uma énfase consideravel na
recuperacdo, reciclagem e melhoramento de residuos de biomassas
vegetais, 0s quais, consoante aos seus volumes residuais e tecnologia
empregada, podem ser convertidos a produtos comerciais e/ou matéria—
prima para processos secundarios (LAUFENBERG; KUNZ;
NYSTROEM, 2003). A casca de banana (Musa sp., cultivar Prata Ana)
insere-se neste cenario, devido a elevada quantidade de residuo e
também por possuir histdrico de uso popular como agente cicatrizante.

A fim de elucidar a composi¢do quimica de biomassas vegetais,
as quais podem ser a base de novos medicamentos, os extratos de
plantas medicinais devem ser analisados quanto ao seu perfil quimico,
utilizando-se  diversas abordagens analiticas, tais como as
cromatografias liquida e gasosa, a espectrometria de massa, a
espectrofotometria UV-visivel e as espectroscopias de ressonancia
magnética nuclear (RMN) e infravermelho (IV), por exemplo
(WOLFENDER; NDJOKO; HOSTETTMANN, 2003).

Além da correta identificacdo dos compostos com propriedades
funcionais presentes na casca de banana, é importante que este potencial
seja preservado durante a extracdo. Aspectos como qualidade e
composicdo de fitoterapicos estdo relacionados fundamentalmente com
a técnica de extracdo empregada na preparacdo dos extratos de produtos
naturais. As extragdes com solventes organicos podem utilizar uma
ampla variedade de (organo)solventes, e.g., alcoois metilico e etilico,
hexano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, agua, éter de petroleo.
Séo técnicas comumente aplicadas nas industrias quimica, farmacéutica
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e de alimentos para a producdo de extratos diversos (MEZZOMO,
2008).

Dentre os métodos tradicionais de extracdo com solvente
organico mencionam-se a extracdo utilizando soxhlet e a maceragdo. Em
ambos, o principal inconveniente e a necessidade de eliminacdo do
solvente apds a extracdo, o que dependendo da metodologia utilizada
pode causar a degradacdo dos compostos obtidos, além da presenca
residual de solventes (MEZZOMO, 2008).

Acoplado a extragdo convencional, é possivel utilizar artificios a
fim de otimizar o processo como, por exemplo, as técnicas de
tratamento amostral com radiacbes na faixa do microondas e o
ultrassom.

Durante o processo de extragdo, a sonicacdo ou ultrassom
provoca o rompimento celular e a reducdo do tamanho das particulas,
proporcionando uma area de contato maior entre as fases solida e
liquida, melhorando o acesso do solvente e o rendimento da extracdo,
comparativamente aos métodos tradicionais (ZHOU; LI; ZHANG,
2009).

As microondas sd@o um tipo de energia radiante e, assim como as
ondas de radio, a luz visivel, o infravermelho e a eletricidade, fazem
parte do espectro eletromagnético, ou seja, constituem uma forma
de radiacdo eletromagnética. A radiagdo na faixa de microondas € nao-
ionizante pois, diferentemente dos raios-X, o, B e vy, seus efeitos sdo
estritamente térmicos e, portanto, ndo alteram a estrutura molecular dos
analitos irradiados (CARVALHO, 2005).

O principio béasico da radiacdo microondas é o0 aquecimento por
vibragdo molecular. As radiaces penetram superficialmente no material
vegetal (2 a 4 cm) fazendo vibrar as moléculas na frequéncia de 2,45
GHz, por exemplo. Os quanta de energia sdo fracamente absorvidos por
moléculas polares como agua e aclcares, através do fendmeno de
ressonancia. Moléculas polares sdo capazes de se alinhar com o campo
elétrico das ondas e este muda de direcdo de acordo com a frequéncia,
cada molécula tende a acompanhar essas mudancgas, arrastando
moléculas vizinhas. Essa agitacdo resulta no aumento da energia cinética
das moléculas e, como consequéncia, ocorre 0 aumento da temperatura.
O calor é transmitido as moléculas mais profundas por conducédo, ou
seja, as moléculas que vibram, chocam-se com as outras, fazendo-as
vibrar também. Somente moléculas de agua, gordura e aglcar entram
em ressonancia quando expostas a radiacdo microondas (CARVALHO,
2005).
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Em escala laboratorial, a preparacdo de extratos vegetais €
bastante diversificada considerando, por exemplo, o uso de técnicas
convencionais de extracdo como a maceracdo adicionada de
procedimentos que aumentam a interacdo entre a matéria-prima e o
solvente. Além disso, 0s extratos vegetais também podem ser obtidos
através de técnicas mais elaboradas como a extracdo supercritica (ESC)
gue emprega gases pressurizados como o diéxido de carbono (CO,), por
exemplo. Esta técnica tem sido utilizada com sucesso na obtencdo de
compostos naturais biologicamente ativos (MEZZOMO, 2008) e
destaca-se por ser de baixo impacto ambiental e pela qualidade dos
extratos obtidos (KHAJEH et al. 2004). A ESC mostra-se adequada
especialmente as substancias termicamente ou quimicamente instaveis e
de baixa polaridade, além de ser um método de extracdo rapido e
eficiente quanto ao uso de solventes (CALIXTO; YUNES, 2001).

De fato, a ESC diferencia-se das outras técnicas pela producao de
extratos isentos de solvente, além de permitir o facil controle da
seletividade do processo. Esta técnica destaca-se como processo
alternativo de extragdo, que emprega gases densos como solventes de
extracdo, em operacdes a alta pressdo. Um fluido submetido a pressao e
temperatura acima de seu ponto critico torna-se supercritico. Varias
propriedades dos fluidos sdo alteradas sob essas condigdes, e.g., a
densidade do fluido supercritico é similar a dos liquidos, sua viscosidade
assemelha-se a dos gases e sua capacidade de difusdo é intermedidria
entre os dois estados. Portanto, o estado supercritico de fluidos pode ser
definido como o estado no qual liquido e gas sdo indistinguiveis entre si
(HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006). Devido a sua baixa
viscosidade e alta capacidade de difusdo, os fluidos supercriticos
apresentam propriedades de transporte melhores que os liquidos. Podem
se difundir facilmente através de materiais solidos, resultando em
melhores rendimentos nas extracbes (DEL VALLE; AGUILLERA,
1999; RAVENTOS; DUARTE; ALARCON, 2002).

O CO, ¢ o solvente supercritico mais empregado no processo de
extragdo por ESC que, por sua natureza apolar, dissolve
preferencialmente compostos afins. Substancias de alta polaridade
também podem ser extraidas com CO, supercritico em altas densidades
(altas pressdes de operacdo) e/ou mediante o emprego de co-solventes,
como o etanol e 0 metanol, com os quais é possivel aumentar o espectro
de substancias sollveis ao CO,. Estes co-solventes, normalmente
compostos organicos, sdo adicionados ao CO, em baixas concentracdes
para aumentar o rendimento do processo e a seletividade dos extratos
(PASQUEL et al. 2000; POKORNY; KORCZAC, 2001).
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Conforme representado na Figura 33, na extragdo supercritica de
matrizes solidas, como a farinha das cascas de banana, o solvente
supercritico, usualmente o CO,, escoa através do leito fixo dessas
particulas sélidas, solubilizando parte de seus constituintes quimicos. O
esgotamento do solido ocorre na direcdo do escoamento, enquanto a
massa de extrato na fase solvente aumenta na mesma dire¢do. O
solvente flui através do leito fixo e arrasta consigo os solutos. Na saida
do extrator, encontra uma valvula de expansdo e retorna ao estado
gasoso e, finalmente, o soluto e coletado (REVERCHON; DE MARCO,
2006).

Mandmetro
Regulador de pressio G : : Totalizador
L Medidor
Compressor de vazdo
Frasco Coletor
Coluna de| |
extragdo
Eanho Termostatico
Tangue de CO2
C AN J
Yo N
EXTRACAOQ SEPARACAOQ

Figura 33. Diagrama esquematico da extracdo supercritica de matrizes
solidas (FERREIRA et al. 1999).

A intervengdo no processo de regeneracdo do tecido lesionado
visa tanto condicionar este local a repavimentacdo celular, quanto
acelerar o processo como um todo até que seja atingida a homeostasia
tecidual sem nenhum prejuizo ou formacdo de cicatriz. E sabido que
ambos 0s extratos bruto aquoso e bruto hidroetandlico de cascas de
banana apresentam potencial cicatrizante eficaz, quando aplicados ao
modelo de excisdo tecidual em camundongos (PEREIRA, 2010). Desta
forma, os extratos de cascas de banana utilizados no modelo de lesdo
tecidual por excisdo do presente estudo foram desenvolvidos
considerando a diferenca de polaridade e o tamanho das moléculas que
0s compde, na tentativa de isolar classes de composto e, possivelmente,
relaciona-las ao potencial cicatrizante de seu respectivo extrato.
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Portanto, através de métodos convencionais de extracdo e da extracao
supercritica foram obtidos 8 extratos de cascas de banana (Musa sp.,
cultivar Prata And). E estes extratos foram submetidos ao modelo de
cicatrizacdo por excisdo tecidual em camundongos isogénicos Balb/C a
fim de se dimensionar o seu potencial cicatrizante. Concomitantemente,
0s extrato obtidos foram submetidos as analises fitoquimicas para
determinacdo do perfil de compostos fendlicos e/ou perfil carotenoidico.

Os extratos de casca de banana da cultivar Prata And (Musa sp.)
apresentam acdo cicatrizante, consoante ao seu perfil de composicdo
guimica. Assume-se que conhecendo a composicdo quimica dos extratos
de casca de banana, serd possivel relacionad-la a sua acdo terapéutica,
i.e., capaz de promover a regeneracao tecidual.

2. Material e métodos

2.1. Pré-processamento do material vegetal
Conforme descrito no Capitulo 1, item 2.1.
2.2. Procedimentos de extracéo

Amostras de cascas de banana seca foram trituradas em moinho
de laboratério para a obtencdo de uma farinha (60 mesh). Os
experimentos de extragdo supercritica ocorreram junto ao Laboratorio
de Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC/UFSC), sob a
orientacdo da professora Dra. Sandra Regina Salvador Ferreira. Os
experimentos utilizando métodos de extracdo convencional foram
realizados no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal
(LMBV/UFSC).

2.2.1. Extracao supercritica (ESC)

Os experimentos de extracdo supercritica para obtencdo do ESC
foram realizados empregando-se 0 método dinamico de extragdo que se
caracteriza pela passagem continua do solvente supercritico pela matriz
solida. O extrator supercritico (Thermische Verfahrenstechnik da
Technische Universitant Hamburg-Harburg, Germany) operou a presséo
méaxima de 300 bar, com vazdes de solvente de 1,67 g/min a 13,33
g/min. A unidade de ESC é apresentada com algum detalhamento na
Figura 34.
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Figura 34. Diagrama esquematico do equipamento de ESC (LATESC-
UFSC) utilizado nos experimentos, onde E: Extrator; VT: Valvula de
controle da frequéncia da bomba; V1: Valvula reguladora de pressao;
V2, V3 e V4: Vélvulas da entrada, saida e micrométrica do extrator,
respectivamente; P11: Mandmetro de controle do cilindro cilindro de
CO, com 99,9 % de pureza; P12: Mandmetro de controle da bomba; PI13:
Manémetro de controle do extrator; TI: Controladores de temperatura
(ZETZL; BRUNNER; MEIRELESS, 2003).

2.2.1.1. ESC com CO,

As condicles de operagdo a extragdo supercritica utilizando CO,
foram:

1) 20g de casca de banana pré-processadda (seca a 45 °C e
triturada, 60 mesh) constituindo o leito fixo de particulas, pressdo de
extracdo de 300 bar, 40°C e dioxido de carbono (CO,) como solvente
supercritico na condicdo de densidade de 840 kg/m3 (ZHOU; LI;
ZHANG, 2009). O extrato derivado de extracdo supercritica |
denominou-se ESC I. O tempo de extracdo foi de 4 horas para uma
vazdo de solvente de 3,0 g/min, conforme os resultados de ROSSO
(2009);



139

2) Com a mesma condi¢do de vazdo de solvente e massa de
matéria-prima para formar o leito de sdlidos foi realizado o
fracionamento de ESC I: (a) ESC Il, obtido sob condicfes de pressdo de
100 bar, 40 °C e 1h de extracéo, constituindo por compostos de baixo
peso molecular; e (b) ESC Ill, obtido na condicdo de 300 bar, 40 °C, 3h
de extracdo, aplicada na mesma matriz ap6s a separacao do extrato ESC
Il. Nesta etapa foram obtidos os compostos de alto peso molecular
(ROSSO, 2009).

2.2.1.2. ESC com CO, e co-solvente

A adicdo de co-solvente (CS) a extracéo supercritica utilizou uma
bomba de CS acoplada ao equipamento de extracdo supercritica, com
vazdo entre 0,1 e 10 ml/min. Nesta etapa, buscou-se aumentar o
rendimento do processo extrativo, sem comprometer extensivamente a
seletividade da operacdo. Etanol (p.a.) foi utilizado como co-solvente,
em duas concentra¢des (m/m), calculado com base na massa de dioxido
de carbono (ROSSO, 2009).

Os experimentos com co-solvente foram realizados nas condi¢es
de pressao de 300 bar, temperatura de 40°C, vazdo média de 0,3 kg/h de
CO, e tempo de extragdo de 4 h. O etanol foi empregado como co-
solvente devido a seu grau alimenticio e potencial cicatrizante do extrato
bruto hidroetanolico de casca de banana, obtido por maceragdo daquela
biomassa no referido organosolvente (PEREIRA, 2010). A quantidade
de solvente necessdria a obtengdo da concentragdo desejada foi
calculada com base na vazdo de CO, e no tempo total de extracdo
(PASQUEL et al. 1999). A obtengdo dos extratos ESC IV e ESC V
implicou em duas concentragcfes do co-solvente utilizado neste
processo, a saber 2% e 5% (m/m), respectivamente.

2.2.2. Extracao utilizando métodos convencionais
2.2.2.1. Extracdo assistida por ultrassom

No procedimento de sonicagcdo das amostras, 15 mL de agua
destilada foram adicionados a 1g de farinha de cascas de banana seca,
seguido de exposicdo ao ultrassom (150 W, 40 kHz) a 25°C por 10, 20,
30, 40 50 ou 60 min. O extrato obtido foi filtrado em suporte de celulose
sob vacuo e o sobrenadante recuperado denominou-se extrato ultrassom
(EV).
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A eficiéncia do processo de extracdo dos compostos de interesse
foi monitorada por espectrofotometria UV-visivel (UV-Vis). O contetdo
de compostos fendlicos totais foi determinado nas amostras dos extratos
conforme metodologia descrita por Randhir e colaboradores (2002),
com a utilizacdo do reativo de Folin-Ciocalteau. A quantificacdo dos
compostos fendlicos utilizou uma curva-padrédo (epigalocatequina galato
- 50 pg/mL - 1250 pg/mL - y = 0,0002x, r* = 0,99) e os resultados foram
expressos em equivalentes de epigalocatequina galato/g de biomassa
seca. As analises foram realizadas em triplicata. Os conte(ldos médios de
compostos fendlicos totais foram comparados através da analise de
variancia (ANOVA), com o auxilio do software GraphPad Instat® 3.

2.2.2.2. Extracdo assistida por micro-ondas

O procedimento de extragdo utilizando radiacdo microondas foi
testado irradiando-se as amostras (1g) de farinha de casca de banana
seca na presenca de 3 volumes de agua destilada, em forno de
microondas nos tempos de 10, 30 e 60 segundos na frequéncia de 2,45
GHz. O extrato obtido foi denominado extrato de microondas (EM). A
eficiéncia do processo de extragdo dos compostos de interesse foi
monitorada por espectrofotometria UV-Vis e por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), conforme descrito subsequentemente.

2.2.2.3. Extrato bruto aquoso

Para a obtencdo do extrato bruto aquoso (EBA), a 1 g de farinha
de cascas de banana seca a 45°C foram adicionados 15 mL de agua
destilada. O contetdo foi incubado em banho-maria (37°C, 30min),
seguido de centrifugacdo (4.000 rpm, 15 min) e recuperacdo do
sobrenadante, i.e., extrato bruto aquoso.

2.3. Monitoramento do perfil quimico de extratos de casca de
banana por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa,
acoplada a espectrofotmetria UV-Vis (FR —CLAE-UV-Vis)

2.3.1. Compostos fendlicos

Aliquotas (10 uL) de amostras dos extratos de casca de banana
foram analisadas em cromatdgrafo liquido (Shimzadu LC-10A),
equipado com coluna de fase reversa C18 (Shim-Pack CLC-ODS, 25 cm
x 4,6 mm & interno, 5 pm particula) e detector espectrofotométrico UV-
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visivel (280 nm). A eluico utilizou H20: AcOH: n-BuOH (350: 1: 10,
v/viv) como fase mével, com fluxo de 0,8 mL/min e a identificacdo dos
compostos de interesse (i.e., &cidos gélico, ferdlico, caféico, cindmico,
clorogénico, p-cumarico, quercetina, epicatequina, epigalocatequina,
galocatequina e epigalocatequina galato) foi efetuada via comparacéo
com os tempos de retencdo e co-cromatografia de amostras padrdes
(Sigma - 100 pg/mL), sob as mesmas condigdes experimentais. A
guantificacdo dos acidos fendlicos utilizou uma curva padrao externa de
4cido galico (5 pg/mL — 300 pg/mL, y = 35158, r* = 0,99), tendo como
referencial a integral da area dos picos correspondentes. Os valores
foram expressos como média + desvio padrdo de 3 injecOes
consecutivas.

2.3.2. Carotenoides

Aliquotas (10 pL) de extratos de casca de banana foram
analisadas em um cromatdgrafo liquido (Shimzadu LC-10A), equipado
com coluna C18 de fase reversa (Vydac 201TP54, 250 mm x 4,6 mm &
interno, 5 um particula), pré-coluna (Vydac 218GK54, 5 um) e detector
espectrofotométrico UV-visivel operando em 450 nm. A eluicéo utilizou
MeOH: acetonitrila (90:10, v/v) como fase movel, em fluxo de 1
mL/min. A identificagdo dos compostos de interesse (i.e., a-caroteno, | -
caroteno, [ -criptoxantina, luteina, zeaxantina) considerou os tempos de
retencdo determinados a partir da analise de amostras de padrdes
analiticos (Sigma - 100 upg/mL), sob as mesmas condigdes
experimentais.

Para efeitos de calculo do conteldo dos compostos
carotenoidicos, foi utilizada curva-padrio externa (1 pg/mL — 50 pg/mL,
y = 0,055207x, r* = 0,99) e a integral dos picos correspondentes. Os
dados foram expressos como média + desvio padrdo de 3 injecdes
consecutivas. Os conteldos médios de compostos carotenoidicos foram
comparados através da andlise de variancia (ANOVA), com o auxilio do
software GraphPad Instat® 3.

2.4. Padronizagéo do extrato bruto aquoso

A fim de padronizar a composicdo quimica do extrato bruto
aquoso (EBA) de casca de banana seca a 45°C, referente ao més de
Marc¢o de 2011, o qual apresentou 0 melhor desempenho nos ensaios de
cicatrizacdo in vivo, foram realizados todos os procedimentos referentes
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a Determinagdo do perfil quimico de extratos de casca de banana
(Capitulo 1, item 2.3). Considerando a caracteristica polar do extrato
aquoso, esta ndo é satisfatéria a obtencdo de compostos apolares,
conforme observado na quimica dos compostos carotenoidicos.

2.4.1. Quantificacao de taninos

O processo de extracdo e quantificacdo de taninos das amostras
baseou-se nas propriedades de precipitacdo de proteinas, i.e., gelatina,
daqueles compostos, conforme descrito por Valdés e colaboradores
(2000) e adaptado para analise de casas de banana. O método utilizado
consta de duas etapas, sendo a primeira relativa & quantificacdo de
compostos fendlicos totais e a segunda de quantificacdo dos compostos
fendlicos residuais, apés a adsor¢do dos taninos em matriz proteica, i.e.,
gelatina.

A primeira etapa constitui-se da obtencdo do extrato aquoso de
casca de banana seca a 45 °C, conforme descrito no Capitulo 1, item 2.2,

Na segunda etapa desta metodologia, uma aliquota de 2 mL de
extrato aquoso foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL com
tampa. Em seguida, foram adicionados 8 mL de agua destilada, 5 mL de
solucdo de gelatina 25 %, 10 mL de solucdo saturada de cloreto de sddio
acidificado (&cido cloridrico 1%) e 1 g de Caolin. O meio de reacdo foi
submetido a agitacdo durante 30 min e, em seguida, foi deixado em
repouso por no minimo 5 min e filtrado sob vacuo. O branco desta etapa
constituiu-se de 10 mL de &gua destilada, 5 mL de solugdo de gelatina
25 %, 10 mL de solucdo saturada de cloreto de sddio acidificado (HCI 1
%, v/v) e 1 g de Caolin, adicionados em bal6es volumétricos de 25 mL,
conforme os procedimentos utilizados para as amostras.

Aliquotas de amostras da primeira e da segunda etapa tiveram o
contetido de compostos fendlicos totais determinado conforme descrito
no item 2.3.2.

O célculo do contelido de taninos presente no extrato corresponde
a diferenca entre a concentracdo do contelido de compostos fenodlicos
totais da primeira etapa e a concentracdo de compostos fendlicos
residuais da segunda etapa da metodologia. As andlises foram realizadas
em triplicata e o resultado expresso em média + desvio padréo.

2.4.2. Antibiograma

O antibiograma é uma técnica destinada a determinacdo da
sensibilidade bacteriana in vitro frente a agentes antimicrobianos,
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também conhecido por Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA).
A metodologia de Kirby e Bauer para antibiograma ¢é a mais difundida e
utilizada até hoje na rotina de andlises clinicas, devido a sua praticidade
de execucdo, baixo custo e confiabilidade de seus resultados.

O procedimento consistiu no preparo da suspensdo de cultivo
recente de 3 espécies bacterianas da colecdo bacteriolégica ATCC, a
saber: Escherichia coli (bactéria bacilar gram-negativa), Pseudomonas
aeruginosa (bactéria bacilar gram-negativa) e Staphylococcus aureus
(bactéria esférica gram-positiva). Apds a inoculacdo bacteriana em placa
de 4gar Mueller & Hinton, procedeu-se a adicdo dos discos de papel
filtro impregnados com agua destilada e extrato bruto aquoso de casca
de banana nas concentracbes de 30 pg/mL e 60 pg/mL. Apds a
incubacgdo em estufa (36 °C, 24 h), analisou-se o padrdo de crescimento
ou inibi¢do ao redor de cada disco através da medicdo do didmetro do
halo observado. Os resultados foram comparados com dados de inibi¢&o
de halo de crescimento de antimicrobianos de uso clinico corrente, como
auxilio de tabelas apropriadas segundo a espécie bacteriana em andlise
(OLPLUSTIL et al. 2010).

2.5. Estratégia experimental

Inicialmente, na etapa I, os extratos da casca de banana seca a 45
°C (ESC I, ESC lll, ESC IV, ESC V, EU, EM e EBA) foram avaliados
guanto ao seu potencial cicatrizante, através do parametro denominado
periodo de epitelizacdo da lesdo, relacionado & morfometria da leséo.

Dentre os oito extratos analisados, foram selecionados quatro
deles, i.e., aqueles que proporcionaram o menor periodo de epitelizacéo
da les&o.

Na etapa Il, os quatro extratos selecionados foram submetidos a
avaliacdo do potencial cicatrizante, via estudos de quantificacdo de
hidroxiprolina. Este parametro foi avaliado no dia zero (t,,), sendo este
o referencial basal dos animais, bem como ao final do periodo de
cicatrizacdo. Concomitantemente, e em intervalos de tempo de trés dias,
estabelecidos a partir do periodo de epitelizacdo, foi determinada a
porcentagem de reducéo da lesdo ao longo do processo de cicatrizacéo.

Na etapa Ill, foi selecionado o extrato que apresentou 0s
melhores resultados na etapa Il. Também foi realizado o estudo da
metabolémica do processo cicatricial.

Além disso, foi determinado e analisado o perfil quimico de todos
0S extratos de cascas de banana, através das técnicas
espectrofotométrica, cromatografica e  espectroscépica, sendo
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consideradas as suas caracteristicas quimicas conforme as condigdes de
obtencdo dos extratos.

2.6. Estudo da atividade cicatrizante dos extratos derivados
de extracdo supercritica e de extracdo por métodos convencionais

Previamente ao inicio dos experimentos, o plano de trabalho foi
submetido (protocolo PP00515) ao Comité de Etica na Pesquisa com
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina para
aprovagdo (n° processo: 23080.040941/2010-19).

Para a realizacho dos experimentos foram utilizados
camundongos de linhagem isogénica Balb/C (Mus muscullus), machos
(20+£2 g de peso), com aproximadamente 60 dias, obtidos a partir de
reproducdo controlada realizada no biotério setorial do Laboratério de
Bioquimica experimental (LABIOEX), no Centro de Ciéncias
Bioldgicas, sob responsabilidade da professora. Dra. Rozangela Curi
Pedrosa.

Os animais foram mantidos conforme recomendacbes de
guidelines reconhecidos internacionalmente e destinados a criacdo e ao
manejo de animais para a pesquisa. Assim, os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas sob condi¢des controladas (ciclo claro-escuro de 12
horas, temperatura 25+2° C e 60% de umidade do ar), recebendo racdo
comercial autoclavada e agua ad libitum para adaptacdo (CHORILLI;
MICHELIN; SALGADO, 2007).

Os ensaios que caracterizam o potencial cicatrizante foram
desenvolvidos no biotério Neonatal Experimental, no Centro de
Ciéncias Bioldgicas, sob responsabilidade do professor Dr. Paulo
Fernando Dias.

2.6.1. Animais e tratamento

Camundongos isogénicos Balb/C foram submetidos a
procedimento anestésico (solucdo de quetamina 90 mg/kg e xilazina 15
mg/kg), sequido da tricotomia da regido dorsal com ldmina de barbear,
assepsia do local (alcool 70%) e delimitacdo da area de um cm?
Posteriormente, foi realizada a excisio de um cm? de tecido epitelial
dorsal (FRANK, KAMPFER, 2003). Apds o procedimento cirdrgico, os
animais foram mantidos em gaiolas individuais e sem maravalha. A
maravalha foi substituida por folhas de papel toalha, no intuito de nédo
interferir no processo cicatricial, evitando o contato com a area da lesdo
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e possivel contaminacdo. Limpezas diarias das gaiolas foram realizadas
durante o periodo experimental.

Estando os camundongos devidamente acondicionados, estes
foram distribuidos entre 0s grupos experimentais (n = seis
animais/grupo):

- grupo la: grupo controle negativo, em que 0S animais
receberam aplicagdo tdpica de agua (veiculo para diluicdo dos extratos),
com inicio imediatamente ap0s o procedimento cirirgico;

- grupo Ib: grupo controle negativo, em que 0s animais ndo
receberam tratamento (grupo controle para efeito de comparacdo com 0s
animais tratados com extrato derivado da extracdo supercritica);

- grupo Il: grupo controle positivo, em que 0s animais receberam
aplicacdo topica de solucdo de alantoina (50 mg/kg/dia);

- grupos Ill a X: correspondente aos grupos testes, em que 0s
animais de cada grupo receberam aplicagdo tdpica dos oito extratos de
cascas de banana seca (50 mg/kg/dia): ESC I, ESC Il, ESC Ill, ESC 1V,
ESC YV, EU, EM e EBA, respectivamente.

A aplicacdo topica da solucdo de tratamento, tanto de alantoina
guanto dos extratos de casca de banana (50 mg/kg/dia), foi realizada
através da pipetagem de 100 pL, volume suficiente para cobrir a area da
lesdo inicial (um cm?). Os extratos derivados de ESC foram aplicados na
forma sélida. O material foi aplicado de acordo com o peso de cada
animal submetido ao tratamento, considerando a dose correspondente a
50 mg/kg/dia.

Todos os animais receberam solucdo de paracetamol (110 mg/kg
— via oral, duas vezes ao dia) como tratamento pés-operatorio, 24h ap6s
0 procedimento cirlrgico, e durante todo o periodo experimental.

Neste estudo, o processo de reparacdo tecidual de lesbes
cutaneas, experimentalmente induzidas em camundongos isogénicos
Balb/C, foi avaliado do ponto de vista da cinética de regressdo da area
da lesdo ao longo do tempo, a nivel macroscdpico, abordando
pardmetros que caracterizam o potencial cicatrizante de um extrato
vegetal.

A dose escolhida para o tratamento das lesdes deste estudo, em
um primeiro momento e durante a anélise do periodo de epitelizacdo, foi
de 50 mg/kg/dia de extrato bruto aquoso de casca de banana Musa sp.,
cultivar Prata And, considerando resultados prévios obtidos por Pereira
(2010). Como os resultados foram semelhantes aos de Pereira (2010),
convencionou-se a dose de 50 mg/kg/dia para a analise dos demais
extratos a fim de comparar as diversas metodologias de extracdo
propostas para este estudo.
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A alantoina, controle positivo no modelo experimental em
estudo, foi isolada e caracterizada quimicamente por Vanquelin e
Buniva, em 1800, e posteriormente sintetizada por Grimax, em 1876
(SHESTOPALQV et al., 2006). Este composto é o produto final da
metabolizagdo da purina e esta amplamente disseminada nos vegetais. E
um produto de extracdo obtido a partir da raiz do confrei (Symphtum
officinale Linn.), utilizado por suas propriedades cicatrizantes, mesmo
antes de se ter comprovado experimentalmente suas propriedades
queratolitica, hidratante e epitelizante, ou seja, promotora da
proliferacdo celular e cicatrizante (PEREIRA, 2003). Atualmente, a
alantoina utilizada na composi¢do de produtos para cuidado da pele € de
fonte sintética. Segundo relatos de varios pesquisadores
(SHESTOPALOV et al. 2006; DRAELOS, 2001; MARTINDALE,
1993; JOANNE, 1988), este composto pode induzir a proliferagdo
celular e, além disso, possui atividade antiinflamatoria, antipéptica,
antipsioriase, antitlcera, imunoestimulante, queratolitica e analgésica,
sendo amplamente utilizado em dermatologia.

2.6.2. Parametros que caracterizam o potencial cicatrizante
de um extrato vegetal

2.6.2.1. Morfometria da lesdo

Esse parametro inclui a porcentagem de reducédo da lesdo, que se
da através da comparacdo da area lesionada no dia do procedimento
cirirgico com a area cicatrizada a cada trés dias, e o periodo de
epitelizacéo.

Para determinar a porcentagem de reducdo da lesdo, as lesbes
foram fotografadas (Camera Digital Sony Cyber-Shot 12.1), com
distancia padronizada, imediatamente apds a cirlrgia para retirada de
tecido epitelial (area de um cm?) e em intervalos de tempo de trés dias,
até a cicatrizacéo total da lesio (FRANK; KAMPFER, 2003). As areas
das lesbes foram mensuradas com auxilio do software Image J, a partir
das fotografias obtidas. A porcentagem de reducdo da lesdo (%) foi
calculada utilizando a formula: % = [(area cicatrizada) x 100]/area da
leséo realizada no procedimento cirdrgico inicial.

As lesdes localizadas no dorso dos animais foram observadas
diariamente ap6s o procedimento cirlrgico inicial para a determinacdo
do periodo de epitelizacdo. Esse periodo correspondeu ao nimero de
dias necessérios a completa cicatrizacdo da lesdo, ou seja, auséncia de
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indicios do processo cicatricial (NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL,
2007).

2.6.2.2. Conteldo de hidroxiprolina

A hidroxiprolina ¢ um marcador bioquimico da cicatrizacdo de
feridas, pois é o principal aminoacido da constituicdo do colageno. Para
essa determinacdo, aliquotas de padrao de hidroxiprolina e de amostras
de tecido epitelial cicatricial (20 mg) foram adicionadas de 500 pL de
solucdo de NaOH 2N e incubadas em banho de areia, a 120 C, durante
1 hora. As amostras foram centrifugadas (10.000 rpm, 5 min) e uma
aliquota (20 pL) do hidrolisado foi adicionado a 30 pL de solucdo de
hidréxido de s6dio (NaOH) 2N e a 450 uL do reagente cloramina T,
seguido de incubacdo por 25 minutos a temperatura ambiente. Apos a
adicdo de 500 pL do reagente de Ehrlich, as amostras foram incubadas
em banho-maria a temperatura de 65 °C por 40 minutos. Na sequencia,
as amostras passaram por um ciclo de resfriamento de 10 min a
temperatura ambiente, 15 min a 4 °C e, novamente, 10 min a
temperatura ambiente a fim de estabilizar o cromdforo formado. A
absorbancia (550 nm) das solugdes amostrais foi determinada em leitora
de ELISA. Para a quantificacdo de hidroxiprolina foi utilizada uma
curva-padrao externa (0 pg/mL - 500 pg/mL de N-acetil-L-
hidroxiprolina > 99 %, Sigma 01192). As analises foram realizadas em
triplicata, conforme metodologia adaptada de Reddy e Enwemeka
(1996) e Ignat’eva e colaboradores (2007).

2.7. Analise estatistica

Os dados experimentais foram coletados, sumarizados e
submetidos & andlise estatistica univariada, i.e., anélise de variancia
(ANOVA), complementada pelo teste t, quando necessario, admitindo-se
um nivel de significancia minimo de 5%. Os resultados foram expressos
em média £ erro padrdo da média ou em média + desvio padrdo da
média.

3. Resultados e discusséo
A fim de estabelecer uma relagdo entre os resultados da
determinacdo do potencial cicatrizante dos extratos de cascas de banana

e a sua composicao quimica, foi realizado o estudo da fitoquimica destas
amostras complexas.
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Em relacdo as técnicas empregadas para a obtencdo dos
extratos, foram utilizadas técnicas convencionais e a extracao
supercritica. Entre as técnicas tradicionais, utilizaram-se a extracdo
assistida por ultrassom, a extracdo assistida por microondas e o extrato
obtido por maceracdo, a  37°C. Alternativamente aos métodos
convencionais de extracdo de compostos de biomassas vegetais a
extracdo supercritica (ESC) utilizando o gas carbdnico como solvente
foi adotada.

A cicatrizacdo é um processo complexo e dinamico de
restabelecimento das camadas de tecido epitelial e estruturas celulares,
em uma area lesionada, o mais proximo possivel ao seu estado normal.
A contracdo da lesdo é um processo que ocorre durante todo o periodo
cicatricial (NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL, 2007).

Ressalta-se que este estudo ndo utilizou farmacos para evitar a
infeccdo das lesBes, uma vez que estes, eventualmente, interferirem no
processo de cicatrizagdo. Entretanto, observaram-se técnicas
antissépticas e assépticas visando manter o leito das lesdes sem qualquer
contaminacdo. Assim, os animais foram mantidos em gaiolas isoladas
higienizadas diariamente.

Nesta estratégia experimental, o processo de reparacdo tecidual
de lesbes cutaneas por excisdo tecidual, as quais foram
experimentalmente induzidas em camundongos isogénicos Balb/C, foi
avaliado, num primeiro momento (etapa I), do ponto de vista da cinética
temporal de regressdo da area da lesdo. A analise foi realizada a nivel
macroscépico, considerando uma das varidveis que caracteriza o
potencial cicatrizante de um extrato: o periodo de epitelizacao.

3.1. Periodo de epitelizacao e perfis de composicdo quimica
dos extratos de casca de banana

O periodo de epitelizacdo foi determinado a partir da observacao
diaria dos animais, sendo os resultados mostrados na Tabela 9. Um
intervalo médio de quinze dias foi necessario a completa cicatrizacdo
dos tecidos cutaneos nos animais do grupo controle negativo, i.e., aonde
animais tratados apenas com &gua ( veiculo utilizado a diluicdo dos
extratos). Enquanto isso, o tratamento com solucdo de alantoina
(controle positivo) reduziu o periodo médio a total regeneragdo tissular
para 12 dias.
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Tabela 9. Periodo de epitelizacdo (dias) a conclusdo do processo
cicatricial determinado via modelo de excisdo de tecido epitelial em
camundongos tratados com extrato de casca de banana (n=6, por grupo
de tratamento).

Grupos de Tratamento Periodo de Epitelizacao (dias)
CN 15
CP 12

ESC I 14,50
ESC I 12a
ESC 111 120
ESC IV 12,50
ESCV 12,50
EU 11a,B
EM 130
EBA 9q,B*

Nota: Grupos de tratamento: CN = controle negativo; CP = controle
positivo; ESC I, ESC II, ESC Ill, ESC IV, ESC V, EU, EM e EAB =
grupos testes. A diferenga estatistica foi simbolizada por o, p<0,05,
onde a: CN e : CP.

Os animais tratados com extrato aquoso diferiram (p<0,05)
guanto & variavel em estudo — periodo de epitelizagdo - em relagdo aos
grupos controle positivo e negativo, independente do método de
extracdo utilizado (EU, EM e EBA). O grupo de animais tratados com
EBA apresentou, estatisticamente, 0 menor periodo de re-epitelizagdo (9
dias) do processo cicatricial, seguido do grupo de animais tratados com
0 EU (11 dias) e do grupo de tratamento utilizando EM (13 dias). O
contetido de compostos fendlicos totais do EBA (11,040 £ 1,240 mg/g
de matéria seca — Tab.13) foi superior ao observado para o EU (3,518 +
0,005 mg/g de matéria seca — Tab. 10) e para 0 EM (3,266 + 0,022 mg/g
de matéria seca — Tab. 11), sugerindo uma relacdo direta com o intervalo
temporal necessario a completa cicatrizacdo das leses.

O ultrassom é uma tecnologia interessante e conhecida por
acelerar o processo de extracdo de compostos a partir de biomassas
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vegetais. Os efeitos mecanicos do ultrassom podem proporcionar maior
penetracdo do solvente na matéria-prima vegetal, aumentando a
transferéncia de massa. As ondas de ultrassom geram uma perturbacéao
que pode romper as paredes celulares e facilitar a liberacdo dos
componentes desta matriz (ZHOU; LI; ZHANG, 2009). Entretanto, O
EBA, obtido através de maceragdo a 37°C, apresentou uma
concentragdo, aproximadamente trés vezes maior, quanto ao contelido
de compostos fenolicos, em relacdo ao EU. Acredita-se que a elevagao
da temperatura de 25°C (EU) - para 37°C (EBA) tenha proporcionado
uma maior agitacdo molecular, comprometendo a estabilidade de
membranas celulares e facilitando a extracdo e recuperacdo dos
metabdlitos de interesse.

O tempo de extracdo também afeta consideravelmente a
recuperacdo dos polifendis de matrizes complexas. O periodo de
extracdo pode variar entre minutos a horas, no entanto, periodos mais
longos de extracdo aumentam a possibilidade de oxidacdo daqueles
metabdlitos secundarios (SHAIDI; NACZK, 1995). Em estudo realizado
por Lapornik, Prosek e Wondra (2005) com residuos de frutas
vermelhas, extratos etanélicos, metanolicos e aquosos foram obtidos em
tempos de incubacdo de 1, 12 e 24 horas. O conteldo de polifendis
diminuiu no extrato aquoso com maior tempo de extracdo, enquanto nos
extratos metanolicos e etandlicos detectou-se o efeito inverso,
tipicamente demonstrando o efeito da natureza do solvente sobre a
variavel em estudo.

Os dados da Tabela 10 revelam o efeito do tempo de extragéo
utilizando ultrassom em relacdo ao contetido de compostos fendlicos das
cascas de banana em estudo. Aos 20 min do periodo de extragcdo
assistida por ultrassom detectou-se a maior concentracdo
estatisticamente significativa de compostos fendlicos nos extratos das
cascas de banana (3,518 = 0,005 mg/g casca seca). Entretanto, o
procedimento de extragdo utilizando ultrassom reduziu o contetdo de
compostos fendlicos a partir de 30min do periodo experimental até o
final deste (Tab. 10).

Comparando os valores de conteldos totais de compostos
fendlicos dos extratos aquosos de casca de banana seca obtidos com
auxilio de ultrassom (Tab. 10) e microondas (Tab. 11), detectaram-se
diferencas estatisticas significativas (p<0,0001) em favor do tratamento
com ultrassom em relagdo a metodologia assistida por microondas.
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Tabela 10. Contetdo de compostos fenolicos totais (mg/g de matéria
seca) de extratos aquosos de casca de banana (mar¢o/2011) conforme o
tempo de exposicdo da biomassa ao ultrassom, a 25 °C, utilizando
espectrofotometria UV-visivel.

Tempo (min) Contetdo de compostos fendlicos totais
(mg/g de matéria seca)
10 2,810 + 0,005
20 3,518 + 0,005*
30 2,453 + 0,003
40 2,162 + 0,007
50 2,085 + 0,009
60 1,788 + 0,008

Nota: A diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando
comparados os tempos de extracdo, considerando p<0,05.

Na Tabela 12, estdo dispostos os resultados da identificagdo e
quantificacdo dos compostos fenolicos, presentes nos extratos das
amostras de cascas de banana organica, através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (FR-CLAE-UV-Vis, 280 nm). O contetdo de acido
galico, galocatequina e epigalocatequina foi estatisticamente mais
elevado no EBA em relacdo aos demais extratos (EU e EM). O contelido
de compostos fendlicos em ESC Il e ESC Il foi irrelevante e, por isso,
ndo foi adicionado a Tabela 12. Além disso, o contetdo de &cido
clorogénico foi estatisticamente mais elevado em EM, sendo que o EBA
apresentou a menor concentragdo deste composto.

A solubilidade dos compostos fendlicos é atribuida a polaridade
do solvente utilizado, seu grau de polimerizacdo, sua interacdo com
outros constituintes da biomassa aonde esta inserido e a formacéo de
complexos insolGveis. Assim, fatores como composicdo do solvente,
tempo e temperatura de extracao e relacdo solvente:amostra influenciam
no rendimento de extracdo (WU et al. 2004; LIYANA-PATHIRANA;
SHAHIDI, 2005; NAM et al. 2005; SU et al. 2007).

A extragdo supercritica tem sido empregada a obtencdo de
extratos de alto valor agregado tanto na area académica como industrial,
especialmente nos setores de alimentos, farmacos e cosméticos
(ZANCAN et al. 2002; QUISPE-CONDORI et al. 2005; DANIELSKI,
MICHIELIN; FERREIRA, 2007). A obtencdo de compostos
antioxidantes mediante extracdo com gases, como o diéxido de carbono,
sob condicBes criticas de pressdo e temperatura constitui método
moderno e eficiente (POKORNY; KORCZAC, 2001). A ESC emprega
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gases pressurizados como solventes e se diferencia das outras técnicas
pela producéo de extratos isentos de solvente e sem degradacao térmica,
além de permitir o facil controle da seletividade do processo, aspecto
relevante para sua utilizacdo industrial (ZANCAN et al. 2002;
DANIELSKI; MICHIELI; FERREIRA, 2007). Em funcdo de suas
propriedades relevantes, a ESC foi aplicada no presente estudo no
intuito de se obter um extrato de casca de banana livre de solventes
organicos que pudessem eventualmente interferir nos efeitos bioldgicos
pretendidos e contendo em sua composicdo quimica compostos de
natureza apolar.

Tabela 11. Contelldo de compostos fendlicos totais (mg/g de matéria
seca) de extratos aquosos de casca de banana (margo/2011), consoante
ao tempo de exposi¢do da biomassa a radiacdo microondas, utilizando
espectrofotometria UV-visivel.

Tempo (s) Contetdo de compostos fendlicos totais
(mg/g de matéria seca)
10 0,991 + 0,006
30 2,129+ 0,013
60 3,266 + 0,022*

Nota: A diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando
comparados os tempos de extracdo, considerando p<0,05.

Tabela 12. Perfil quimico de compostos fendlicos (ug/g de matéria
seca) de extratos de casca de banana (EBA, EU e EM — amostra de
marc¢o/2011), utilizando FR-CLAE-UV-Vis, 280 nm.

Acido galico Galocatequina Epigalocatequina Acido clorogénico

Extrato  (ug/g) () (ho/g) (g/g)
EBA 3750+071 89,68+052%  3502+2,03* 4,67 +0,32
EU  3460+251 5165+543 6,31 +0,34 7,44 +1,93
EM 3145+203 7004+364  1624+12,12 13,10 +0,49*

Nota: O conteldo de compostos fenélicos de ESCII e ESC Il foi
irrelevante. A diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando
comparado o EBA aos demais extratos, considerando p<0,05.

As fragBes derivadas da ESC I, denominadas ESC Il e Ill, séo
caracterizadas pela alta concentracdo de compostos de baixo e alto peso
molecular, respectivamente. Os ESC Il e Il apresentaram periodos de
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epitelizacdo similares ao grupo controle positivo, cujo tratamento foi
realizado com solucdo de alantoina, apesar da diferenca entre as
propriedades quimicas dessas substancias. Conforme a Figura 35, 0
perfil de compostos carotenoidicos de ESC 1l e ESC Il apresentou
como composto majoritario a luteina. Além disso, foram identificados os
compostos zeaxantina, a-caroteno, trans-p-caroteno e cis-p-caroteno em
ESC Il e lll.

Os produtos derivados da extracdo supercritica (ESC 11 e ESC 1)
apresentam caracteristicas apolares, tendo em sua composicdo quimica
uma variedade de compostos carotenoidicos (Fig. 35), os quais estdo
possivelmente relacionados ao potencial cicatrizante. Entretanto, é
possivel afirmar que os compostos com caracteristicas polares, i.e., 0s
compostos fendlicos presentes nos extratos de casca de banana induzem
a cicatrizagdo de lesdo por excisdo tecidual de forma estatisticamente
mais rapida. Este potencial esta diretamente relacionado ao conteldo
destes compostos nos extratos ora estudados (Tab. 12). Acredita-se que 0
sinergismo entre os compostos fendlicos acido galico, galocatequina e
epigalocatequina, esta diretamente relacionado ao potencial cicatrizante
evidenciado pelo tratamento com EBA das lesdes in vivo.
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Figura 35. Perfil cromatografico de compostos carotenoidicos (FR-
CLAE-UV-Vis, 450 nm) presentes em ESC Il e ESC Ill da amostra de
cascas de banana seca a 45 °C.

Considerando o periodo de epitelizagdo de nove dias descrito por
Pereira (2010) no tratamento de lesdes por excisdo tecidual com extrato
hidroetandlico de cascas de banana, propos-se a extracdo supercritica
utilizando como co-solvente o etanol p.a., para obtencdo de extrato com
perfil de compostos polares e apolares. No presente estudo, o uso de
etanol como co-solvente nas concentrac@es de 2% e 5% (m/m) gerou 0s
extratos ESC IV e ESC V (Figs. 36 e 37). Os extratos derivados de
extracdo supercritica utilizando co-solvente polar proporcionaram um
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periodo de epitelizagdo de 12,5 dias, um dado estatisticamente relevante
(p<0,05) em relacédo aos grupos controle negativo e positivo (Tab. 9).

O etanol tem se mostrado um co-solvente muito Gtil na extracao
supercritica. O extrato final pode ser utilizado em alimentos ou
formulagBes farmacéuticas sem a preocupacdo de separar 0 extrato de
um co-solvente que ndo possa ser consumido por humanos (LI;
HARTLAND, 1992). Devido ao aumento no rendimento de extracdo de
polifendis, com a inclusdo do etanol como co-solvente, alguns estudos
foram direcionados exclusivamente a extracdo de determinados
flavandides. Isto porque, a solubilidade das catequinas em CO, em
estado supercritico cresce com 0 aumento da porcentagem de etanol
adicionado ao sistema, devido a polaridade do co-solvente (BERNA et
al. 2001). Todavia, 0 uso de co-solvente etanol nas concentracdes de 2%
(ESC 1V) e 5%,( ESC V), ndo otimizou o processo cicatricial (12,5 dias
para total cicatrizacdo) comparativamente a aplicacdo do extrato
hidroetandlico derivado da maceracdo das cascas de banana, i.e., nove
dias a total cicatrizacdo - PEREIRA, 2010).

Conforme a Figura 36, o perfil de compostos carotenoidicos de
ESC IV e ESC V apresentou como composto majoritario a luteina. Além
disso, foram identificados os compostos zeaxantina, a-caroteno e trans-
B-caroteno em ESC IV e V. O perfil de compostos carotenoidicos de
ESC Il e 111, quando comparado ao perfil de ESC IV e V, difere apenas
guanto a presenca de cis-p-caroteno. O carotenoide cis-B-caroteno esta
presente em ESC Il e 111, porém ausente em ESC IV e V.

v

1T

Zeaxantina acaroteno  Ptrans-caroteno

- e _— —

0 5 10 15

Figura 36. Perfil cromatografico de compostos carotenoidicos (FR-
CLAE-UV-Vis, 450 nm) presentes em ESC IV e ESC V da amostra de
cascas de banana seca a 45 °C.

Compostos fenolicos ndo foram detectados em ESC Il e Il por
CLAE conforme esperado, devido as caracteristicas do processo de
extracdo. O perfil de compostos fenélicos de ESC IV e V (Fig. 37)
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revela os compostos majoritarios galocatequina e acido galico. Os
demais sinais ndao foram identificados. O conteddo de compostos
fendlicos presente em ESC IV e V foi trés vezes menor em relagéo ao
EBA, que apresentou o melhor desempenho nos experimentos in vivo
para avaliacdo do periodo de epitelizacdo. Conforme os resultados
expostos nas Tabelas 9 e 12, a presenca concomitante de compostos
carotenoidicos e fendlicos em ESC IV e V ndo é satisfatoria para
acelerar o processo de cicatrizacdo, uma vez que o periodo observado a
conclusdo deste processo foi estatisticamente maior em relacdo aos
animais tratados com ESC Il e 111 (p<0,001).

O uso de produtos naturais no tratamento de lesbes vem
ganhando importancia devido a redugdo no tempo de cicatriza¢do e nas
complicagdes concomitantes decorrentes de processos infecciosos
(HART, 2002). As plantas possuem um potencial considerdvel como
fonte de compostos ao tratamento de lesdes e seu uso é observado na
pratica da medicina popular de muitos paises (KORPENWAR, 2012;
BALBACH, 1945). Os compostos bioativos interagem de maneira
positiva na fisiologia do organismo, a fim de restaurar a condicdo
estrutural e funcional do tecido lesionado (SINGH et al., 2006). Estes
constituintes incluem diversos metabolitos secundarios e 6leos
essenciais, por exemplo (EDEOGA et al., 2005).
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Figura 37. Perfil cromatografico de compostos fendlicos (FR-CLAE-
UV-Vis, 280 nm) presentes em ESC IV e ESC V da amostra de cascas
de banana seca a 45 °C.

O potencial cicatrizante dos extratos de cascas de banana,
principalmente ao atribuido ao EBA, constatado em apenas nove dias de
tratamento, é ainda mais evidente quando comparado a estudos
apresentados na literatura. Rashed, Afifi e Disi (2003) demonstraram o



156

efeito cicatrizante de extratos de Portulaca oleracea em modelo de
lesdo por excisdo de 14 dias. Estudos fitoquimicos com essa planta
revelaram que os flavondides campferol, apigenina, miricetina,
quercetina e luteolina sdo os componentes biologicamente ativos (XU;
YU; CHEN, 2006). De acordo com o estudo de Mukherjee e
colaboradores (2013), o periodo de epitelizagdo necessario a
cicatrizagdo de lesbes por excisdo tecidual em ratos tratados com
extratos, fracbes e compostos isolados de Shorea robusta, planta
utilizada na medicina popular indiana aplicada em lesGes e queimaduras,
variou entre 16,01 + 0,33 e 19,00 + 0,76 dias.

Seguindo a estratégia experimental descrita anteriormente, os
guatro extratos selecionados a segunda etapa deste estudo foram ESC I,
ESC Ill, EU e EBA.

3.2. Porcentagem de reducéo da leséo

Na etapa Il, os extratos selecionados ESC II, ESC Ill, EU e EAB,
foram avaliados quanto ao potencial cicatrizante através da
determinacdo da reducéo area da leséo (%). A progressao da cicatrizacdo
das lesBes, por excisdo de uma 4rea tecidual correspondente a um cm?,
foi monitorada em intervalos de tempo estabelecidos a partir do periodo
total de epitelizagdo. O tempo de cicatrizagdo dos animais do controle
negativo estendeu-se por 15 dias. Portanto, esse foi o periodo de tempo
méaximo padronizado para efeitos de comparacdo do potencial
cicatrizante de um extrato. A porcentagem de reducdo da lesdo foi
determinada ao longo do processo de cicatrizacdo através de registros de
imagens, coletadas em intervalos de trés dias até total cicatrizacdo da
lesdo.

Analisando a porcentagem de reducédo da area da lesédo é possivel
afirmar que animais tratados com os extratos de cascas de bananas
evidenciaram aceleracdo do processo de regeneragdo tecidual,
comparativamente aos grupos controle positivo e negativo. Os animais
tratados com os extratos derivados de extracdo convencional (Fig. 38 —
C e D) apresentaram reducao significativa (p<0,05) da lesdo desde o dia
trés até o dia nove de tratamento, em relagdo aos animais do controle
positivo. Tal fato também foi observado no periodo entre o 3° e 12° dias
de tratamento, em relagéo ao controle negativo.
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Figura 38. Porcentagem de
reducdo da area de lesdo
tissular cutanea de
camundongos tratados com
extratos de casca de banana,
ESC II, ESC Ill, EU e EAB,
comparativamente aos grupos
controles. As medidas da
variavel em estudo foram
coletadas em intervalos
regulares (3 dias), durante 15
dias, em modelo experimental
de excisdo de tecido epitelial
em camundongo. Cada barra
representa média £ erro padrdo
da média (n=6/dia/grupo de
tratamento: CN = controle
negativo, CP = controle
positivo. A diferenca estatistica
foi simbolizada por a,f, onde o
em relacio ao CN, B: em
relacio ao CP, considerando
p<0,05.
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A regeneragdo tecidual ou cicatrizacdo é um processo complexo e
dindmico de restabelecimento das camadas de tecido epitelial e
estruturas celulares, em uma area lesionada, 0 mais proximo possivel ao
seu estado de normalidade, ou seja, anterior a lesdo. A contracdo da
lesdo pode ser definida como o movimento das bordas do tecido
adjacente em direcdo ao centro da area lesionada com o objetivo de
restaura-la  (JAGETIA; RAJANIKANT, 2012). A contragdo é um
mecanismo que ocorre imediatamente apos a lesdo, culminando em um
conjunto de processos bioguimicos, entre os quais podemos citar a
inflamag&o, a proliferacdo celular e a migracdo de fibroblastos para o
leito da lesdo. Na fase final do processo cicatricial, i.e., maturacdo, a
lesdo continua sofrendo contragdo, resultando em menor quantidade de
tecido cicatricial aparente. O tecido de granulacdo formado na parte
final da fase proliferativa é primariamente composto por fibroblastos,
colageno, edema e pequenos e novos vasos sanguineos (NAYAK;
SANDIFORD; MAXWELL, 2007).

Quando comparados os extratos entre si (Fig. 38 — A, B, C E D),
aos trés dias do processo de cicatrizacdo foi observada diferenca
estatistica (p<0,05), exceto para os animais tratados com ESC Il e ESC
I11. Os tratamentos com EBA e EU propiciaram as maiores reducgdes de
area lesionada neste periodo, i.e., 34,16 + 0,14 % e 27,99. £+ 0,18%,
respectivamente.

Os trés primeiros dias do processo cicatricial compreendem a
primeira fase da cicatrizacdo de uma lesdo, caracterizada pela
inflamagc&o. Como primeira resposta a lesdo, o fluxo de sangue ao leito
lesioado aumenta, determinando o0 consequente incremento de
neutrofilos, plaquetas e proteinas antibacterianas (GORLACH, 2005).
As espécies reativas de oxigénio e o estado redox sdo importantes no
controle da coagulacdo sanguinea e da infeccdo da lesdo. Além disso, a
lesdo vascular endotelial desencadeia a exocitose de uma série de
granulos que liberam mediadores pro-inflamatérios e pro-trombdéticas
para o sangue, via mecanismos de sinalizacdo celular sensiveis a
condicdo redox (LOWENSTEIN; TSUDA, 2006). Considerando que o
tratamento com EBA proporcionou a maior porcentagem de reducéo da
area lesionada aos trés dias do processo cicatricial e os resultados
previamente obtidos por Pereira (2010) em relacdo ao estresse oxidativo
no tecido cicatricial, provavelmente, o reestabelecimento da homeostase
redox no leito da lesdo foi atingido devido a agdo de compostos
bioativos dos extratos de cascas de banana.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=JagetiaGC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21883936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=RajanikantGK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21883936
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Figura 39. Fotografias da lesdo observada aos 6 dias do periodo
cicatricial. Tratamento: aplicacdo topica de ESC Il (a esquerda) e de
ESC Il (a direita). Modelo de excisdo de tecido epitelial em
camundongo.

Aos seis dias de cicatrizacdo, o tratamento com EBA apresentou
53,08 = 0,10 % de reducdo da &rea da lesdo (Fig. 38). Este dado foi
estatisticamente significativo em relacdo aos tratamentos EU (47,33 +
0,14 %), ESC Il (10,66 + 0,13 %) e ESC Il (0 %) (Fig. 38). O aspecto
visual da lesdo dos animais tratados com ESC Il e ESC Il chamou
bastante atencdo devido & deposi¢do de células mortas sob o tecido
granulomatoso, o que confere a lesdo um aspecto rugoso e caracteristico
do processo de desidratacdo da area lesionada (Fig. 39). Possivelmente,
este fato estd relacionado & caracteristica apolar dos extratos
supercriticos, ou seja, a hidrofobicidade destes pode ter contribuido ao
ressecamento tecidual observado. Adicionalmente, constatou-se que o
granuloma estava fracamente aderido a lesdo e com rupturas na sua
estrutura, o que facilitou ainda mais o seu desprendimento da leséo. Tal
fato contribuiu a fragilizacdo e ao dano do tecido neoformado
subjacente, determinando uma menor contracdo da lesdo e,
consequentemente, um retardo no processo de regeneragdo tecidual,
principalmente nos primeiros dias apés o procedimento cirdrgico.

Aos nove dias do periodo experimental, novamente detectou-se
diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre todos os grupos de
tratamentos. O tratamento com EBA causou a maior reducdo de area de
lesdo, i.e., 98,72 £ 0,01 %, seguido dos tratamentos com ESC |1 (76,11 +
0,10 %), ESC 111 (72,91 £ 0,19 %) e EU (68,10 + 0,12 %). Aos 11 dias
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ocorreu a conclusdo do processo cicatricial dos animais do grupo tratado
com EU e aos 12 dias dos animais tratados com ESC 1l e ESC Il (Fig.
38).

Os resultados ora obtidos, principalmente com o EBA, quando
comparados a relatos na literatura, tornam evidente o potencial
cicatrizante dos extratos de cascas de banana quanto ao efeito redutor de
area lesionada durante o periodo de regeneracao tecidual.

A fim de avaliar a atividade de cicatrizante de Colutea cilicica,
Siintar e colaboradores (2009) aplicaram extratos aquosos de flores e
frutos em modelo de excisdo tecidual em camundongos até a completa
cicatrizacdo. O extrato dos frutos de C. cilicica reduziu em 78,1 % a
area da lesdo aos 12 dias de tratamento, enquanto que os animais do
grupo controle positivo tratados com Madecassol apresentaram total
cicatrizacdo no mesmo periodo. Uma andlise preliminar dos extratos
aquosos dos frutos e das partes aéreas daquela espécie vegetal indicou
elevado conteldo de flavondides e alguns taninos em sua composicao.
Segundo aqueles autores, os flavondides séo conhecidos por promover a
cicatrizacdo de lesdes, principalmente devido a sua propriedade
antimicrobiana, e parecem ser responsaveis pela contracdo da lesdo e
pela elevada taxa de epitelizagdo (SUNTAR et al. 2009).

Khalil, Afifi e Al-Hussaini (2007) avaliaram o potencial
cicatrizante de extratos aquosos de Inula viscosa, Ajuga chia, Rubia
taenifolia e Parieteria diffusa e do éleo essencial de Laurus nobilis. Os
camundongos foram submetidos ao modelo de excisdo dorsal e tratados
com as preparagdes, em intervalos de 12 horas, quatro vezes, em dois
dias sucessivos de tratamento. Durante 16 dias, as feridas foram
visualmente observadas, documentadas fotograficamente e a area da
lesdo medida. A melhor atividade cicatrizante foi observada nos extratos
de 1. viscosa, seguido por P. diffusa, L. nobilis e A. chia, sendo que todos
0s extratos apresentaram compostos fendlicos/flavondides em suas
composicBes. O extrato menos ativo foi o de R. taenifolia, cuja anélise
fitoquimica ndo identificou tais compostos.

Svobodova, Walterovd e Psotovd (2006) investigaram o efeito
protetor do extrato de Silybum marianum, contendo silimarina, silibina e
dehidrosilibina, além de quercetina e taxifolina contra o dano induzido
por peroxido de hidrogénio em queratindcitos e fibroblastos de
camundongos. O pré-tratamento com 0s compostos testados diminui o
dano oxidativo, sendo dehidrosilibina e quercetina 0s compostos
protetores mais eficientes. De acordo com aqueles autores, a
administragdo de antioxidantes € importante no reparo e na resolucéo de
processos cicatriciais do tecido cutaneo. Portanto, os autores sugerem
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que a silimarina, as flavonolignanas (silibina e dehidrosilibina) e os
flavonoides (quercetina e taxifolina) podem ser agentes Uteis no
processo de regeneracdo tecidual, possivelmente como os compostos
fendlicos e carotenoidicos presentes nas cascas de banana.

Figura 40. Imagens da lesdo tissular cutdnea de camundongos aos 15
dias do periodo cicatricial, consoante aos tratamentos tépicos de A.
EAB; B. EU; C. ESC Il e D. ESC Ill. Modelo de excisdo de tecido
epitelial em camundongo.

Cabe ressaltar que aos 15 dias do periodo experimental, foi
constatada macroscopicamente uma cicatriz grosseira como resultado do
processo de regeneracdo tecidual do grupo de animais tratados com ESC
Il (Fig. 40 C) e ESC Il (Fig. 40 D). Por sua vez, nos animais tratados
com EBA (Figura 40 A) e EU (Fig. 40 B) uma cicatrizagdo mais
uniforme foi observda, finalizando com o crescimento de pélos em toda
a area lesionada. Na fase final do processo cicatricial (i.e., remodelacéo)
mantem-se a contracdo do tecido lesionado, sendo caracteristica a
deposicdo de colageno do tipo 11l (ROBSON; STEED; FRANZ, 2001),
0 que confere o aspecto visual tipico da deposicdo desordenada de
colageno, i.e. a cicatriz.

3.3. Conteudo de hidroxiprolina

Concomitantemente aos ensaios de cicatrizagdo acima referidos,
procedeu-se & padronizagdo do ensaio bioquimico a quantificacdo de
hidroxiprolina nos tecidos em processo de regeneracdo. Este parametro
foi avaliado no t,, sendo este o referencial basal dos animais, bem
como ao longo do periodo de cicatrizagdo, como uma ferramenta de
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acompanhamento da resolugcdo do processo de regeneragdo tecidual
(Fig. 41).

A hidroxiprolina € um aminoéacido essencial a sintese das fibras
de colageno, as quais sdo produzidas, principalmente, em processos
cicatriciais. Por essa razdo, o conteldo de hidroxiprolina € utilizado,
normalmente, como um indicador do teor de coldgeno (REDDY;
ENWEMEKA, 1996). Uma concentracdo elevada de hidroxiprolina
indica que o contetido de colageno é abundante e que o reparo da lesdao
ocorreu de maneira mais rapida (NAYAK; UDUPA; UDUPA, 1999). O
conteldo de colageno no tecido de granulagdo aumenta com a
progressdo da cicatrizacdo e, portanto, € um parametro importante para
avaliar o processo de cicatrizacdo (CHITHRA et al.,1998). O coldgeno
tem um papel crucial no processo de cicatrizacdo de lesdes, por ser o
principal componente dos tecidos conectivos e responsavel pela
formagdo de uma matriz que oferece suporte estrutural a regeneracéo
tecidual. E produzido pelos fibroblastos e tem participacdo no leito da
lesdo no ganho de forga de tensdo durante o processo de reparo
(MARTIN, 1997).

De acordo com a Figura 42, todos os tratamentos com extratos de
casca de banana, comparativamente aos grupos controles positivo e
negativo, estimularam a producéo de colégeno, detectada via aumento
da concentracdo de hidroxiprolina ao longo do periodo experimental.
Destaca-se 0 tratamento utilizando EBA, em que o0 aumento da
concentracdo daquele aminoacido foi estatisticamente significativo
guando comparado aos grupos controles. A partir desses resultados,
infere-se que houve um consequente aumento da proliferacdo celular e
da sintese de colageno em relacdo aos demais tratamentos, corroborando
achados referentes ao periodo de epitelizacdo das lesdes (item 3.1) e a
porcentagem de reducdo da lesdo (item 3.2).

Aos seis dias do periodo experimental, a concentracdo de
hidroxiprolina mostrou-se estatisticamente diminuida nas amostras de
tecidos tratados com ESC Il (Fig. 41 A) e ESC lll (Fig. 41 B), em
relacdo ao controle positivo. Possivelmente, o retardo no processo de
regeneracdo tecidual ocorreu devido & desidratagdo da area lesionada
causada pelos tratamentos com os extratos supercriticos (Fig. 43). Em
seu conjunto, estas informagfes corroboram os demais resultados que
caracterizam o potencial cicatrizante e ddo suporte aos achados
relacionados aos perfis quimicos dos extratos de casca de banana e seus
potenciais como agentes cicatrizantes (itens 3.1, 3.2 e 3.3), conforme
descrito anteriormente.
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Figura 41. Contetdo de hidroxiprolina (ug.mg de tecido-1) de amostras
de tecidos cutaneos tratados com extratos de casca de banana ESC II,
ESC Ill, EU e EBA, em relagdo aos grupos controles positivo e
negativo. As amostras foram coletadas periodicamente, i.e, a cada 3
dias, durante 15 dias de tratamento, em modelo experimental de excisao
de tecido epitelial em camundongo. Cada ponto representa a média +
desvio padrdo (n=6/dia/grupo de tratamento: CN = controle negativo;
CP = controle positivo. A diferenga estatistica foi simbolizada por a,p,
onde a: em relagdo ao CN, B: em rela¢do ao CP, considerando p<0,05.

Estudos prévios (PEREIRA, 2010), utilizando extratos aquoso e
hidroetandlico de cascas de banana em modelo de cicatrizagdo in vivo,
revelaram o aumento do teor de hidroxiprolina em processo cicatricial
cutdneo como um reflexo do aumento da proliferacdo celular e,
consequentemente, da sintese de coldgeno, conforme ja descrito por
Nayak, Udupa e Udupa (1999).
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A hidroxiprolina ndo é codificada pelo DNA. A prolina é uma
amino4cido sintetizado a partir do &cido glutdmico, antes da sua
incorporacdo no pré-coladgeno durante a tradugdo do RNAm. Apoés a
sintese de prd-colageno, a prolina é modificada pds-traducionalmente
via hidroxilacdo, resultando no constituinte majoritario da proteina
colageno e responsavel por sua estabilidade. A elastina e o colageno sdo
as Unicas proteinas de mamiferos que contém hidroxiprolina em sua
constituicdo. Por essa razdo, o conteldo de hidroxiprolina tem sido
utilizado com um indicador do contetido de colageno, uma proteina que
ndo apenas confere forca e integridade a matriz tecidual, como também
desempenha um papel importante na homeostase e na epiteliza¢do, ao
final do processo de regeneracdo tissular (PATTANAYAK; SUNITA,
2008). O colageno é a proteina mais abundante do tecido conectivo em
um processo de cicatrizacdo e ja foram descritas 19 isoformas daquela
macromolécula. O colageno tipo I, sintetizado pelos fibroblastos, ¢
predominante em 0ssos e tenddes, enquanto o colageno tipo Il é mais
comumente encontrado em tecidos moles, como nos vasos sanguineos e
na derme. A derme contém aproximadamente 80% de colageno tipo | e
20 % de colageno tipo Ill. Durante a regeneracdo tecidual, o tecido de
granulacdo apresenta entre 30 a 40 % de colageno do tipo Ill, sendo
considerado colageno imaturo (ROBSON; STEED; FRANZ, 2001). Por
isso, fica implicita a importancia da sintese aumentada de hidroxiprolina
no processo cicatricial, a qual estd intimamente relacionada a
diminuicdo do periodo de epitelizacdo e ao aumento da porcentagem de
reducdo da lesdo.

Ao final do processo de regeneragdo tecidual, detectou-se um
aumento significativo na concentracdo de hidroxiprolina em relagdo aos
niveis basais deste marcador bioquimico para todos os tratamentos,
sugerindo um aumento relevante na reposicdo de colageno durante a
fase proliferativa da cicatrizacdo.

Em sintese, observou-se que o EBA apresentou potencial
cicatrizante estatisticamente relevante em relacdo aos demais
tratamentos, sendo por isto selecionado na etapa Il da estratégia
experimental adotada. A principal diferenca estatistica deste tratamento
foi observada aos trés dias do periodo experimental, tanto para o grupo
de animais tratados com EBA (p<0,001), quanto para 0 grupo tratado
com EU (p<0,001), em relacdo aos grupos ESC Il e ESC Ill. Porém, a
maior concentra¢do de hidroxiprolina foi detectada no tratamento com
EBA (p<0,001). Aos nove dias do periodo experimental, o tratamento
das lesbes com EBA apresentaram total regeneracdo tecidual (Tab. 9;
Figs. 38 D e 40 A). Estes resultados, associados aos elevados contetidos
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de hidroxiprolina e a maior producdo de colageno culminaram na
repavimentacdo da area lesionada em um menor intervalo de tempo nas
amostras tratadas com EBA (Fig. 41 - EBA: 141,86+3,10; ESC IlI:
91,49+4,22; EM: 90,80+1,87; ESC Ill: 87,21+2,40 pg/mg tecido
epitelial, considerando p<0,001).

Assim, na etapa Il da estratégia experimental em curso realizou-
se a padronizacdo da composi¢do do EBA, seguido dos estudos da
metabolémica do processo cicatricial afim, em modelo animal de
excisdo tecidual (Capitulo 3).

3.4. Padronizacgdo do extrato bruto aquoso

A composicdo do extrato bruto aquoso (EBA — amostra de
marco/2011) de casca de banana (Musa sp., cultivar Prata And),
previamente processada via secagem em estufa a 45 °C, estd
resumidamente descrita na Tabela 13.

Tabela 13. Composi¢do quimica padronizada do extrato bruto aquoso de
casca de banana seca a 45 °C (EBA — amostra de margo/2011).

Substancia Concentracdo
L-dopa 21,99 +1,37a133,48 +£3,93
mg/g matéria seca
Dopamina 10,77 £0,85a 77,42 + 4,67
mg/g matéria seca
Acido galico 37,50 +0,71
(FR-CLAE-UV-Vis, 280 nm) Hg/g de matéria seca
Galocatequina 89,68 + 0,52
(FR-CLAE-UV-Vis, 280 nm) Hg/g de matéria seca
Epigalocatequina 35,02 +2,03
(FR-CLAE-UV-Vis, 280 nm) Hg/g de matéria seca
Acido clorogénico 4,67 £0,32
(FR-CLAE-UV-Vis, 280 nm) Hg/g de matéria seca
Compostos carotenoidicos Né&o detectados
Taninos 1,013 + 0,068

mg/ g matéria seca

Nota: A amostra de casca de banana seca a 45 °C referente ao més Marco
de 2011 foi utilizada na obtencdo do EBA utilizado no tratamento in vivo.
Aminoécidos (fenilalanina, glicina, tirosina e triptofano), carboidratos
(sucrose, melibiose, frutose, glucose, galactose e celobiose) e epicatequina
foram identificados por Ressonancia Magnética Nuclear (*H-RMN).

O interesse em padronizar a composicdo quimica do EBA
relaciona-se a atividade cicatrizante descrita neste capitulo. Acredita-se
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que o potencial do EBA em promover a regeneracdo tecidual da leséo
por excisdo tecidual em camundongos resulta da presenca de moléculas
polares, principalmente os compostos fenolicos. A identificagdo dos
aminoacidos descritos na Nota da Tabela 13, bem como a presenca de L-
dopa caracterizam a via de sintese da dopamina presente na matriz
vegetal das cascas de banana. Além disso, a identificacdo dos agUcares e
de taninos esclarece a caracteristica da superficie da lesdo com a
aplicacdo topica do EBA nas lesbes dos animais, possivelmente devido a
presenca destas substancias. Dessa maneira, 0 extrato funcionou como
uma matriz que cobriu a superficie da lesdo, protegendo o tecido novo
em formacdo do contato direto com o ambiente externo.

3.4.1. Antibiograma

Os antibiogramas demonstraram que nas concentracdes de 30
pg/mL e 60 pg/mL, valores semelhantes aos utilizados em laboratério
de analises clinicas a selecdo de antibidticos conhecidos quanto a sua
aplicacdo e eficacia, 0 EBA de casca de banana ndo apresentou atividade
inibitoria do crescimento de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Assim, conclui-se que 0 mecanismo de acéo
cicatrizante do EBA ndo estd associado a atividade antimicrobiana,
conforme observado para diversos produtos cicatrizantes disponiveis no
mercado.

O mecanismo de acdo cicatrizante do EBA de casca de banana
organica pode estar relacionado ao seu efeito antioxidante. Resultados
prévios (Pereira, 2010) de determinagdo de marcadores bioguimicos de
estresse oxidativo (enzimaticos e ndo enzimaticos) comprovaram o
potencial antioxidante do EBA de cascas de banana, porém de cultivos
convencionais aonde o uso de agrotoxicos é permitido. Os resultados
atuais, i.e. oriundos de amostras de cultivo organico, se aplicam neste
contexto, pois nos ensaios in vivo para avaliagdo do potencial
cicatrizante ndo foram observados sinais de citotoxicidade para os
extratos supercriticos, outrora observados por Pereira (2010).

4. Conclusao

No primeiro momento da estratégia experimental, os quatro
extratos selecionados & segunda etapa deste estudo, e.g., ESC Il, ESC
111, EU e EBA, apresentaram periodo de epitelizacdo correspondente a
12, 12, 11 e nove dias, respectivamente. Estes resultados demonstraram



167

0 maior efeito redutor da éarea lesionada do EBA, corroborando os
achados do periodo de epitelizacdo e do contetdo de hidroxiprolina. Em
funcdo disto, procedeu-se a padronizacdo do EBA, sendo que sua
composicdo quimica resumiu-se a compostos fenolicos (acido galico,
taninos e flavonoides, i.e., catequinas), catecolaminas, aminoacidos e
carboidratos.

Através do modelo animal de excisdo tecidual, e com base nas
varidveis analisadas a determinacgdo do potencial cicatrizante dos extrato
de interersse, € possivel afirmar que um maior conteldo de compostos
fendlicos, em alguma extensdo, acelera o processo cicatricial. Além
disto, a auséncia de atividade antibacteriana do EBA pode ser
considerada mais uma evidéncia de que a acdo desta matriz complexa
ocorre via modulacdo do ambiente redox no leito da lesdo, conforme
sugerido por Pereira (2010).

Os extratos de cascas de banana, notadamente o EBA,
demonstraram potente atividade cicatrizante, sugerindo que a
abordagem etnofarmacolégica a selecéo de espécies ao desenvolvimento
de fitofa&rmacos é bastante Gtil, podendo inclusive agregar valor a um
residuo da industria de alimentos conforme descrito.
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Capitulo 3: Hidrogel
1. Introducéo

A evolucdo das intervengbes no processo cicatricial de um
organismo vivo passou por diversas linhas de pensamento até atingir os
atuais procedimentos, 0s quais ainda apresentam intmeras limitacdes
praticas em relacdo ao ideal conceitual. O que se almeja sdo
intervencbes indolores, com capacidade de reconstrucdo tissular
acelerada, restabelecendo caracteristicas geométricas, estéticas e de
fungdes fisicas, quimicas e bioldgicas. Entre as possibilidades de
intervengBes temos os curativos dérmicos no formato de hidrogéis, os
quais sdo redes poliméricas tridimensionais, capazes de formar filmes,
absorver agua e serem inertes ao organismo (PEPPAS; MIKOS, 1986;
HOARE; KOHANE, 2008). Numa expansdo continua da biblioteca de
polimeros naturais e sintéticos disponiveis para aplicacdes biomédicas,
hidrogéis de poli(acetato de vinila)-co-poli(alcool vinilico - PVA) tém
emergido como promissores materiais biodegradaveis devido as suas
propriedades fisicas e quimicas altamente controlaveis (PEPPAS;
MONGIA, 1997; MANSUR; OREFICE; MANSUR., 2004; WANG et
al., 2004; COSTA JR. et al, 2007a,b; MANSUR et al, 2008; SINGH;
PAL, 2012).

Os hidrogéis vém sendo utilizados para mimetizar tecidos,
atuando como matriz extracelular sintética ao organizar células numa
arquitetura tridimensional e servir de estimulo que direcione o
crescimento e a formacdo do tecido desejado (YANG et al., 2001;
EKICl et al., 2011; TAMURA et al., 2011). Desde o trabalho pioneiro de
Wichterle e Lim (1960), com a utilizacdo de um polimero a base de
hidroxietil metacrilato para a producdo de um hidrogel, e também
devido a caracteristica hidrofilica e a biocompatibilidade dos hidrogéis
em geral, tem sido considerada relevante a pesquisa no ambito destes
biomateriais.

Os hidrogéis sdo estruturas poliméricas, cuja configuracdo
tridimensional abrange uma gama de composi¢des quimicas e
propriedades fisicas. Os hidrogéis quimicos podem ser estaveis ou néo,
degradando-se ou dissolvendo-se. Os hidrogéis fisicos sdo denominados
reversiveis quando a rede polimérica se mantém coesa por
entrelagamentos moleculares ou por forgas secundarias, incluindo
ligacdes ibnicas, pontes de hidrogénio ou interacdes hidrofobicas
(PEPPAS; MIKQOS, 1986). Esses materiais poliméricos apresentam a
capacidade de absorver agua e entumecer rapidamente, porém sem se
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dissolver, mantendo sua estabilidade quimica e mecanica (KALAL,
1983; JEN; WAKE; MIKOS, 1996; THOMSON et al., 1995).

Os hidrogéis podem ser formulados em diversas formas fisicas, a
saber: formas semissolidas maleaveis (lentes de contato gelatinosas),
filmes (curativos epidérmicos), matrizes em pod compactas
(comprimidos de uso oral), microparticulas e nanoparticulas (veiculos
para tratamentos topicos), revestimentos (usado em implantes ou cateter,
em comprimidos ou cépsulas), membranas (patch de liberacdo
transdérmica), solidos encapsulados (bombas osmoticas) e liquidos
(formadores de gel) (SIEPMANN; PEPPAS, 2001). Como resultado, 0s
hidrogéis sdo comumente utilizados na pratica clinica e na medicina
experimental em uma grande variedade de aplicag@es, e.g., engenharia
de tecidos, medicina regenerativa (LEE; MOONEY, 2001), imobilizacéo
de células (JEN; WAKE; MIKOS, 1996), separacdo de biomoléculas ou
células (WANG; BURBAN; CUSSLER, 1993), selante efetivo para
homeostase, barreira a adesdo tecidual no periodo pds-cirtrgico
(BENNETT et al., 2003), biossensores e suportes e/ou nanoparticulas a
liberacdo controlada de medicamentos (LEE et al., 2007).

O hidrogel também pode ser utilizado para mimetizar as funcdes
da matriz extracelular presente nos tecidos. Matrizes extracelulares
integram diversos aminoéacidos e macromoléculas, fazendo com que as
células fiqguem unidas, mantendo o controle da estrutura tecidual, a fim
de regular a funcdo celular e permitir a difusdo de nutrientes,
metabdlitos e fatores de crescimento (LEE; MOONEY, 2001). As
estruturas dos hidrogéis possuem propriedades fisicas semelhantes a de
tecidos vivos, caracteristica esta atribuida a elevada quantidade de agua
presente na sua estrutura, além de sua consisténcia macia e elastica, e
sua baixa tenséo interfacial frente a 4gua e fluidos biolégicos (HAMIDI;
AZADI; RAFIEI, 2008).

Dentre as aplicages de um hidrogel, este ainda pode ser utilizado
como curativo em lesdes de pele. Para isso, deve apresentar
caracteristicas  importantes, como flexibilidade, durabilidade,
possibilidade de incorporacdo de compostos bioativos e permeabilidade.
A permeabilidade satisfatoria nada mais é que a manutenc¢éo do leito da
lesdo em condicdes apropriadas a proliferacdo celular, preconizando
principalmente as trocas gasosas, a absorcdo do exsudato, o controle da
perda de agua e a baixa carga bacteriana (YUDANOVA; RESHETOV,
2006; OVINGTON, 2007; LIU; HUANG, 2010; DIAS et al., 2011).

Um hidrogel deve ser atoxico, relativamente inerte e nao
interferir com a fungdo celular. A hidrofobicidade dos hidrogéis esta
diretamente relacionada a sua biocompatibilidade, assim como a
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similaridade fisicoquimica entre o hidrogel e a matrix extracelular nativa
em termos de composicdo (HOARE; KOHANE, 2008). Em cultura, a
viabilidade celular e a expressao fenotipica das células irdo confirmar a
biocompatibilidade do hidrogel. Para a aplica¢do in vivo, o tecido do
hospedeiro deve aceitar o hidrogel, de forma que o0 processo
inflamatdrio, se houver, seja brando (JEN; WAKE; MIKOS, 1996).

Os hidrogéis podem ser derivados de polimeros naturais e/ou
sintéticos. O PVA (Fig. 42) é um exemplo de polimero sintético, cuja
preparacdo envolve um método fisico que compreende ciclos de
congelamento e descongelamento de solucdes aquosas deste polimero.
O PVA possui capacidade de formar filme, através de ligacdes
intermoleculares do tipo pontes de hidrogénio entre grupamentos OH de
suas cadeias (Fig. 43). A capacidade do hidrogel em absorver agua é
uma caracteristica atribuida a presenca de grupos hidrofilicos (OH,
CONH, CONH,, SOzH) em suas estruturas, a exemplo do PVA
(HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008). Além disso, os hidrogéis de PVA
apresentam propriedade adesiva e elevada biocompatibilidade
(LOZINSKY et al., 1999).
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Figura 42. Estrutura quimica do &cool polivinilico (LOZINSKY et al.,
1999).

Assim, considerando as propriedades quimicas e fisicoquimicas
do PVA, o presente trabalho foi baseado no estudo daquele polimero, o
qual forma hidrogéis fisicos. O PVA é um copolimero produzido pela
polimerizacdo do acetato de vinila, seguida de reagdo de hidrolise do
poli(acetato de vinila) em poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila). O
peso molecular é uma caracteristica importante a determinacdo das
propriedades de um polimero incluindo cristalinidade, aderéncia, forca
mecéanica e difusividade. A relacdo entre o percentual de hidroxilas no
copolimero final apds a reacdo de hidrdlise e o numero total inicial de
grupos acetila representa o grau de hidrélise (GH) do PVA, um
pardmetro importante na caracterizacdo das propriedades deste
polimero. Um aumento do GH implica em reducdo da solubilidade na
agua, associada a estabilizacdo energética promovida pelas ligacGes de
pontes de hidrogénio intra e intercadeias poliméricas, no aumento da
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adesdo em superficies hidrofilicas, da viscosidade e da resisténcia a
tracdo (MANSUR, 2007 a,b).

(a) (b) ()
Figura 43. Hidrogel do polimero &lcool polivinilico (PVA): a) solugdo
de PVA; b) hidrogel de PVA ap6s o primeiro ciclo de
congelamento/descongelamento; c¢) hidrogel de PVA ap6s n ciclos de
congelamento/descongelamento. Os pontos em destaque, denominadas
zonas microcristalinas, compreendem as ligagdes intermoleculares do
tipo pontes de hidrogénio (LOZINSKY et al., 1999).

De acordo com a Figura 44, podemos observar que nos hidrogéis
de PVA a regido cristalina é caracterizada pela formacéo de ligacdes de
pontes de hidrogénio, resultando na gelificacdo da solugdo com a
aproximacao das hidroxilas da estrutura deste polimero.

regido cristalina

regido amorfa
Figura 44. Rede polimérica de PVA na forma de hidrogel. Destaque
para os pontos de cristanilizacdo caracterizados por ligagdes de pontes
de hidrogénio entre as unidades poliméricas.
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Os criogéis resultam da criogelatinanizagcdo, ou de um tipo
especifico de crioestruturacdo, que ocorre devido ao tratamento
criogénico de uma solugdo potencialmente capaz de formar um gel.
Criogéis poliméricos sdo resultantes do processo de congelamento e
estocagem na forma congelada, seguida do descongelamento da solucédo
inicial sob condigdes adequadas a formagao da estrutura e transigéo para
gel. O alinhamento forcado das cadeias poliméricas e sua concentra¢do
aumentam através da conversao da agua do estado liquido para o estado
solido, o que possivelmente promove um mecanismo de associagdo lado
a lado das unidades poliméricas, a qual se mantem intacta durante o
descongelamento, gerando uma estrutura gelificada — regido cristalina
(ZHANG; ZHANG; WU, 2013).

Curativos capazes de liberar composto(s) bioativo(s) a nivel
cutdneo e/ou subcutineo sdo de interesse da industria farmacéutica,
considerando as abordagens preventiva e terapéutica no tratamento de
varias desordens da pele’ A administracdo de agentes terapéuticos por
via topica oferece muitas vantagens em relacdo ao sistema convencional
de administragdo por via oral e a outros métodos mais invasivos,
evitando a dor e proporcionando a administracdo do composto bioativo
localmente (WAGNER et al., 2001). Neste contexto, fundamenta-se o
uso da casca de banana como biomassa fonte de metabdlitos secundérios
com agdo cicatrizante a formulagéo de hidrogéis a base de PVA na forma
de filme, i.e. um curativo transdérmico.

Os compostos antioxidantes naturais tém sido isolados de
diversas espécies vegetais. Inimeros pesquisadores enfatizam a
obtencdo de compostos bioativos presentes na casca de banana, entre
eles flavonoides, acidos graxos, fitoesterdis e carotenoides. O extrato de
casca de banana associado ao hidrogel é de grande relevancia para
aplicacdo clinica no processo cicatricial como um fitofarmaco baseado
em um sistema de liberagdo controlada de compostos antioxidantes
bioativos, i.e. catequinas.

Catequinas (Fig. 45) sdo compostos fenolicos aos quais sdo
atribuidas atividades anti-inflamatoria, antioxidante e propriedade
scanvanger de radicais livres in vitro (YEN; CHEN, 1998; CHAN et al.,
1999). A epigalocatequina galato, por exemplo, uma das principais
isoformas de catequinas, tem demonstrado inibir a infiltracdo de
leucécitos e a atividade da mieloperoxidase, causando reducdo no
eritema induzido por UV-B. As catequinas também sdo capazes de
diminuir a producdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1 e TNF-o e
aumentar a producdo de citocina anti-inflamatéria IL-10 (YANG et al.,
1998; CROUVEZIER et al., 2000). Estudos in vitro sugerem efeitos



181

antiinflamatérios daqueles metabélitos, entretanto o efeito nos processos
inflamatdrio e de cicatrizacho em modelos in vivo ndo estdo bem
estabelecidos (KAPOOR et al., 2004).

ORr, H
Figura 45. Estrutura quimica das catequinas: epicatequina R1 = R2 = H;
galocatequina R1 = H; R2 = OH; R3=H.

O extrato bruto aquoso de cascas de banana (Musa sp., cv. Prata
And) (EBA) apresenta potencial cicatrizante de acordo com o seu perfil
quimico. Portanto, a associacdo do hidrogel de PVA ao EBA de cascas
de banana pode resultar em um importante fitomedicamento a aplicacéo
em processo cicatricial. Assim, ressalta-se o carater inovador desse
trabalho que objetiva:

1) desenvolver um curativo, derivado de polimero sintético
contendo substancias naturais cicatrizantes, i.e. EBA,

2) avaliar o comportamento de intumescimento e degradacao in
vitro, as propriedades mecanicas, a citotoxicidade e a viabilidade celular
in vitro de formulac@es de hidrogel de PVA contendo EBA,;

3) avaliar o potencial cicatrizante in vivo de curativo de PVA
contendo EBA.

2. Material e métodos
2.1. Preparo dos hidrogéis

O PVA utilizado neste estudo é descrito como Mowiol® 20-98.
De acordo com esta nomenclatura, o primeiro numero indica a
viscosidade de uma solucéo de PVA 4 %, a temperatura de 20 °C, como
uma medida relativa da massa molar do polimero. E o segundo nimero
indica o grau de hidrolise (GH) do poli(acetato de vinila). Portanto, o
PVA Mowiol® 20-98, apresenta viscosidade de 18.5 — 21.5 mPa.s e GH
de 98.0 — 98.8% (totalmente hidrolisado) (KURARAY, 2010). Para o
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preparo dos hidrogéis nas concentracdes correspondentes a 5%, 10%,
15% e 20% (m/v), foram pesadas aliquotas de acool polivinilico (PVA
Mowiol 20-98) e adicionadas de agua Milli-Q, utilizando baldo
volumétrico. As solugBes foram aquecidas a 80 °C, durante 5 horas.
Aliquotas (13 mL) das solucBes do hidrogel foram transferidas para
moldes de silicone (12 cm x 8 cm x 0,4 cm) e levadas ao freezer (-20
°C), durante 15 horas. Apos este periodo, as placas foram coletadas e
mantidas em temperatura ambiente até total descongelamento (~3h). A
incorporacdo do EBA, na forma liofilizada, foi realizada antes do
hidrogel ser transferido aos moldes de silicone. O EBA foi preparado
conforme descrito no item 2.2 do capitulo 1.

Alternativamente, hidrogéis de PVA 10% foram preparados por
congelamento rapido, em ultrafreezer a -80 °C, durante 15 horas.
Posteriormente, as placas foram retiradas do freezer e mantidas em
temperatura ambiente por 3h, até o total descongelamento. O EBA (item
2.2 do capitulo 1), na forma liofilizada, foi incorporado antes do
hidrogel ser transferido aos moldes de silicone.

Os hidrogéis de PVA 10% preparados por congelamento lento
seguido de liofilizagdo foram levados ao freezer a temperatura de -20
°C, durante 15 horas. Apds este periodo de congelamento, as placas
foram retiradas do freezer e deixadas a temperatura ambiente até total
descongelamento, durante um periodo de 3h. Em seguida, foram
congeladas novamente e liofilizadas por um periodo de 24 h. A
incorporacdo de EBA (item 2.2 do capitulo 1), na forma liofilizada, foi
realizada antes do hidrogel ser colocado nos moldes.

Resumidamente, os hidrogéis de PVA 10 % foram definidos de
acordo com as condi¢des de congelamento, a saber: congelamento lento
(CL; T=-20 °C), congelamento rapido (CR; T=-80 °C), e congelamento
lento com posterior liofilizagdo do hidrogel (L; T=-20 °C).

2.2. Caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas avaliadas dos hidrogéis de PVA-
EBA foram a homogeneidade, cor, odor, brilho e a auséncia de grumos.
Estes testes consideraram a inspecdo direta das amostras a olho nu
(PROENCA et al., 2006).

2.3. Determinagéo do pH

A determinacdio do pH foi realizada pelo método
potenciométrico. A medida do pH foi realizada em triplicata para cada
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amostra. O potencidmetro digital foi previamente calibrado com
solucdes tampdo de biftalato de potassio pH 4,0 e tampdo fosfato pH
7,0.

2.4. Ensaio de absorc¢ao de liquido pelo hidrogel e degradacéo

Por¢des de 1,5 cm x 1,5 cm de hidrogel (n=3) de PVA (5, 10, 15 e
20%) puro (controle) e contendo EBA, com espessura e peso
previamente determinados, foram imersas em 10 mL de solucdo que
mimetiza o fluido do leito da lesdo (SL: 0,68 g NaCl, 0,22 g KCI, 2,5 g
NaHCOg, 0,35 g NaH,PO, 0,025g NaN3; em 100 mL de agua Milli-Q,
forca i6nica 0,48M e pH 7,4) (LIN; CHEN, RUN-CHU, 2001).

Em um segundo momento, foram avaliadas as taxa de absorgédo
de liquido e de degradacéo dos hidrogéis de PVVA 10% puro e contendo
EBA imersos em tampao fosfato (PBS 0,01 M, pH 7,4) ou em SL.

Cada solucdo contendo a porgdo de hidrogel imersa foi mantida
em banho-maria a 37 °C, durante 10 dias. Foi adicionada azida sédica
(0,1 %) as solugbes no intuito de prevenir a contaminagdo
microbioldgica.

As amostras de hidrogéis em estudo foram inicialmente pesadas
antes da imersdo nas respectivas solugdes tampdo PBS e SL, bem como
ao longo do tempo (ensaio de absor¢do de liquido pelo hidrogel: 5, 10,
20, 30, 45, 60, 120, 135, 150, 180, 195, 210, 240, 255, 270, 300, 315,
330 e 360 min; ensaio de degradacdo do hidrogel: 1 a 10 dias).
Previamente as pesagens 0 excesso de liquido presente nas porgdes de
hidrogel foi adsorvido em papel filtro. O ensaio foi realizado em
triplicata.

A taxa de absorcdo de liquido foi calculada segundo a equagédo
abaixo, onde p1 refere-se a massa da porcao de hidrogel e p2 a massa da
porcao de hidrogel ap6s turgescéncia:

Taxa de Absorgdo = p2 —pl x 100
pl

Os resultados desta variavel foram expressos em média + desvio
padréo.

2.5. Ensaio in vitro de biocompatibilidade do hidrogel

A determinacdo da biocompatibilidade dos hidrogéis de PVA foi
realizada via ensaio de citotoxicidade in vitro, conforme o protocolo ISO
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10993-5. Os hidrogéis de PVA (5, 10, 15 e 20%) foram preparados
conforme descrito no item 2.1 deste capitulo, distribuidos em placas de
cultivo de 24 pocos (300 pL) e submetidos ao processo de congelamento
a -20 °C, durante 14h, seguido de descongelamento a temperatura
ambiente por aproximadamente 3 h. Ap6s o descongelamento, as placas
de cultivo foram expostas a radiacdo ultravioleta por um periodo de 4 h
para efeitos de esterilizacdo. Em virtude do EBA de cascas de banana
conter compostos fendlicos sensiveis a luz U.V., o processo de
esterilizacdo foi realizado através de ultrafiltracdo. O EBA esterilizado
(500 pL) foi transferido aos pogos contendo os hidrogéis nas respectivas
concentracBes e a placa de cultivo foi incubada em estufa (37 °C,
atmosfera com 5% de CO,), durante 1 hora. Subsequentemente, retirou-
se 0 excesso de EBA, sendo adicionados 3 mL de meio de cultivo
EMEM, suplementado com 10% soro fetal bovino e 1 % de antibidtico
nos pocos contendo os hidrogéis em estudo. Procedeu-se a nova
incubacdo, por periodos de 7h ou 24h, em estufa a 37 °C e atmosfera
com 5% de CO,. Na sequéncia, foi recolhido o sobrenadante em contato
com 0s respectivos hidrogéis, o qual foi submetido a centrifugacdo a
3.500 rpm durante 10 min, transferindo-o para placas contendo
fibroblastos (L929), os quais foram incubados por 24 h (estufa a 37 °C,
5% CO;) na presenca dos meios de cultura dos tratamentos com
incubacdo durante 7h ou 24h dos hidrogéis controle (PVA: 5, 10, 15 e
20%) ou hidrogéis (PVA: 5, 10, 15 e 20%) adicionados de EBA. Na
sequencia, avaliou-se a viabilidade celular através do método de MTT
(brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolil - MOSMAN,
1983). Apds 24 horas, 0 sobrenadante foi removido e um novo meio de
cultura contendo MTT foi adicionado, seguido de incubacéo por 3 horas
a 37 °C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO,. Decorrido este
periodo, o meio de cultura foi removido ¢ adicionado de 100 pL de
DMSO para dissolver os cristais de formazan produzidos durante a
incubacdo com MTT. As absorbancias dos meios de cultura foram
determinadas em leitor de Elisa, a 540 nm, para estabelecer a relacéo
linear do nimero médio de células por poco no ensaio do MTT
(MOSMAN, 1983). Os resultados foram expressos em média + desvio
padrao.

2.6. Teste de resisténcia a tragéo
O teste de resisténcia a tracdo ou tensdo utilizou a metodologia

ASTM D638-10 padronizada a determinagdo de propriedades de tracéo
de plésticos (do inglés, Standard Test Method for Tensile Properties of
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Plastics), da Sociedade Americana para Testes e Materiais (do inglés,
American Society for Testing and Materials — ASTM). Os hidrogéis de
PVA 10% contendo EBA foram preparados conforme descrito no item
2.1. Os hidrogéis (n=10) foram retirados dos moldes e segmentados (8
cm x 1 cm), seguido da determinacdo de sua espessura e do teste de
tensdo em equipamento Instron® (Fig. 46). Os resultados foram
expressos em média +desvio padrao.

Tracédo 2cm

- | manter a

—3cm

1 c‘v
—— 8cm

Amostra de Hidrogel

Figura 46. Equipaeto Instron® (a esquerda) para teste de tracdo das
amostras de hidrogéis em estudo. Detalhe do esquema de fixa¢do do
hidrogel no equipamento e dimensdes da amostra (a direita).

2.7. Caracterizacgao reoldgica

A reologia estuda a deformacdo e o fluxo dos materiais sob
influéncia de tensbes. Neste contexto, a matéria pode estar no estado
liquido, solido, ou gasoso (BRETAS, 2005; DAK, 2007). As
propriedades reolégicas dos hidrogéis foram determinadas em reémetro
AR2000 TA Instruments®, utilizando pratos de geometria paralela de 20
mm com armadilha para solvente para evitar a perda de agua. Para
efeitos da analise da estabilidade do hidrogel no estado so6lido de PVA
10% contendo EBA, amostras em formato circular com raio de 75 mm e
espessura em torno de 1 mm (n=6) foram utilizadas. A temperatura
inicial de 25 °C foi elevada até a temperatura final de 50 °C, com
frequéncia oscilatéria fixada em 1Hz e elevacdo de 1 °C a cada 15s.
Foram analisadas as varreduras de frequéncia na faixa de 0,1 a 10 rad.s™



186

a temperatura ambiente e a 37 °C, mimetizando condigdes de interacdo
tanto com o meio externo quanto com o organismo, e determinadas as
evolucBes dos modulos de armazenamento (G”) e dissipagdo (G™).

2.8. Liberacédo de EBA pelo hidrogel

Primeiramente, os hidrogéis de PVA 10% foram preparados
conforme descrito no item 2.1 deste capitulo. Amostras de 1,5 cm x 1,5
cm de hidrogel (n=3) puro e contendo EBA (mar¢o/2011) incorporado
foram imersas em 1 mL de tampdo fosfato (PBS 0,01M, pH 7,4, 0,025%
de azida sddica), e incubadas em banho maria a 37 °C, sob agitacéo.
Aliquotas (500 pL) de amostra foram coletadas entre 1min e 120 min. O
volume de 1 mL foi mantido ao longo do periodo experimental,
retornando 500 uL de tampéao fosfato retirado a cada intervalo de tempo.
As aliquotas amostrais foram liofilizadas e ressuspendidas em 150 pL de
agua Milli-Q. A liberacdo de EBA do hidrogel de PVA 10% foi
monitorada através da quantificacdo de compostos fendlicos totais,
através do método descrito por Randhir, Shetty e Shetty (2002), com a
utilizacdo do reativo de Folin-Ciocalteau. A quantificacdo dos
compostos fendlicos utilizou uma curva-padrdo de acido galico (10
pg/mL - 1000 pg/mL; y = 0,0016x; r* = 0,99) e os resultados foram
expressos em pg de equivalentes de acido galico. As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos em média = desvio
padréo.

2.9. Ensaio in vivo do potencial cicatrizante dos hidrogéis de
PVA contendo extrato aquoso de casca de banana

Conforme descrito no Capitulo 2, item 2.6.

Os ensaios que caracterizam o potencial cicatrizante dos
hidrogéis foram realizados no biotério do Laboratério de Nutrigdo
Experimental, no Centro de Ciéncias da Saude, sob responsabilidade da
professora Dra. Vera Licia Tramonte.

2.9.1. Animais e tratamento

Camundongos  isogénicos Balb/C foram submetidos a
procedimento anestésico (solucdo de quetamina 90 mg/kg e xilazina 15
mg/kg), seguido da tricotomia da regido dorsal com Iamina de barbear,
assepsia do local (alcool 70%) e delimitagdo da &rea de intervencdo, i.e.,
um cm’. Posteriormente, foi realizada a excisio (um cm?) do tecido
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epitelial dorsal (FRANK; KAMPFER, 2003) e ap6s o procedimento
cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas individuais e sem
maravalha. A maravalha foi substituida por folhas de papel toalha, no
intuito de ndo interferir no processo cicatricial, evitando o contato com a
drea da lesdo e possivel contaminagdo. Limpezas diarias das gaiolas
foram realizadas durante o periodo experimental.

Estando os camundongos devidamente acondicionados, estes
foram distribuidos entre os grupos experimentais (n = 6 animais/grupo),
a saber:

- grupo | (controle negativo): os animais receberam aplicacdo
topica de 1,5 cm x 1,5 cm (area suficiente para cobrir toda a leséo e fixar
nas bordas de tecido ndo lesionado) de hidrogel obtido por
congelamento lento de PVA 10% liofilizado, ocorrendo a reaplicacéo do
hidrogel quando necessario;

- grupo Il (controle positivo): os animais receberam aplicagio
topica de 1,5 cm x 1,5 cm de curativo comercial Duoderme®, ocorrendo
a reaplicacdo diria do curativo;

- grupo Il (grupo teste): os animais receberam aplicacdo topica
1,5 cm x 1,5 cm de hidrogel obtido por congelamento lento e liofilizado
de PVA 10% contendo EBA ocorrendo a reaplicacdo diaria do hidrogel.
A dose de extrato presente em cada porcdo de 1,5 cm x 1,5 cm de
hidrogel correspondeu a nove mg de compostos fendlicos/porg¢éo.

Todos os animais receberam solucéo de paracetamol (110 mg/kg
— via oral, duas vezes ao dia) como tratamento pos-operatorio, 24h apds
0 procedimento cirdrgico e durante todo o periodo experimental.

Neste estudo, o processo de reparagdo tecidual de lesdes cutaneas
experimentalmente induzidas em camundongos isogénicos Balb/C foi
avaliado quanto a cinética temporal da regressdo da area da lesdo a nivel
macroscépico, abordando parametros que caracterizam o potencial
cicatrizante de um extrato vegetal.

A dose escolhida para o tratamento das lesdes deste estudo, i.e.,
50 mg/kg/dia EBA de cascas de banana Musa sp., cultivar Prata And,
baseou-se em resultados prévios obtidos por Pereira (2010). Neste
contexto, a dose de EBA corresponde a nove mg de compostos fenélicos
totais, necessaria ao tratamento de uma lesdo durante o periodo de nove
dias, considerando os resultados descritos no Capitulo 2, item 3.

2.9.2. Morfometria da lesédo

Essa variavel caracteriza o potencial cicatrizante de um extrato
vegetal, por exemplo, e considera a determinagdo da porcentagem de
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reducdo da lesdo, via comparacdo da area lesionada no dia do
procedimento cirdrgico (t,) COM a area cicatrizada a cada trés dias, e 0
periodo de epitelizacéo.

Para determinar a porcentagem de reducdo da lesdo, as lesdes
foram fotografadas (Camera Digital Sony Cyber-Shot 12.1), com
distancia padronizada, imediatamente apds a cirlrgia para retirada de
tecido epitelial (4rea de um cm?) e em intervalos de tempo de trés dias,
até a cicatrizacio total da lesio (FRANK; KAMPFER, 2003). As areas
das lesdes foram mensuradas com auxilio do software Image J, a partir
das imagens digitalizadas. De forma similar, a porcentagem de reducéo
da lesdo (%) foi calculada utilizando a férmula: % = [(&rea cicatrizada)
x 100]/area da lesdo realizada no procedimento cirdrgico inicial.

As lesBes localizadas no dorso dos animais foram observadas
diariamente ap6s o procedimento cirdrgico para a determinagdo do
periodo de epitelizagdo. Esse periodo correspondeu ao nimero de dias
necessarios a completa cicatrizacdo da lesdo, ou seja, auséncia de
indicios do processo cicatricial (NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL,
2007). Os resultados foram expressos em média * desvio padrao.

3. Resultados e discussao
3.1. Preparo dos hidrogéis

Inicialmente, foram preparados os hidrogéis de PVA (Mowiol 20-
98), a partir de 1 (um) ciclo de congelamento e descongelamento, o
qual foi suficiente a obtencdo dos hidrogéis de PVA nas concentracdes
de 10 %, 15 % e 20 %. Entretanto, para o PVA 5 % foram necessarios 3
(trés) ciclos de congelamento e descongelamento, devido a menor
concentracdo de polimeros em solucdo e consequente dificuldade de
obtencdo de consisténcia satisfatdria do gel.

3.2. Caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas avaliadas foram
homogeneidade, cor, odor, brilho e auséncia de grumos ou precipitados.
Estas avaliacfes foram realizadas pela percepcdo direta via analise
visual a olho nu. Em todos os tempos de avaliagdo dos hidrogéis, nédo foi
detectada a degradacdo das matérias-primas utilizadas. Os hidrogéis
mostraram-se estaveis quanto as caracteristicas organolépticas ao longo
de 2 (dois) meses. Entretanto, o hidrogel de PVA 10 % apresentou
menor opacidade, sendo um hidrogel transparente que permitiu melhor
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visualizacdo do leito da lesdo. Estas propriedades sdo consideradas
importantes para a aceitacdo do produto pelos pacientes (ALMEIDA et
al., 2012).

3.3. Determinacéo do pH

O valor de pH dos hidrogéis também é um fator importante, pois
proporciona informagBes que podem refletir a estabilidade quimica da
preparacdo, principalmente quanto a indicacdo de ocorréncia de reacdes
de degradacdo do principio ativo, ou adjuvantes da formulacdo
(MORAES, 2006). O pH permaneceu constante no periodo analisado
(Tab. 14), contudo, os hidrogéis de PVA 15 % e PVA 20 % apresentaram
pH uma unidade abaixo do pH fisioldgico..

Tabela 14. Valores de pH dos hidrogéis de PVA.
Tempo 10dias 15 dias 30 dias 60 dias

ZEro
PVAS % 7.3 7.3 7.3 7.3 7.2
PVA 10 % 7.1 7.3 7.3 7.2 7.3
PVA 15 % 6.2 6.3 6.2 6.1 6.1
PVA 20 % 6.2 6.3 6.2 6.2 6.1

O valor de pH, i.e. a concentracdo hidrogenibnica, da superficie
da pele esta relacionado a produgdo de acido latico (pH = 4,6 — 5,8), 0
gue contribui como protecdo bacteriana e fungicida na superficie
cutanea. Entretanto, as secrecBes cutdneas apresentam capacidade
tamponante (pH fisiolégico = 7,4), como é o caso do fluido que
extravasa do leito da lesdo. Portanto, o controle do pH cuténeo, tanto
sob 0 ponto de vista cosmético quanto dermatoldgico, é de extrema
importancia, no intuito de evitar a utilizacdo de substancias, por via
topica, que sejam agressivas ao tecido que esta em processo de
regeneracdo (ZLOTOGORSKI, 1987; RODRIGUES, 1995). Sendo
assim, somente os hidrogéis de PVA 5 % e 10 %, com valor de pH
préximo ao pH fisioldgico, foram classificados como formulagbes mais
promissoras, candidatas a aplicacdo topica e para obtencdo de um
curativo cutaneo.
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3.4. Ensaio de absorcao de liquido pelo hidrogel e degradacéo

Conforme mostra a Figura 47, a taxa de absorcao de liquido pelos
hidrogéis de PVA nas concentracdes em analise (5, 10, 15 e 20% - m/v)
aumentou significativamente de acordo com a concentragdo do
polimero, a partir dos 260 min e até o final do periodo experimental, em
condi¢des in vitro que mimetizaram o fluido do leito da lesdo, a 37 °C.
Ressalta-se que o hidrogel de PVA 5 % apresentou a menor taxa de
absorcdo de liquido e a maior taxa de degradacao (Fig. 48) e, por isso,
foi descartado das andlises posteriores.

A taxa de absorcdo de liquido indica a habilidade do hidrogel,
como um curativo epidérmico, de absorver o exsudato da lesdo. A
elevada taxa de absorcdo torna o hidrogel um curativo ideal a remogéo
de fluido de lesdes altamente exsudativas e auxilia a prevenir
contaminacdo (LALANI; LIU, 2012). Observou-se que no tempo de 250
min (aproximadamente 4h do ensaio de absorcdo de liquido) os
hidrogéis de PVA (10, 15 e 20 %) atingiram o grau maximo de absor¢éo
de liquido. Por sua vez, o hidrogel de PVA 5 % atingiu o equilibrio aos
125 minutos do ensaio (aproximadamente duas horas).

A estrutura quimica dos polimeros pode também afetar a taxa de
absorcdo de liquido dos hidrogéis. Polimeros contendo grupos
hidrofilicos, como o PVA, absorvem fluido em maior quantidade
comparativamente aqueles contendo grupos hidrofébicos, devido ao
colapso destes na presenca da agua, minimizando a exposi¢do do mesmo
aquele solvente (PEPPAS, 2000).

A degradacdo de hidrogéis é definida como um processo em que
a deterioracdo nas propriedades do polimero acontece devido a fatores
de origem quimica, térmica, mecéanica, ou por radiacdes, e.g. A
degradacdo pode ser o resultado de eventos quimicos, tais como:
solvatacdo, dessorcdo, dissociacdo, hidrolise, dissolucdo, oxidacao,
reducdo e fotélise. De forma similar, fenbmenos fisicos podem erodir
uma matriz de polimérica devido a difusdo, abrasao, trinca, descamacéo,
guebra mecéanica, ou ainda a combinacdo de fatores fisicos e/ou
guimicos. Uma das formas mais simples de se avaliar o efeito dessas
atividades, a qual foi empregada no presente estudo, considera a
determinacdo da perda de massa dos hidrogéis que, normalmente, ocorre
por dois fendmenos: a solvatacdo e a despolimerizacdo da cadeia
polimérica (COSTA-JUNIOR et al., 2008b; PANEVA, 2003; ZHANG,
NEAU, 2001).
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Figura 47. Taxa de absor¢do de agua dos hidrogéis de PVA imersos em
solucdo que mimetiza o fluido do leito da lesdo a temperatura de 37 °C.
A diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando comparadas as
concentracdes dos hidrogéis de PVA, considerando p<0,05.

A degradacdo dos hidrogéis de PVA 10%, 15 % e 20 % (Fig.
48) foi estatisticamente significativa até o 5° dia do periodo
experimental, com destaque ao hidrogel de PVA 20 % com a menor taxa
de degradacao.

Considerando os resultados das andlises organolépticas, de pH,
absorcdo de liquido e degradacdo, o hidrogel de PVA 10 % foi
selecionado por apresentar menor opacidade, valor de pH préximo as
condigdes fisiologicas e taxa de degradacdo semelhante ao final do
periodo experimental em relacdo aos hidrogéis de PVA 15 % e PVA 20
%. Em relagdo a taxa de absorcéo de liquido, ponderou-se a escolha do
hidrogel de PVA 10 %, uma vez que um curativo altamente capaz de
absorver liquido, i.e. PVA 15 % e 20 %,pode ser prejudicial ao processo
cicatricial. Considera-se, ainda, que 0 ensaio in vivo posterior ndo
apresenta lesdo com caracteristicas que a classifique como altamente
exsudativa, por ser apenas a retirada de uma pequena area de tecido
epitelial do dorso dos animais (FRANK; KAMPFER, 2003).

Continuando a anélise da taxa de absor¢do de liquido e
degradacgdo dos hidrogéis, foram preparados hidrogéis de PVA 10 %, via
duas técnicas de congelamento: 1) congelamento lento a -20 °C (CL) e
2) congelamento répido & -80 °C (CR). Além disso, uma terceira forma
de preparo dos hidrogéis foi adotada, i.e., congelamento lento & -20 °C,
seguido de liofilizacdo (L) e analise. Aos hidrogéis de PVA 10%
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adicionou-se 0 EBA na concentracdo de 4mg/cm? (i. e., 9mg a cada
1,5x1,5 cm de hidrogel)

1201 - PVA5%

; = PVA 10%
-+ PVA 15%
PVA 20%

taxa de degradacgédo (%)

-904

Figura 48. Taxa de degradacdo dos hidrogéis de PVA imersos em
solucdo mimetizante do fluido do leito da lesdo, a 37 °C. A diferenga
estatistica foi simbolizada por (*), quando comparadas as concentragdes
dos hidrogéis de PVA, considerando p<0,05.

As ligacGes entre as cadeias poliméricas de PVA podem ser de
natureza quimica e fisica (congelamento/descongelamento),
possibilitando uma grande variedade de aplicagcbes em formulagdes
farmacéuticas (MANSUR, 2007a,b). Através da variacdo da condicdo de
congelamento dos hidrogéis de PVA 10 %, constatou-se (Fig. 49) que
em até 5h do periodo experimental os hidrogéis congelados lentamente
(T = -20 °C) e congelados lentamente com posterior liofilizagdo
apresentaram taxas de absorcédo de liquido semelhantes. Comportamento
distinto foi detectado ao hidrogel de PVA 10 % contendo EBA e
submetido a liofilizacdo ap6s o ciclo de congelamento e
descongelamento, imerso em solucdo de tampdo fosfato (PBS). Pode-se
inferir que quando esta condicéo do meio é comparada ao fluido do leito
da lesdo, mimetizado em condices in vitro, a taxa de absorgao é inferior
devido a maior concentracdo de sais nesta Gltima. Portanto, é importante
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de considerar a composicdo do ambiente da lesdo quanto ao
comportamento dos hidrogéis propostos. O fato de liofilizar o hidrogel
ndo alterou sua capacidade de absorcdo de liquido. Contudo, se
considerarmos a apresentacdo de um produto farmacéutico na forma
liofilizada, é possivel garantir maior estabilidade deste, evitando a
contaminagdo por microorganismos e uso de conservantes que podem
eventualmente interferir no processo de cicatrizacéo das lesoes.
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Figura 49. Taxa de absorcdo dos hidrogéis de PVA 10% contendo EBA,
imersos em tampéo fosfato (PBS) ou em solugdo que mimetiza o fluido
do leito da lesdo (SL), a 37 °C. Variagdes de congelamento:
congelamento lento (CL; T = -20 °C), congelamento rapido (CR; T = -
80 °C), congelamento lento e posterior liofilizacdo do hidrogel (L; T = -
20 °C). A diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando
comparadas as diferentes formulacbes dos hidrogéis de PVA,
considerando p<0,05.

Com relacdo a taxa de degradacdo dos hidrogéis de PVA 10%
contendo EBA, preparados através de congelamento lento e
congelamento lento com posterior liofilizacdo (Fig. 50), néo foi
observada diferenca estatistica significativa ao final do periodo
experimental, apesar da variacdo significativa observada ao longo dos
primeiros 4 dias do estudo. Os hidrogéis de PVA 10 % contendo EBA
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preparados por congelamento rapido (-80 °C), apresentaram elevada
taxa de degradacdo (p<0,05), a partir do 5° dia do periodo experimental
e até o final deste.
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Figura 50. Taxa de degradacdo dos hidrogéis de PVA 10% contendo
EBA imersos em tampdo fosfato (PBS) e em solucdo que mimetiza o
fluido do leito da lesdo (SL) a 37 °C. Variacdes de congelamento:
congelamento lento (CL; T = -20 °C), congelamento rapido (CR; T = -
80 °C); congelamento lento e posterior liofilizacdo do hidrogel (L; T= -
20 °C). A diferenca estatistica foi simbolizada por (*), quando
comparadas as diferentes formulagbes dos hidrogéis de PVA,
considerando p<0,05.

3.5. Ensaio in vitro de biocompatibilidade do hidrogel

A biocompatibilidade é o requisito principal para utilizacdo
farmacoldgica de sistemas poliméricos. A compatibilidade local cutanea
¢ um dos pardmetros para aplicagdes clinicas. A “International
Organization for Standardization” ISO 10993-5 apresenta um guia para
avaliacdo da biocompatibilidade de materias para aplicagdo médica, com
prioridade dada a estudos in vitro baseados em cultivo celular, através de
contato direto e indireto. O ensaio de citotoxicidade neste trabalho
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utilizou o contato indireto, expondo-se os hidrogéis de PVA 10 %, com e
sem EBA incorporado, ao meio de cultura durante 7h e 24h. Num
segundo momento, o sobrenadante que estava em contato com as
matrizes poliméricas foi transferido e colocado em contato com
fibroblastos L929 de camundongos, durante 24h.

Neste experimento, a viabilidade celular foi determinada via
ensaio de reducdo do sal de tetrazélio (MTT), que permite mensurar o
metabolismo celular. O ensaio do MTT avalia a funco celular em nivel
mitocondrial, baseando-se em reacdo colorimétrica a quantificacdo do
produto de reducdo do MTT, i.e., formazan, no interior das mitocondrias
das células viaveis (MOSMAN, 1983). Quanto maior a intensidade de
cor do meio de reagdo (absorbancia, A = 540nm), maior ¢ a taxa
metabdlica e, portanto, menor a citotoxicidade do tratamento em analise,
assumindo-se como uma medida indireta da biocompatibilidade do
material testado.
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Figura 51. Biocompatibilidade dos hidrogéis de PVA 10 % preparados
por congelamento lento (CL; T = -20 °C); congelamento rapido (CR; T
= -80 °C); congelamento lento e, posterior, liofilizagdo do hidrogel (L; T
=-20 °C). Ensaio realizado via contato indireto com tempo de exposic¢éo
de 7h e 24h do meio de cultivo nos respectivos hidrogéis. Onde, a: PVA
7h vs. 24h; *: PVA 24h vs. controle positivo.

A andlise in vitro da biocompatibilidade (Fig. 51) permite
inferir que o tempo de contato dos hidrogéis (PVA 10 %) com o meio de
cultura alterou a viabilidade dos fibroblastos. A viabilidade celular
diminuiu significativamente no tempo de 24h. Entretanto, quando da
adicdo do EBA, a atividade mitocondrial dos fibroblastos apds 7h e 24h
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de exposi¢do indireta com os hidrogéis de PVA 10 % se manteve
semelhante ao controle positivo, ndo sendo observados sinais de
citotoxicidade. A partir da Fig. 51, é possivel observar que a
biocompatibilidade variou entre 88 + 2 % (hidrogéis de PVA+EBA, 7h)
e 89 + 3 % (hidrogéis de PVA+EBA, 24h). Os valores dos tratamentos
com hidrogéis contendo EBA e o controle positivo (100% de
viabilidade), ndo diferiram significativamente (p<0,05). Assim, 0s
hidrogéis de PVA 10% contendo EBA séo considerados promissores
para serem testados em ensaios in vivo, por serem biocompativeis com
as células de fibroblastos L929 de camundongos. De fato, hidrogéis
indicados ao desenvolvimento de produtos farmacéuticos, como 0s
curativos, devem apresentar biocompatibilidade e biodegradabilidade
aceitaveis (HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008).

O teste de biocompatibilidade in vitro, utilizando cultura de
células de fibroblastos L929, é considerado um dos primeiros passos a
identificacdo de compostos ativos e como primeiro teste de
biosseguranca (ISO 10993-5). Todas as amostras de hidrogéis + EBA
apresentaram um desempenho acima de 80%, superior aos 50%
considerado como viabilidade celular minima aceitavel como
biocompativel (SEBAUGH, 2010).

3.6. Teste de resisténcia & tracéo

As propriedades mecanicas de um hidrogel polimérico podem ser
caracterizadas pelo seu comportamento de resposta & aplicacdo de uma
carga (Fig. 52). Polimeros amorfos, como as borrachas, sdo macios e
com grande capacidade de recuperacao eléstica, ou seja, retirada a carga
retornam a sua forma original. A liberdade de movimento da cadeia do
polimero é mantida no nivel local, enquanto que a estrutura de rede,
resultante da reticulacdo quimica ou fisica, dificulta 0 movimento em
grande escala ou o fluxo. Assim os polimeros dessa classe tendem a
apresentar menor médulo de elasticidade ou rigidez e grande capacidade
de deformacdo. As borrachas também podem exibir um aumento da
tensdo antes do colapso. Contrariamente, vidros e polimeros
semicristalinos, por exemplo, tém alto modulo eléstico e pouca
deformacdo (SPERLING, 2001; RATNER et al., 1996).

A forga de tensdo méxima, que indica a resisténcia a tragdo, em
grandes deformacBes é importante & selecdo de polimeros e em
particular para aplicacfes biomédicas. A forca de tensdo maxima de um
polimero € a tensdo no/ou proxima ao colapso do material. A tenacidade
de um polimero esta relacionada a energia absorvida até a falha (KHAN,
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PEH, CH’NG, 2000; ASTM D638-10; BAHRAMI, 2003; CAMPOS,
2005; RAO et al., 2007; COSTA-JUNIOR, 2008a,c).

Inclinag@o = Médulo elastico

Borracha

Tensdo de tracao

Deformacao

Figura 52. Propriedades mecanicas de um polimero em funcdo das
variaveis tensao de tracdo e deformacdo.

A resisténcia a tracdo, ou forca de tensdo, dos hidrogéis de PVA
10 % derivados do congelamento lento (CL; T= -20 °C), congelamento
rapido (CR; T = -80 °C), e congelamento lento com posterior
liofilizacdo do hidrogel (L; T= -20 °C), foi determinada em amostras
com dimens6es de 8 cm x 1 cm, com espessura de aproximadamente CL
= 1000 + 120 um, CR =450 + 32 um e L = 400 = 29 um. As amostras
de hidrogel, em formato de tiras, foram fixadas pelas extremidades e em
uma delas foi aplicada a forca de tracdo a uma velocidade de 0,5 mm/s.
A forca de ruptura e a elongagdo dos hidrogéis foi mensurada a partir do
momento do rompimento da porgdo central dos hidrogéis (n=10,
THIRAWONG et al., 2007). A resisténcia a tracdo e a elongacdo foram
calculadas através das seguintes férmulas (SEZER et al., 2007):

1) Resisténcia a tracdo (N/mm?) = forca de ruptura (N)
area seccéo transversal da amostra (mm?)

2) Elongacéo (%) = comprimento no ponto da ruptura (mm) x 100
comprimento inicial (mm)
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A Figura 53 mostra que a resisténcia a tracdo foi semelhante
(p<0,05) entre os hidrogéis de PVA 10 % + EBA preparados via
congelamento lento (CL + EBA e L + EBA). O processo de liofilizacdo
do material ndo interferiu nas propriedades mecéanicas dos hidrogéis
(Figs. 53 e 54). Entretanto, o procedimento de congelamento rapido
diminuiu significativamente a resisténcia a tracdo dos hidrogéis
congelados a -80 °C (CR e CR + EBA), em torno de 3 a 4 ordens de
magnitude, comparativamente aos hidrogéis de congelamento lento,
com ou sem EBA incorporado. Além disso, a adicdo de EBA
proporcionou um aumento significativo na resisténcia a tracdo dos
hidrogéis preparados via congelamento lento. Todavia, a adi¢do de EBA
ao hidrogel de PVA 10 % obtido por congelamento rapido ndo alterou
sua resisténcia em relacdo ao polimero sem extrato.
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Figura 53. Resisténcia a tracdo (N/mm2) dos hidrogéis de PVA 10 %
contendo EBA preparados por congelamento lento (CL; T = -20 °C),
congelamento rdpido (CR; T = -80 °C) e congelamento lento com
posterior liofilizagdo do hidrogel (L; T = -20 °C). A diferenca estatistica
foi simbolizada por (*), quando comparadas as diferentes formula¢6es
dos hidrogéis de PVA, considerando p<0,05.

O congelamento rapido (-80 °C) resultou em hidrogéis
claramente mais frageis e menos elasticos em comparacdo ao
congelamento lento (20 °C, Figs. 53 e 54). Possivelmente, 0 processo
de congelamento mais rapido permite a formacdo de um maior nimero
de crosslink, o que também diminui a porcentagem de elongacdo dos
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hidrogéis (Fig. 54). A adicdo de EBA ndo alterou a porcentagem de
elongacdo dos hidrogéis, independente do processo de congelamento
adotado.
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Figura 54. Porcentagem de elongacdo dos hidrogéis de PVA 10 %
contendo EBA preparados por congelamento lento (CL; T = -20 °C),
congelamento rapido (CR; T = -80 °C) e congelamento lento com
posterior liofilizagdo do hidrogel (L; T = -20 °C). A diferenca estatistica
foi simbolizada por (*), quando comparadas as diferentes formulagdes
dos hidrogéis de PVA, considerando p<0,05.

Os hidrogéis de PVA 10% apresentaram redes poliméricas com
resisténcia mecanica suficiente, a qual é requerida em aplicacdes
biomédicas. Portanto, estes hidrogéis podem ser utilizados para cobrir
lesbes e suportar alguma friccdo durante as atividades cotidianas. Assim,
mesmo em caso de um atrito acidental, esses filmes poliméricos tém a
capacidade de absorver energia sem quebrar, proporcionando um efeito
protetor & leséo e corroborando os achados de Singh e Pal (2012).

3.7. Caracterizacao reolégica
Seguindo com a caracterizacdo das amostras de PVA 10%,

foram estudadas suas propriedades reoldgicas. O estudo das
propriedades reol6gicas de uma determinada amostra de hidrogel obtida
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via solubilizacdo do polimero em agua, i.e., com sua apresentacdo na
forma liquida, considera que esta tem um comportamento de fluxo livre,
caracteristico do estado liquido, em que o modulo de dissipagdo (G”) ¢é
maior que 0 médulo de armazenamento (G’) (BRANDL et al., 2010).
Entretanto, a obtencdo dos hidrogéis de PVA 10 % em estudo depende
do processo de congelamento a -80 °C e -20 °C e porque o redmetro
utilizado atingia a temperatura minima equivalente a -5 °C, ndo foi
possivel determinar o ponto de gelatinizacdo das amostras de hidrogéis.
Em funglo disto, as amostras dos hidrogéis de PVA 10 % foram
transferidas ao redmetro na forma solida e as analises reolégicas
realizadas ap6s o procedimento de congelamento e descongelamento
destas. Sendo assim, os crosslinking formados nas estruturas polimérica
dos hidrogéis sdo caracterizados por valores de G’>G”, conforme
observado nas Figuras 55-60.

Para hidrogéis de PVA 10%, no estado soélido, foram
determinados os modulos de armazenamento (G’) e dissipagdo (G”),
através da varredura de frequéncia na faixa de 0,1 a 10 rad.s™*, 8 25 °C e
a37°C.
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Figura 55. Modulos de armazenamento (G’) e de dissipagdo (G”)
consoante & varredura de frequéncia (rad.s-1) do hidrogel de PVA 10 %
sem EBA, preparado por congelamento rapido (CR; T = -80 °C).

Conforme as Figs. 55 e 56, em ambas as temperaturas analisadas
é possivel observar um aumento nos modulos de armazenamento (T =
25°C, G’ =3865PaeT=237°C, G’=3577 Pa) e de dissipagdo (T =25
°C; G”=223,1 Pae T=37°C, G” =339,6 Pa) nos hidrogéis de PVA 10
% obtidos por congelamento répido e contendo EBA, ao final varredura
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de frequéncia, comparativamente a amostra sem EBA na formulagéo (T
=25°C,G’=409,7Pa, G”=74,03Pae T=37°C, G =293,6 Pa, G” =
69,51 Pa — ordens de magnitude aproximadas: T = 25 °C, G’ = aumento
de 9x; G” = aumento de 3x ¢ T = 37 °C, G’ = aumento de 12x; G” =
aumento de 5x).
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Figura 56. Modulos de armazenamento (G’) e de dissipagdo (G”)
conforme a varredura de frequéncia (rad.s-1) do hidrogel de PVA 10 %
adicionado de EBA, preparado por congelamento rapido (CR; T = -80
°C).
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Figura 57. Modulos de armazenamento (G’) e de dissipa¢do (G”)
consoante a varredura de frequéncia (rad.s-1) do hidrogel de PVA 10 %
sem EBA, preparado por congelamento lento (CL; T = -20 °C).
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Figura 58. Mddulos de armazenamento (G’) e de dissipa¢do (G”’) em
funcdo da varredura de frequéncia (rad.s-1) do hidrogel de PVA 10 %
adicionado de EBA, preparado por congelamento lento (CL; T = -20
°C).
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Figura 59. Modulos de armazenamento (G’) e de dissipa¢do (G”) em
fungdo da varredura de frequéncia (rad.s-1) do hidrogel de PVA 10 %
ndo adicionado de EBA, preparado por congelamento lento, seguido de
liofilizacdo do hidrogel.

Os hidrogéis de PVA 10 % contendo EBA obtidos por
congelamento lento (Figs. 57 e 58) apresentaram, ao final da varredura
de frequéncia, médulos de armazenamento (T = 25 °C, G’ = 466,6 Pa e
T=37°C, G’=226,1 Pa) e de dissipacdo (T =25°C; G”=1149PaeT

= 37 °C, G” = 64,06 Pa) muito menor (ordens de magnitude
aproximadas: T =25 °C, G’ = 6x menor; G” = 19x menor ¢ T = 37 °C,
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G’ = 9x menor; G = 27x menor) em relagdo aos hidrogéis de PVA 10 %
ndo adicionado de EBA (T =25 °C, G’=2797 Pa, G”=2195 Pa, T =37
°C, G’=2062 Pa, G” = 1702 Pa).

Os hidrogéis de PVA 10 % contendo EBA obtidos por
congelamento lento seguido de liofilizacdo (Figs. 59 e 60) apresentaram,
ao final da varredura de frequéncia, valores de mddulos de
armazenamento (G’) de 2379 Pa (25 °C) e 1198 Pa (37 °C) e de
dissipacdo (G”) iguais a 257,1 Pa (25 °C) e 148,9 Pa (37 °C), sendo
inferiores comparativamente ao hidrogéis de PVA 10 % sem EBA, e.g.,
G’(25 °C) = 5793 Pa, G”(25 °C) = 257,8 Pae G’(37 °C) = 4231 Pa, G”
(37 °C) = 208,1 Pa (Ordens de magnitude aproximadas: T = 25 °C, G’ =
2x menor ¢ T =37 °C, G’ = 4x menor; G” = 1x menor). O modulo de
dissipagdo a 25 °C, entretanto, mostrou-se semelhante para as
formulagdes em estudo.
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Figura 60. Modulos de armazenamento (G’) e de dissipa¢do (G”) em
funcdo da varredura de frequéncia (rad.s-1) do hidrogel de PVA 10 %
adicionado de EBA, preparado por congelamento lento, seguido de
liofilizacdo.

Na Tabela 15, s8o mostrados os valores de G’, expressos em
média + desvio padrdo, dos hidrogéis de PVA estudados. Quanto maior
o valor daquela variavel, maior é a rigidez de uma formulacdo de
hidrogel. Portanto, infere-se que a adicdo de EBA & matriz de PVA 10
%, seguido de congelamento rapido, propiciou a obtencdo de hidrogéis
mais rigidos (*), corroborando os resultados obtidos no item 3.6, i.e.
baixa resisténcia a tracdo e baixa porcentagem de elongacgdo em relagéo
aos demais tratamentos. Nas demais formulagdes contendo EBA obtidas
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por congelamento lento, a adigdo do extrato de cascas de banana induziu
a redugdo de G’, resultando em formulagdes menos rigidas e mais
elasticas, conforme observado nos experimentos de teste de resisténcia a
tracdo (item 3.6). Além disso, a 37 °C, os hidrogéis apresentam menor
rigidez (p<0,01), comparativamente & condi¢do de temperatura ambiente
(25 °C). Portanto, estas matrizes poliméricas podem ser consideradas
suportes mecanicos adequados a composicdo de curativos aplicaveis a
processos de cicatrizacdo de lesdes, uma vez que em contato com a pele
serdo facilmente moldados, possivelmente, apresentando-se mais rigidos
em condicBes de armazenamento, i.e. a temperatura ambiente.

Tabela 15. Valores dos modulos de armazenamento (G’) dos hidrogéis
de PVA 10 % puros e adicionados de EBA, a 25 °C e 37 °C, preparados
por congelamento lento (CL; T = -20 °C), congelamento rapido (CR; T
=-80 °C) e congelamento lento seguido de liofilizagéo (L; T = -20 °C).

Amostra 25 °C 37 °C
CR 376,764 + 18,796 250,314 + 23,6255
CR + EBA 3724,786 + 83,2662 (*) 3313,143 £ 128,7185 (*)
CL 26758,570 + 757,698 (*) 20025 + 257,465 (*) (**)
CL + EBA 408,636 + 29,868 204,114 + 11,560
L 5597,714 £ 110,070 (*) 4278,786 + 107,274 (*)(**)
L + EBA 2137,429 + 101,577 1322,357 £ 191,719 (**)

Nota: Quanto maior o valor de G’, mais rigida ¢ a matriz polimérica. (*)
Diferenca estatistica significativa (p<0,001) quando comparadas as
amostras adicionadas ou ndo de EBA. (**) Diferenca estatistica
significativa (p<0,001) quando comparadas as amostras em relacdo a
variagao de temperatura.

Os perfis de varreduras de frequéncia (Figs. 55-60) das amostras
revelam que, em geral, o mddulo de armazenamento (G’) permanece
constante e superior ao moédulo de dissipacdo (G”’) ao longo de toda a
faixa de frequéncia angular estudada (0,1 a 10 rad.s™), independente da
temperatura (25 °C e 37 °C). De acordo com Thatiparti, Shoffstall e
Recum (2010), o comportamento superior de G’ em relagdo a G” indica
a formacdo de géis fortes e rigidos. De fato, uma rede tridimensional é
caracterizada quando G’ apresenta valores superiores a G, sendo este
aumento independente da frequéncia angular (WILLIAMS et al., 2011).
As formulagdes ora estudadas exibem claramente uma correlacdo
positiva com a frequéncia angular e, por isso, ndo exibem uma estrutura
de gel tridimensional definitiva.
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3.8. Liberacdo de EBA pelo hidrogel

Nas Ultimas décadas, os hidrogéis tém sido extensivamente
utilizados como matrizes a liberagcdo controlada de farmacos e na
engenharia de tecidos. A popularidade desses materiais baseia-se em sua
versatilidade quimica, permite a criacdo de uma ampla variedade de
hidrogéis com propriedades distintas (HOARE; KOHANE, 2008;
PEPPAS et al., 2000). Além disso, hidrogéis geralmente apresentam
excelente biocompatibilidade por assemelharem-se fisico-quimicamente
a matriz extracelular. Comparativamente a outros biomateriais, tais
como o poli (&cido latico) ou poli (latico-co-glicdlico), os polimeros
hidrofilicos sdo adequados a retencdo de biomoléculas por ndo
apresentarem interacBes hidrofobicas, as quais podem afetar sua
atividade (PEPPAS et al., 2000; LIN; ANSETH, 2009).
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Figura 61. Percentual de liberagdo de compostos fendlicos totais do
EBA ao longo de um periodo de 48 h, a partir de hidrogéis de PVA 10 %
preparados por congelamento lento (-20 °C), congelamento rapido (-80
°C) e congelamento lento seguido de liofilizagcdo do hidrogel. O ensaio
foi realizado em solucdo que mimetiza o fluido do leito da lesdo, & 37
°C.

Para o estudo da liberacdo de compostos fenélicos, os hidrogéis
de PVA 10 % foram polimerizados apds a adi¢do de EBA padronizado
na forma liofilizada. Os hidrogéis de PVA foram preparados conforme
descrito no item 2.1, e antes de serem submetidos ao congelamento, i.e.
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polimerizacdo, EBA liofilizado foi adicionado a solugdo de PVA 10 %,
de modo a ndo alterar o volume do hidrogel.

A Figura 61 mostra a liberacdo de EBA a partir do hidrogel de
PVA 10% monitorada através da quantificacdo de compostos fenolicos
totais, utilizando-se o método descrito por Randhir, Shetty e Shetty
(2002). Somente 3 % do contelido de compostos fendlicos foi liberado
da estrutura polimérica de PVA 10 % ao meio. Provavelmente, os
compostos fenolicos formaram ligagdes do tipo pontes de hidrogénio
com a estrutura polimérica e ndo foram liberados a solucdo de imerséo
dos hidrogéis.

Em virtude destes resultados, conduziu-se um segundo
experimento visando diminuir a interacdo dos compostos fendlicos do
EBA com a estrutura polimérica do hidrogel de PVA. Considerando a
semelhanca entre os perfis de liberacdo dos hidrogéis obtidos por
congelamento lento (CL + EBA) e congelamento lento seguido de
liofilizacdo (L + EBA), os resultados promissores das propriedades
determinadas no ensaio de absor¢do de liquido pelo hidrogel e
degradacdo, da avaliacdo da biocompatibilidade e das propriedades
mecanicas (teste de resisténcia a tracdo), selecionou-se o hidrogel de
PVA 10 % obtido por congelamento lento seguido de liofilizagdo (L +
EBA) para esta série experimental. Todavia, destaca-se que a
incorporacdo do EBA ao polimero foi realizada de duas formas, a saber:
i) o EBA foi incorporado ao hidrogel de PVA 10 % antes da
polimerizacdo e, ii) preparou-se uma solugdo concentrada de EBA, na
qual os hidrogéis de PVA 10 % obtidos por congelamento lento seguido
de liofilizag&o foram imersos.

Porgdes (1,5 cm x 1,5 cm) de hidrogéis de PVA 10 %
polimerizados e liofilizados foram imersos em 2 mL de solugdo de EBA
(2 mg/mL), protegidos da luz, durante 5 h, a 25 °C. Este periodo de
tempo foi selecionado de acordo com os resultados do ensaio de
absorcao de liquido, em que os hidrogéis de PVA 10 % atingiram o grau
maximo de absorcdo em aproximadamente 4 h. Apés as 5 h de imersao
dos hidrogéis de PVA em EBA, foi realizado o ensaio de liberacdo e
quantificacdo dos metabolitos de interesse.

De acordo com a Tabela 16, os compostos fendélicos totais foram
quantificados no tempo zero (n=3), i.e., antes da imersdo das amostras
de hidrogéis, e ap6s 24 h. Além disso, a dosagem de compostos
fendlicos totais foi realizada no EBA (n=3), sem a presenca do hidrogel,
objetivando determinar a eventual ocorréncia de degradacdo dos
compostos durante o procedimento de imersdo dos hidrogéis. Apesar de
ter sido detectada uma taxa de degradagdo de aproximadamente 9 % do
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EBA, mais de 50 % do total de compostos fenélicos foram incorporados
a matriz polimérica, i.e., em torno de 1 mg para cada segmento (1,5 cm
x 1,5 cm) de hidrogel de PVA 10 %.

Analisando os dois tipos de hidrogéis de PVA obtidos, pode-se
considerar a possibilidade de obtencdo de dois tipos de curativos. Assim,
matrizes poliméricas liofilizadas contendo apenas 1 mg de compostos
fendlicoss poderiam ser utilizadas como curativos aplicados uma vez ao
dia. De outra forma, os hidrogéis contendo EBA incorporado antes da
polimerizacédo, contendo 9 mg de EBA, poderiam ser utilizados por um
periodo mais longo, sem o requerimento de substituicdo do curativo
(vide capitulo 1, item 3.2.2).

Tabela 16. Conteldo de compostos fendlicos totais do EBA (mg/mL)
utilizado como solucédo de imerséo dos hidrogéis de PVA 10 %.

Solugdo  Conteudo inicial ~ Contetdo final Conteudo final
de de compostos (tip) de (togn) de
imersdo:  fendlicos totais compostos compostos
EBA (mg/mL) fenolicos totais fenolicos totais
(mg/mL) (mg/mL)
Sem 2,03 +£0,09 - 1,82 £0,22
hidrogel
liofilizado
Com 2,03+ 0,09 - 0,81+0,11
hidrogel
liofilizado
Com 2,03 +£0,09 1,27 £0,16 -
hidrogel
néo
liofilizado

Nota: As solugdes de imersdo (EBA) foram armazenadas ao abrigo da
luz, a 25 °C, por um periodo de 5h.

Os dados da liberacdo de compostos fendlicos a partir das
porcdes de hidrogel de PVA 10% liofilizadas estdo apresentados na
Figura 62. Novamente, constatou-se que a concentragdo de compostos
fendlicos diminui ao longo do tempo, ndo ocorrendo liberacdo dos
compostos de interesse a partir da matriz polimérica.

Devido a retengdo dos compostos fendlicos a matriz polimérica
de PVA, possivelmente pela formacdo de ligacdes de pontes de
hidrogénio (Figs. 42 e 44), foi preparado um novo hidrogel de PVA 10
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%, porém nao liofilizado. Na sequencia, porgdes (1,5 cm x 1,5 cm) do
novo hidrogel (n=3) foram imersas em 2 mL de solucdo de EBA (2
mg/mL), durante 1 h, ao abrigo da luz e a 25 °C. Ao término do tempo
de incubacdo, determinou-se o valor dos teores de compostos fenélicos
totais liberados ao meio (Fig. 63).
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Figura 62. Percentual de liberacdo de compostos fenolicos do EBA ao
longo de 72 h, a partir de hidrogéis de PVA 10 % preparados por
congelamento lento (T = -20 °C) seguido de liofilizacdo. O ensaio
utilizou uma solucdo que mimetiza o fluido do leito da lesdo, a 37 °C.
Legenda: L + EBA: hidrogel de PVA adicionado de EBA incorporado
previamente & polimerizagdo; L + imersdo EBA: hidrogel de PVA com
EBA incorporado por imersdo apds a polimerizacéo.

Os dados da Figura 63 revelam que 15 % do contetdo total de
compostos fendlicos foram liberados do hidrogel ao meio nos primeiros
30 minutos e que a concentracdo dos metabdlitos se manteve constante
por um periodo de 60 minutos. Apds a primeira hora do ensaio de
liberacdo, a concentracdo de compostos fendlicos decresceu. A maior
porcentagem de liberacdo de compostos fendlicos observada neste
ensaio, comparativamente aos resultados dos experimentos anteriores,
explica a interacdo daqueles metabdlitos secundarios com a matriz
polimérica de PVA. Assim, hidrogéis contendo reduzido teor de agua,
guando em contato com o EBA, tornam-se mais resistentes
mecanicamente, dado o aumento do nimero de ligagdes do tipo pontes
de hidrogénio (Fig. 53). Porém, nos hidrogéis ndo liofilizados, o
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comportamento de interacdo das moléculas de EBA é distinto, uma vez
gue uma maior concentra¢do de compostos fenolicos foi imediatamente
liberada. Pode-se especular que as moléculas do EBA penetraram na
matriz polimérica de PVA por difusdo, ali permanecendo sem interagir
com a rede polimérica do PVA via ligacdo quimica. Além disso, 0
decréscimo da concentragdo de compostos fendlicos pode ser explicado
por sua degradacdo ao longo do tempo e também porque a taxa de
absorcéo de liquido do hidrogel atingiiu o limite.
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Figura 63. Percentual de liberacdo de compostos fenolicos do EBA ao
longo de 2 h, a partir de hidrogéis de PVA 10 % preparados por
congelamento lento (T = -20 °C) seguido de imersdo em solucdo do
EBA (2 mg/mL). O ensaio realizado utilizou solu¢do que mimetiza o
fluido do leito da lesdo, a 37 °C.

De acordo com Peppas e colaboradores (2000), hidrogéis
sintéticos, como o PVA oferecem uma forma possivelmente eficaz e
conveniente para administrar moléculas bioativas. Os hidrogéis séo
redes tridimensionais hidrofilicas, capazes de absorver grandes
guantidades de agua e, por isso, assemelham-se ao tecido epitelial, por
exemplo. Sdo insollveis, devido a presenca de ligagdes quimicas ou
interacdes fisicas e podem ser sintetizados de modo a responder a certos
pardmetros fisioldgicos e estimulos presentes no organismo, tais como o
pH, a forca ibnica e a temperatura.
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O PVA é um polimero sintético, biodegradavel, ndo tdxico,
solivel em &gua, que possui excelente propriedade formadora de filme
(SUDHAMANI; PRASAD; SANKAR, 2003; MATSUMURA et al.,
1999). Associacdes de polimeros sintéticos como o PVA e naturais como
a quitosana tém sido investigadas, conforme estudo de Costa-Janior
(2008b) que apresentou resultados promissores quanto a aplicagdo in
vivo, pois as caracteristicas mecanicas de degradacdo in vitro e
viabilidade celular foram compativeis com as caracteristicas do tecido
epitelial. Os polimeros estudados por aquele autor apresentaram grau de
intumescimento de 150% a 700% em 24h, indices de degradacéo entre
20% e 75%, em 24h, e viabilidade celular in vitro superior a 60%, em
relacdo ao controle celular. Polimeros a base de quitosana/PVVA oferecem
uma ampla faixa de possibilidades de uso biomédico, tais como
biomaterial, veiculo de liberagdo controlada de drogas e engenharia de
tecido epitelial.

Singh e Pal (2012) sintetizaram e caracterizaram hidrogéis de
PVA contendo antibiéticos no formato de curativos para lesbes. Os
hidrogéis de PVA formam filmes permeaveis ao oxigénio (quantidade de
oxigénio que penetrou na rede polimérica ap6s 24h: 6,40 £ 0,20 mg/L) e
ao vapor de agua (taxa de penetracdo de vapor d’agua de 1814,88 +
249,71 mg/dia/L, além de funcionarem como barreira & entrada de
microorganismos no leito da lesdo. Os hidrogéis de PVA tém a
capacidade de absorver liquido, biocompatibilidade sanguinea positiva
com atividade hemolitica entre 2-5%. Todos estas propriedades indicam
gue hidrogéi de PVA podem ser utilizados como curativos em lesdes
cutaneas.

As propriedades dos hidrogéis de PVA 10% desta pesquisa,
juntamente com os estudos de Peppas e colaboradores (2000), Costa-
Junior (2008b) e Singh e Pal (2012), culminaram no estudo in vivo
descrito a seguir para a formulagéo de hidrogel liofilizado de PVA 10 %
+ EBA padronizado, no intuito de verificar o seu potencial cicatrizante.

3.9. Ensaio in vivo do potencial cicatrizante dos hidrogéis de
PVA adicionados de EBA

O processo fisioldgico de cicatrizacdo de lesGes é dividido,
didaticamente, em quatro fases: coagulagdo, inflamacgdo, seguida pela
migracdo e proliferacdo, e finalmente a remodelagem. Estas fases,
ocasionalmente, se sobrepdem ou ocorrem simultaneamente. Nas
paredes dos vasos danificados, as plaquetas imediatamente aderem ao
coladgeno exposto da parede do vaso. Os aglomerados de plaguetas
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parcialmente coalescem e liberam os fatores que iniciam a coagulacéo.
Uma rede de fibrina forma um tampdo de plaquetas e preenche a
abertura da lesdo. O proposito desta rede de fibrina, ou primeira matriz
extracelular, é reter os componentes celulares do sangue e assim formar
um codgulo para hemostase, oclusdo da lesdo e provisdo de uma matriz
a proliferacdo celular e a sintese de colageno (MUZZARELLI, 1997;
SCHMIDT, 2005). Similar a atuacdo da rede de fibrina, propde-se a
rede polimérica de PVA como um substituto, conferindo também
protecdo fisica contra a desidratacdo e a contaminacdo por agentes
infecciosos. E, além disso, o polimero de PVA pode ser utilizado como
um curativo contendo compostos ativos em sua formulacdo, os quais sdo
capazes de estimular a proliferacdo celular, e o leito da lesdo esteja
condicionado a acelerar o processo cicatricial de maneira ordenada e
com qualidade.

3.9.1. Morfometria da lesdo x potencial cicatrizante do EBA

O potencial cicatrizante in vivo do hidrogel de PVA 10% com
EBA incorporado antes da polimerizagdo (9 mg de compostos
fendlicos/segmentos de 1,5 cm x 1,5 cm), obtido por congelamento lento
seguido de liofilizacdo foi determinado via morfometria da lesdo,
medindo-se o periodo de epitelizagdo e a porcentagem de reducdo da
leséo.

Conforme demonstrado na Tabela 17, os animais tratados com
hidrogel de PVA 10% + EBA apresentaram periodo de epitelizacdo de 9
dias, estatisticamente inferior (p<0,05) aos grupos controle positivo (12
dias), negativo 1 (15 dias) e negativo 2 (11 dias). O grupo controle
negativo 1 foi inserido a fim de observar se somente o hidrogel de PVA
10 % apresenta algum potencial cicatrizante. E, portanto, foi possivel
observar que o hidrogel liofilizado de PVA 10 % foi estatisticamente
eficaz quando comparado ao controle negativo 1 e o controle positivo,
acelerando o processo de cicatrizagdo. De acordo com o0s resultados
descritos no Capitulo 2, item 3, o grupo de animais tratados apenas com
EBA apresentou periodo de epitelizacdo correspondente a 9 dias, valor
igual ao observado para 0s animais tratados com hidrogel de PVA 10%
contendo EBA e posterior liofilizagdo. Isso indica que o fato do EBA
estar incorporado a estrutura tridimensional do hidrogel ndo
comprometeu o seu potencial de regeneracdo tecidual, apesar do seu
conteldo ter sido retido na rede polimérica.

Além disso, o curativo liofilizado de PVA 10% + EBA se mostrou
estatisticamente mais eficaz ao acelerar o processo de cicatrizacao,
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reduzindo em 3 dias o periodo de epitelizagdo, comparativamente ao
curativo comercial DUODERME® (Tab. 17).

Tabela 17. Periodo de epitelizacdo a conclusdo do processo cicatricial
determinado via modelo de excisdo de tecido epitelial em camundongos
tratados com hidrogéis liofilizados de PVA 10 % e curativo
DuoDERM® (n=6/grupo de tratamento).

Grupos de Tratamento  Periodo de Epitelizacao (dias)

CN1 15°%-P
CN2 11+°

cpP 12"

PVA 10% + EBA 9w b

Nota: Grupos de tratamento: CN 1= controle negativo: animais néo
tratados; CN 2= controle negativo: animais tratados com hidrogel
liofilizado de PVA 10%; CP = controle positivo: animais tratados com
curativo comercial DuoDERME®; PVA 10% + EBA: grupo teste de
animais tratados com hidrogel liofilizado de PVVA 10% contendo EBA. A
diferenca estatistica foi simbolizada por o, p p<0,05, onde ¢’: CN 1, a”’:
CN 2ef: CP.

Em contrapartida, o hidrogel liofilizado de PVA 10% + EBA,
além de formar uma rede polimérica protetora da lesdo e controlar a
desidratacdo e as trocas gasosas no leito da lesdo, contem em sua
composicdo EBA como agente terapéutico. Os compostos fenélicos do
EBA foram incorporados na matriz polimérica de PVA via ligagdes de
pontes de hidrogénio, tornando-se quimicamente mais estaveis. Assim,
mantiveram a atividade ao longo do periodo experimental ao
proporcionar uma regeneracdo tecidual tdo eficaz quanto a aplicagcdo
diaria de extrato aquoso padronizado de casca de banana. O EBA possui
compostos fendlicos em sua composicdo com propriedade de acelerar o
processo de regeneracdo tecidual, atuando no aumento da proliferacdo
celular (Capitulo 2, itens 3.2 e 3.3), sem apresentar agdo antibacteriana
(Capitulo 2, item 3.4.1).

O DuoDERME® é um curativo com férmula de gel controlada,
altamente flexivel para uso em feridas secas ou ligeiramente
exsudativas, conforme modelo de excisdo tecidual estudado. Este
curativo € composto por gelatina, carboximetilcelulose sodica, pectina,
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poliisobutileno, borracha butilica, borracha de estireno-isopreno-
estureno, metileno 3, 5-di-tert-butil-4-hidroxicinamato, éster de
pentaeritritol, 6leo mineral e poliuretano e protege a lesdo da
contamina¢do microbiana. O tratamento dos animais com aplicagdo
topica do curativo DuoDERME® (controle positivo) mostrou-se
equivalente ao tratamento com a aplicacéo topica do hidrogel liofilizado
de PVA 10% (controle negativo).

g
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© I CN2
3 P
S 80+ a',a", B _ 1 cp
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Figura 64. Porcentagem de reducdo da lesdo mensurada a cada 3 dias
durante 12 dias de tratamento com curativos liofilizados de PVA 10%
contendo EBA, comparativamente aos grupos controles positivo e
negativo. Modelo de excisdo de tecido epitelial em camundongo. Cada
barra representa média + erro padrdo da média (n=6, por dia, por grupo
de tratamento: CN 1= controle negativo: animais sem tratamento; CN 2:
hidrogel liofilizado de PVA 10%; CP = controle positivo: curativo
DuoDERME®; PVA 10% + EBA: curativo liofilizado de PVA 10%
contendo EBA. A diferenca estatistica foi simbolizada por o, B, onde o’:
em relacdo ao CN 1, o”’: em relagdo ao CN 2 e B: em relagdo ao CP,
considerando p<0,05.

A progressao da cicatrizacdo das lesdes, realizadas por excisao de
uma 4rea tecidual correspondente a 1 cm?, foi monitorada em intervalos
de tempo de 3 dias até o periodo total de epitelizacdo do grupo controle
positivo, i.e, 12 dias. Portanto, esse foi o periodo de tempo maximo
padronizado para determinar os parametros que caracterizam o potencial
cicatrizante do hidrogel proposto. A porcentagem de reducdo da leséo,
foi determinada ao longo do processo de cicatrizacdo, através de
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registros de imagens fotografadas em intervalos de tempo de 3 dias até
total cicatrizacdo da leséo.

Os valores de porcentagem de redugdo da lesdo ao longo do
processo cicatricial (Fig. 64) permitem afirmar que os animais tratados
com o hidrogel liofilizado de PVA 10% + EBA apresentaram aceleracdo
do processo de regeneragdo tecidual, comparativamente aos grupos
controles positivo e negativo. Os animais tratados com o hidrogel
liofilizado de PVA 10% + EBA (Fig. 64) apresentaram redugdo
significativa (p<0,001) da leséo entre 0 3° e 0 9° dia de tratamento, em
relacdo aos animais dos grupos controles, culminando em um periodo de
epitelizacdo significativamente (p<0,001) menor. Em contrapartida, o
tratamento com o curativo comercial DuODERME® (controle positivo)
foi menos eficaz ao longo do processo cicatricial quanto a reducdo da
lesdo, em relacdo ao grupo controle negativo (hidrogel liofilizado de
PVA 10%). Observou-se que as lesbes estavam muito Umidas quando da
aplicacdo do curativo comercial DuODERME®, o que, possivelmente,
retardou o processo de reducdo da lesdo (Fig. 64) e a conclusdo do
periodo de epitelizacdo (Tab. 17).

4, Conclusao

No presente estudo foram obtidos hidrogéis de PVA de 5, 10, 15 €
20 %, por congelamento (rdpido e lento) e descongelamento Todas as
formulagbes mostraram-se estaveis com relacdo as caracteristicas
organolépticas e pH, ao longo de dois meses. Destaque para o hidrogel
de PVA 10 % com menor opacidade e valor de pH proximo ao
fisiologico.

A taxa de absorcdo de liquido nas diferentes concentracfes de
hidrogéis de PVA (5, 10, 15 e 20%) aumentou significativamente de
acordo com a concentracdo do polimero. Esta € uma caracteristica
importante devido a possibilidade do hidrogel funcionar como um
curativo que permite a absor¢do de uma determinada quantidade de
liquido exsudato da lesdo, além de protegé-la contra a perda de agua,
uma vez que funciona como uma barreira fisica protetora.

Os hidrogéis de PVA 10 %, puro e contendo EBA na sua
composi¢cdo, ndo apresentaram sinais de citotoxicidade no ensaio in
vitro. Por isso, sdo consideradas formulagfes biocompativeis.

Ao analisar as propriedades mecanicas dos hidrogéis, foi visto
gue a resisténcia a tracdo diminuiu nos hidrogéis obtidos por
congelamento répido, tornando as formulagdes mais frageis e menos
elasticas. O processo de liofilizagdo do material ndo interferiu nas
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propriedades mecénicas dos hidrogéis preparados através de
congelamento lento. A adi¢do de EBA aos hidrogéis causou um aumento
significativo na resisténcia a tracdo dos materiais analisados.

Com a caracterizacdo reoldgica, foi possivel observar o
comportamento de gel das amostras de PVA 10 %. A adicdo de EBA
resultou em formulages menos rigidas e mais elasticas. A temperatura
de 37 °C, os hidrogéis apresentam menor rigidez, quando comparados a
temperatura ambiente (T=25 °C), indicando que no formato de um
curativo, por exemplo, quando aplicados em uma lesdo irdo moldar-se a
ela facilitando a sua aplicacdo tdpica.

Os hidrogéis de PVA 10 % séo dispositivos com alta capacidade
de adsorcdo de compostos bioativos. Os compostos fendlicos do EBA
podem formar ligacbes de hidrogénio com a estrutura polimérica do
PVA.

O estudo in vivo do potencial cicatrizante do hidrogel liofilizado
de PVA 10 % + EBA indica que esta formulacdo estabilizou
guimicamente os compostos fendlicos de EBA e podera ser utilizada
como um curativo com potencial cicatrizante promissor, sendo um
produto diferenciado em relagéo ao curativo comercial DUODERME®.
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