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REsSumMoO

Ulcera de Pé Diabético (UPD) representa um elevado fator de risco para amputagio e estd entre
as principais causas de hospitalizagdo em diabéticos, culminando em alto custo para o Sistema
Unico de Saade (SUS). Assim, esta moléstia representa um grave problema de satude ptblico,
suscitando a necessidade de investimento publico para o desenvolvimento de pesquisas
voltadas para a busca de estratégias terapéuticas curativas. Nosso grupo desenvolveu um
sistema terapéutico para neoformacgao tecidual o qual foi denominado Rapha® plus, que
consiste no uso concomitante de fototerapia e curativo baseado em biomembrana de latex
natural (BLN), oriundo de Hevea brasiliensis, contendo lipossomas com curcumina (Curcuma
longa). Os resultados foram muito promissores, visto que a cicatrizagdo com este sistema foi
cerca de 70% superior a do tratamento convencional adotado como padrdo-ouro pelo SUS.
Todavia, este curativo ndo apresentou efeito antimicrobiano. Por isso, a associagao de bioativos
com atividade antimicrobiana poderia ser util e favorecer um efeito sinérgico na promogao da
cicatrizagdo, dado que infecgdes bacterianas estdo relacionadas com o agravamento da ferida e
o aumento das chances de amputagdes. Neste trabalho, propde-se a extragao, caracterizagao e
avaliagdo da biocompatibilidade, potencial antioxidante e para regeneracao celular do extrato
de semente de urucum (Bixa orellana). Extrato de urucum apresenta bioativos com
propriedades antioxidante e antimicrobiana. Neste estudo, sera utilizado extrato bruto de
sementes de urucum (Bixa orellana L.), obtidos de forma comercial por meio de doacao pela
empresa New Max® ou por meio de extracdo quimica por solvente. As sementes de urucum
foram obtidas de comunidade extrativista quilombola. A extragdo dos compostos das sementes,
por meio de solvente, foi realizada com os solventes de Hexano, Acetato de Etila e Etanol nas
temperaturas de 50°C e 130°C para definicdo do protocolo de extracdo mais eficiente. Para
avaliagdo da composi¢do quimica do extrato e validacdo do método de extragdo, realizaram-se
andlises por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Espectrofotometria.
Com base nos resultados, os métodos de extracdo de biocompostos de interesse, como o0s
carotenoides bixina e norbixina, foram eficientes. O extrato de urucum obtido por meio da
extracdo com etanol a 50°C apresentou o maior rendimento (7,69 g) e teor de extrato (57,5%),
dado que o tempo de retengdo de bixina foi mais préximo ao padrdo comercial deste
biocomposto. Por isso, esse extrato foi utilizado para realizacdo das analises de

biocompatibilidade in vitro de queratindcitos e fibroblastos, por meio dos ensaios de brometo



de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e de regeneracao celular por meio de
“Scratch assay”. Além disso, avaliou-se o potencial antioxidante do extrato. Foram testadas
doses de 2,5 a 80 ng/mL e observou-se viabilidade celular acima de 80%, exceto na dose de 80
pg/mL. Com isso, foi selecionada a dose de 10 pg/mL para realizagdao do ensaio de migragao
celular. Para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato, utilizou-se uma técnica de
ressonancia magnética eletronica, mas nao foi possivel detectar atividade antioxidante na dose
de 1 mg/mL. Também foi realizado outro método para avaliacdo de sequestro de radicais livres
(DPPH) e notou-se cerca de 50% de atividade antioxidante em comparacdo com o controle
(acido ascorbico) ap6s 30 minutos de exposicdo a 10 e 100 pg/ml de extrato. Concluiu-se que
o método de extracao de biocompostos do extrato de urucum utilizando-se o solvente etanol a
50°C foi 0 método com maior rendimento. Além disso, pdde-se concluir que o extrato obtido
por esse método é biocompativel nas doses de até 80 pg/ml e que apresenta significativa
atividade antioxidante e potencial para regeneracdo tecidual. Portanto, o extrato de urucum
apresenta elevado potencial para associagao a curativos, dado que a propriedade antioxidante

¢ muito util para o processo de cicatrizagao.

Palavras-chave: extrato de urucum, Bixa orellana L., regeneragdo celular, métodos de extragao.
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ABSTRACT

Diabetic Foot Ulcer (DFU) represents a high-risk factor for amputation and is among the
leading causes of hospitalization in diabetics, culminating in an excessive cost to the Unified
Health System (SUS). Thus, this disease represents a serious public health problem, raising the
need for public investment in the development of research aimed at finding curative therapeutic
strategies. Our group has developed a therapeutic system for tissue neoformation named
Rapha® Plus. It consists of the concomitant use of phototherapy and a dressing based on natural
latex biomembrane (BLN) from Hevea brasiliensis, containing liposomes with curcumin
(Curcuma longa). The results were very promising since the healing with this system was about
70% higher than the conventional treatment adopted as the gold standard by SUS. However,
this dressing did not show an antimicrobial effect. Therefore, the association of bioactives with
antimicrobial activity could be useful and favor a synergistic effect in the promotion of healing
since bacterial infections are related to wound worsening and increased chances of
amputations. In this work, we propose the extraction, characterization, and evaluation of the
biocompatibility and antioxidant potential for cell regeneration of annatto seed extract (Bixa
Orellana L.). The annatto extract has bioactives with antioxidant and antimicrobial properties.
In this study, the crude extract of annatto (Bixa orellana L.) seeds, obtained commercially
through donation by the New Max® company or through chemical solvent extraction, will be
used. The annatto seeds were obtained from an extractive quilombola community. The solvent
extraction of the compounds from the seeds was performed with the solvents Hexane, Ethyl
Acetate, and Ethanol at temperatures of 50°C and 130°C to define the most efficient extraction
protocol. For the evaluation of the chemical composition of the extract and validation of the
extraction method, analyses were performed using High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) and Spectrophotometry. Based on the results, the extraction methods for
biocompounds of interest, such as the carotenoids bixin and norbixin, were efficient. The
annatto extract, obtained by extraction with ethanol at 50°C, showed the highest yield (7.69 g)
and extract content (57.5%), since the retention time of bixin was closest to the commercial
standard of this biocompound. Therefore, this extract was used to perform the in vitro
biocompatibility analyses of keratinocytes and fibroblasts, by means of MTT assays, and cell
regeneration by means of the "Scratch assay". Additionally, the antioxidant potential of the

extract was evaluated. Doses from 2.5 to 80 ug/mL were tested, and cell viability above 80%
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was observed, except at the 80 pg/mL dose. Thus, the dose of 10 pg/mL was selected to perform
the cell migration assay. To evaluate the antioxidant activity of the extract, an electron magnetic
resonance technique was used, but it was not possible to detect antioxidant activity at the dose
of 1 mg/mL. Another method was also performed to evaluate free radical scavenging (DPPH),
and about 50% of antioxidant activity compared to the control (ascorbic acid) was observed
after 30 minutes of exposure to 10 and 100 pg/mL of extract. It was concluded that the method
of extraction of biocompounds from annatto extract using the solvent ethanol at 50°C was the
method with the highest yield. Moreover, it could be concluded that the extract, obtained by
this method, is biocompatible and doses of up to 80 pg/mL and that it presents significant
antioxidant activity and potential for tissue regeneration. Therefore, the annatto extract presents
high potential for association with curatives, given that the antioxidant properties are

particularly useful for the healing process.

Keywords: extract of annatto, Bixa orellana L., cell regeneration, extraction methods.
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1 INTRODUCAO

A tlcera de pé diabético (UPD) ¢ uma das complica¢des mais graves da diabetes e estd
associada a um alto risco de amputagdo e a uma reducdo da qualidade de vida, podendo levar
a Obito. Trata-se de uma lesdo complexa que pode estar associada a isquemia tecidual,
neuropatia periférica e infecgao [1].

A UPD geralmente estd associada a angiogénese desregulada, resposta inflamatoria
cronica, niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio (ERO) e colonizagdo bacteriana
persistente de dificil tratamento [2]. Destaca-se que essa enfermidade acometeu cerca de trés
milhdes de pessoas no Brasil em 2021 e, ainda, ndo ha solugdes terapéuticas efetivas [3]. Assim,
esta moléstia representa um grave problema de saude publico, suscitando a necessidade do
desenvolvimento de pesquisas voltadas para a busca de estratégias terap€uticas curativas. O
tratamento dessas ulceras requer uma abordagem interdisciplinar e sistematica que compreenda
controle da glicemia, desbridamento cirirgico, recanalizagdo vascular, tratamento de
descompressdao e tratamento de suporte [4]. Além disso, os procedimentos reconstrutivos
poupadores do pé¢ ou de pequenas amputagdes tornam-se estratégias fundamentais para
preservacao dos membros [5].

Nosso grupo desenvolveu um sistema terapéutico chamado Rapha®, que utiliza uma
biomembrana de latex natural (BLN) e fototerapia para tratar UPD. Esse sistema mostrou ser
mais eficaz e de melhor custo-beneficio que o tratamento padrio utilizado no Sistema Unico
de Saude (SUS) [6]-[9]. Recentemente, o sistema Rapha® foi aprimorado por meio da adigao
de curcumina, um biocomposto com propriedade cicatrizante e anti-inflamatoria, 8 BLN. Este
sistema sera denominado neste trabalho como Rapha® plus, que envolve o curativo de latex
natural contendo curcumina (BioCur) e fototerapia. Ensaios clinicos preliminares
demonstraram que o tratamento com o sistema Rapha® plus promoveu cicatrizacdo superior
ao tratamento convencional do SUS e do Rapha® convencional, embora nao tenha mostrado
efeito antimicrobiano [6].

Assim, a associa¢do de bioativos com atividade antimicrobiana pode ser tutil e favorecer
um efeito sinérgico na promog¢do da cicatrizacdo, dado que infecgdes bacterianas estdo

relacionadas com o agravamento da ferida e aumento das chances de amputagdes. Neste
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trabalho, propde-se a extracdo, caracterizagdo e avaliagao da biocompatibilidade e potencial
antioxidante e para regeneracao celular de extrato de semente de urucum.

O urucuzeiro (Bixa Orellana L.) é uma planta nativa da América do Sul e Central e suas
sementes sdo ricas em carotenoides como bixina e norbixina. Estes compostos tém
demonstrado favorecer o processo de cicatrizagao de feridas. Tais carotenoides sao amplamente
pesquisados por apresentarem agdes antimicrobianas, anti-inflamatdrias e antioxidantes. [37]-
[44].

Estudos in vitro com células da epiderme sdo fundamentais para entender o processo de
cicatriza¢do. Um ensaio de migragdo celular ¢ uma técnica simples e econdmica, que permite
avaliar a taxa de migragdo de células aderentes, como queratindcitos e fibroblastos. Nesse
ensaio, as células, que estdo em contato umas com as outras, sdo cultivadas em uma superficie
plana até formarem uma camada continua. Em seguida, uma faixa de células ¢ removida por
raspagem mecanica da camada celular. Como resposta, a camada celular se espalha e as células
migram para preencher a regido vazia, fechando a “ferida” [11].

As UPDs sdo ferimentos cronicos e caracterizadas por uma perda progressiva das fibras
nervosas periféricas causada pela diminui¢cdo do fluxo sanguineo e pelo alto nivel glicEémico
[12], prolongando o processo de cicatrizagdo da tlcera. A vista disto, estudos de migragdo
celular possibilitam a compreensdo das concentragdes de dosagem de fArmacos ou biomateriais
a serem testados como potencializadores no processo de regeneracgao tecidual.

O estudo com modelos de linhagens celulares aderentes ¢ de grande importancia para
esses aspectos. Inclusive, ¢ consenso que fibroblastos estimulam a migracdo, proliferagao,
alinhamento e formagdo de tubos nas células endoteliais por meio da produ¢do de fator de
crescimento endotelial vascular e outros fatores de crescimento; interagdes cruciais para a
angiogénese [13]. Os fibroblastos migram independentemente, enquanto queratindcitos e
células endoteliais migram como uma folha contigua, padrdes de migracao in vitro que refletem
o comportamento celular in vivo, validando os resultados. Estudos de migragao em células 2D
tém sido realizados para modelos de feridas em UPD, tais como estudos de eventos de nitragao
de proteinas em fibroblastos sob condi¢des diabéticas [14].

Ainda, compostos de origem vegetal possuem diversas propriedades medicinais devido as
atividades bioldgicas anti-inflamatdrias, antioxidantes e antimicrobianas. A obten¢do destes

compostos bioativos pode ser realizada por meio da extracdo de biocompostos de folhas,

19



sementes, caule ou raizes das plantas [15] e s3o bastante utilizados na formulagdo de
medicamentos com poucas ou nenhuma contraindicagdo [16].

Neste estudo, realizou-se a obtencao, extracao e caracterizagdo de compostos bioativos da
semente de Bixa orellana L. bem como a avalia¢do do potencial antioxidante e terapéutico na
regeneracdo in vitro de queratindcitos e fibroblastos, por meio de ensaios de
biocompatibilidade, migracao celular e atividade antioxidante. Tem-se por hipotese que o
extrato de sementes de urucum possui potencial terapéutico devido ao seu efeito antioxidante
e capacidade pro-regenerativa. Essa substancia poderia ser associada ao BioCur no sistema

Rapha® plus para o tratamento de UPD.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a extracao e caraterizagdo de biocompostos de extrato de sementes de urucum e

avaliar a biocompatibilidade e potencial antioxidante e regenerativo in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter extrato bruto de urucum de sementes de Bixa orellana L;

2. Definir um método ideal de extra¢do de biocompostos de urucum, por meio de
extragdo quimica usando diferentes solventes e temperaturas;

3. Caracterizar a composi¢ao quimica dos extratos e quantificar os biocompostos
obtidos, por meio de meio de analises cromatograficas e espectrofotométricas;

4. Avaliar a biocompatibilidade, atividade antioxidante e potencial de extrato de
urucum na promog¢ao da regeneragdo celular de queratinocitos e fibroblastos, por

meio de analises de viabilidade, migragdo celular e de produgado de radicais livres;
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 COMPLICAGOES DA DIABETES E ULCERA DE PE DIABETICO

Uma das complicagdes mais graves decorrentes da diabetes ¢ a UPD. Por exemplo, de
acordo com os dados do Ministério da Saude, em 2016, 20% das internagdes de pacientes com
Diabetes de Mellitus (DM) foram decorrentes de lesdes nos membros inferiores e 85% das
amputagdes destes membros tiveram como procedéncia ulceracdes [17].

No Brasil, existem mais de 12 milhdes de diabéticos, sendo que 25%, ou seja, trés milhdes,
desenvolvem tlceras nos membros inferiores. O custo com tratamento de UPD representa 85%
de todos os gastos ambulatoriais com diabetes por ano e isso representa cerca de 498 milhdes
de reais atualmente [3]. A UPD ¢ uma das principais causas de morbidade de alto custo no
mundo, onde a falta dos devidos cuidados com as ulceras pode levar a hospitalizagao,
amputacdo e morte, o que torna a UPD um problema de satde ptblica global [18].

A UPD ¢ caracterizada pela presenca de tlcera, de inflamacdo local e de lesdo cutanea
profunda, apresentando irregularidades vasculares periféricas, além de estar associada a
disfuncdo neurologica [19]. Ainda, a UPD pode ocasionar disfun¢do neuropatica, na qual
ocorre uma perda da sensibilidade vascular, também conhecida como isquémica [17].

A manifestacdo da UPD se associa a vdarios fatores, como: alteragdes biomecanicas
provocadas pela destruigdo osteoarticular; doenga arterial periférica; e deformidades
decorrentes da neuroartropatia de Charcot, responsavel por alterar as pressoes de apoio na
planta do pé [9]. A neuropatia sistémica ¢ causada pela alta concentragdo de glicose no sangue,
tendo como consequéncia o aparecimento de lesdes nas fibras nervosas (neuropatia), o que
ocasiona interferéncia nas fungdes autonomicas, motoras e sensoriais; favorecendo, assim, o
surgimento de UPD [8].

Sabe-se que a hiperglicemia interrompe processos que sdo criticos para a sintese de
proteinas, migracao e proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos e hd evidéncias crescentes
sugerindo que a hiperglicemia aguda desempenha um papel na patogénese das complicagdes
diabéticas [2], [20]. Sabe-se, ainda, que a hiperglicemia também promove o aumento do
estresse oxidativo, que parece afetar o suprimento sanguineo e, consequentemente, a
deterioracdo de todos os aspectos do sistema nervoso periférico, causando a neuropatia

diabética [21].
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Cada tipo de neuropatia (sensorial, motora e/ou autondmica) pode contribuir de forma
Unica para o comprometimento da cicatrizacdo de ulceras. Por exemplo, a neuropatia
autondmica diminui a atividade das glandulas sudoriparas, deixando a pele seca e rachada,
aumentando, assim, o risco de prurido e infecc¢do, o que inibe a cicatrizagdo de feridas [2], [21].

Além dessas complicagdes, o estresse oxidativo ¢ um agente significativo no processo de
inflamagao e, consequentemente, de cicatrizagdao. Ainda se destaca que o estresse oxidativo €
um estado em que as espécies de oxigénio reativo (ERO), em excesso, sobrecarregam 0s
sistemas antioxidantes endogenos. Isso resulta em efeitos funcionais distintos em cada tipo de
célula que atuam em papéis fisioldgicos e patofisiologicos [22].

Sabe-se que lesdes cutaneas que ndo manifestam defeito fisiopatoldgico cicatrizam sem a
necessidade de regeneragdo, enquanto feridas com anormalidades fisiopatoldgicas
preexistentes, como a UPD, apresentam uma cicatrizagdo prejudicada [23]. A hiperglicemia
decorrente da diabetes contribui ainda para o desenvolvimento de complicagdes vasculares que
podem induzir uma disfun¢do endotelial difusa e contribuir para o progressivo
desenvolvimento de complicagdes micro € macrovasculares nos membros inferiores [20].

Essas complicagoes dificultam a cicatrizacdo da ulcera diabética, como apresentado na
Figura 3.1. Outras causas, além da hiperglicemia, que podem levar a uma resposta inflamatéria
prolongada sdo as disfungdes celulares e acumulacdo de produtos finais de glicagdo avancada
[6]. Fatores internos, como complicagdes vasculares e neuropatia, € externos, como pressao
provocada pelo paciente ao tentar andar e manutencdo do curativo, sdo entraves que também
prejudicam o processo de cicatrizagdo da ulcera. Ainda, a elevagdo cronica da glicemia pode
provocar danos teciduais acometendo o funcionamento pleno dos 6rgdos e, em alguns casos

mais graves, levando ao 6bito [24].
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Figura 3.1. Processo de inflamag@o de ferimento diabético agravado pela hiperglicemia. Reproduzido
de “Skin with Injury” (Pele com ferimentos), por BioRender.com (2022).

3.1.1 Tratamentos convencionalmente empregados para UPD

A UPD promove uma inflamagao prolongada e isso esta associado ao principal motivo de
internagdo dos portadores de DM. Em decorréncia disso, ndo hd uma progressdao ordenada de
cicatrizagdo, o que pode estagnar tal processo [23]. Segundo o Manual do P¢ Diabético [17], a
recomendacdo de autocuidado para os pacientes portadores de DM na prevencdo de feridas
inclui: realizacdo de inspecao e higiene diaria dos pés; cuidado com a temperatura da agua;
corte de unha reta; ndo usar sapatos ou meias apertadas; dentre outros.

Para o tratamento das UPD, existem protocolos especificos. O fato de a tlcera apresentar
a barreira mecanica (cobertura com pele) obstruida ou ausente facilita o contato com agentes
patologicos externos. O desbridamento ajuda a reduzir a carga bacteriana e aumenta a eficacia
do sistema imunoldgico, uma vez que a formacao descontrolada de biofilmes pode se tornar

multirresistente e dificultar o processo de cicatrizagao [2].
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Durante o monitoramento de UPD, feito por enfermeiros em ambulatorio, avalia-se a
presenca de tecidos viaveis (granulagdo e epitelizagdo) e invidveis (necrose seca e imida) [9].
Além disso, deve ser feita: a avaliacdo da indicacdo de antibioticoterapia sistémica para
tratamento de celulite ou infec¢do Ossea; a otimizacao da distribui¢do da pressdo; e o controle
da glicemia [25]. E necessaria a observagdo de cada caso para prosseguimento do tratamento
mais proximo do ideal. Existem diversos materiais como pomadas e curativos para o tratamento
das tulceras [17].

O objetivo de usar curativo no tratamento de UPD ¢ favorecer o processo de cicatrizagdo,
mantendo a ferida limpa, umida e coberta. O padrao-ouro SUS nas terapias topicas de UPD
realiza: uso de gaze umedecida com soro fisiologico a 0,9% para limpeza e mantimento da
umidade do ferimento; desbridamento para a remog¢do de tecidos desvitalizados ou
impregnados com substancias estranhas que ndo foram removidos com a limpeza; e uso de
curativo, pomadas ou extratos medicinais [17], [26]. No Quadro 1 hd um resumo dos cuidados
com a UPD para promogao da cicatrizagdo [17].

Quadro 1. Resumo dos cuidados e objetivos das agdes para o tratamento das ulceras de pé diabético.
Fonte: Manual do P¢ diabético do Ministério da Satde, BRASIL, 2016, [17] com adaptacdes.

Cuidados com UPD Objetivo
Terapia Topica Manter a tlcera limpa, umida e coberta, favorecendo o processo decicatrizacao.
Realiza-se a troca do segundo curativo diariamente.
Troca de curativo Proporcionar limpeza das lesdes, de modo que possa facilitar a avaliacdo da ferida
com vistas a diminuig¢do de riscos de infecgdo.
Limpeza da ferida Remover de qualquer corpo estranho, agente topico residual, fragmento de curativo

anterior, exsudato da lesdo, residuo metabolico ou sujidade que possa interferir na
evolugdo natural dareparagdo dos tecidos lesionados e na integridade das regides
circundantes

Desbridamento Remocgdo dos tecidos inviaveis por meio de mecanismo autolitico,enzimatico,
mecanico ou cirlrgico.

Em relagdo ao uso de curativos, destaca-se o uso de gazes e bandagens e de curativos mais
modernos como curativos de membrana permedvel ou semipermeavel (Tegaderm® e Opsite®),
curativo de espuma semipermeavel (Mepitel® e Urgotul®), curativo de hidrogéis, curativo de
hidrocoléide (Granuflex® e NU DERM®) e curativo de alginato (Curasorb®, SeaSorb® e
Sorbsan®) [27], [28]. Embora haja diversas alternativas farmacéuticas para o tratamento das
UPD, essas terapias apresentam limitagdes de efetividade, custo e/ou viabilidade. No SUS,
geralmente a terapia para UPD consiste no uso de hidrocoloide para manter a ferida umida,
acidos graxos essenciais para formar uma pelicula protetora na pele, alginato de calcio

para a absorcao de fluidos e a sulfadiazina de prata para a¢do bactericida [26].
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3.1.2 Sistema terapéutico de neoformacgao tecidual — Rapha®

Métodos alternativos para suprimir as dificuldades enfrentadas no tratamento das UPD
devem ser levados em considerag@o. A busca constante de intervengdes efetivas que impecam
a amputacdo de membros em portadores de DM ¢ de extrema relevancia. Assim, considerando
que a UPD representa um grave problema de satde publico, a busca por estratégias terapéuticas
eficientes ¢ imprescindivel. Em estudos realizados anteriormente pelo grupo, observou-se a
correlacdo da redugdo do estresse oxidativo em tlceras diabéticas com melhor cicatrizagdo das
feridas ao utilizar biomaterial de latex natural e LEDterapia [29]. Nosso grupo desenvolveu um
sistema terapéutico para neoformacao tecidual (Rapha®), o qual consiste no uso concomitante
de curativo baseado em biomembrana de latex natural (BLN), oriundo de Hevea brasiliensis,
e de dispositivo de fototerapia (Figura 3.2. Curativo baseado em biomembrana de latex natural
e equipamento movel, componentes do Kit Rapha. Foto: Beatriz Ferraz/Secom UnB. Fonte:
https://unbciencia.unb.br/exatas/68-engenharia-eletronica/539-projeto-rapha-acelera-cura-
para-o-pe-diabetico, acessado em 23 de dezembro de 2022.). Esta terapia apresentou boa
relacdo custo-beneficio clinico, visto que foi mais eficaz que o tratamento padrio-ouro
utilizado no SUS para cicatrizagdo de UPD. Recentemente, o sistema Rapha® foi aprimorado
por meio da adi¢do de curcumina a BLN (BioCur), dado o elevado potencial terapéutico deste
composto bioativo. Destaca-se que ensaios clinicos preliminares (n = 5) evidenciaram que este
sistema, Rapha® plus (BioCur + fototerapia), promoveu cicatrizagdo superior ao tratamento
convencional do SUS e ao tratamento com o Rapha® convencional, porém nao apresentou
efeito antimicrobiano [6].

O latex natural ¢ obtido da seringueira (Hevea brasiliense) e amplamente utilizado na
obtencao de diversos materiais, apresentando biocompatibilidade [30] e, por isso, utilizado para
diversas aplicagdes biomédicas [10], [31], [32]. Estudos demonstram que o latex natural tem
capacidade de induzir a regeneragao e neoformacao tecidual, além de possuir um custo baixo
de obtencdo para tratamento de cicatrizacdo, quando comparado a outros métodos tradicionais
disponiveis no mercado [33].

O dispositivo diodo emissor de luz (LED, do inglés Light-Emitting Diode) utilizado para
fototerapia possui trinta LEDs de alto brilho com comprimento de onda que variam de 480 a
650 nm e densidade total de energia igual a 25 J/cm? [6]. O dispositivo mostrou-se eficiente no
aceleramento da cicatrizagdo de ulceras diabéticas, promovendo a neoformacdo e

reepitelizagdo tecidual [6], [8], [9], [34].
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Estudos tém demonstrado que o tratamento com o sistema terapéutico Rapha® permitiu
uma melhora significativa da qualidade de vida do paciente, visto que o tratamento € feito em
casa, evitando sua locomocao até a unidade de saude; ¢ de facil utilizagdo; e, 0 mais importante,

promove excelentes resultados [6].

Figura 3.2. Curativo baseado em biomembrana de latex natural e equipamento moével, componentes
do Kit Rapha. Foto: Beatriz Ferraz/Secom UnB. Fonte: https://unbciencia.unb.br/exatas/68-
engenharia-eletronica/539-projeto-rapha-acelera-cura-para-o-pe-diabetico, acessado em 23 de
dezembro de 2022.

Por exemplo, em um estudo clinico realizado com portadores de UPD, feito por Santana
[6], foi demonstrado que o percentual médio de contragdo da ferida dos pacientes tratados pelo
SUS foi de 22%, enquanto pacientes que realizaram o tratamento com o protdtipo Rapha®
obtiveram um percentual médio de contragdo da ferida de 41%. Quando houve a associagdo de
lipossomas contendo curcumina a BLN, o percentual de contracdo da ferida aumentou
consideravelmente para 90%, o que corresponde a uma melhora clinica de 70% quando
comparada ao padrao-ouro utilizado pelo SUS para tratamento de UPD.

Esses resultados mostram que a presenca da curcumina foi mais eficaz para cicatrizacao
tecidual. Apesar disso, o BioCur ndo apresentou efeito antimicrobiano [6]. Considerando que
infeccdes bacterianas estdo relacionadas com o agravamento da ferida e aumento das chances
de amputagdes, este trabalho consiste no desenvolvimento metodologico para produzir um
protétipo de curativo aprimorado baseado em BLN e bioativos com propriedades

farmacologicas favoraveis a potencializagdo da cicatrizagdo bem como antimicrobianas.
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3.2 REGENERACAO CELULAR

Os ensaios de migragdo e reepitelizacdo sdo de consideravel interesse no contexto de
estudos relacionados a regeneracao tecidual. Devido a demora crénica no processo de
cicatrizagdo das UPD, a realizagdo de estudos-piloto em linhagens celulares torna-se
fundamental para compreender os efeitos fisiologicos e explorar a aplicacdo de novas terapias
com o objetivo de acelerar o fechamento de feridas. A migracdo desempenha um papel crucial
ao afetar diversos aspectos fisioldgicos, incluindo a reepitelizagao da pele durante o processo
de cicatrizacao de feridas [35].

A pele, como a barreira mais externa do nosso corpo, esta sujeita a ataques diarios do
ambiente externo, tornando o reparo eficiente de feridas vital para a nossa sobrevivéncia. Esse
processo depende da orquestracdo delicada de diferentes eventos celulares e moleculares em
uma sequéncia temporal, em que cada etapa desempenha um papel fundamental [36]. Em
pacientes portadores de UPD, esta barreira mecanica encontra-se rompida uma vez que a tlcera
apresenta uma lenta cicatrizacdo, deixando o ferimento suscetivel a infecgdes, e,
consequentemente, piora do quadro do ferimento.

Ao longo do processo de reparacdo tecidual de um ferimento, uma série de interagdes
celulares e eventos fisiolodgicos ocorrem de maneira coordenada. Durante as fases intermediaria
e final do processo de cicatrizagdo de feridas, ocorrem interacdes celulares que sdo dominadas
pela interacdo entre queratindcitos e fibroblastos e essa interagao progressivamente altera o
microambiente, transformando o tecido de granulacdo inflamatério em um tecido de
granulagdo direcionado a sintese [37].

Devido a sua presenga na epiderme e a sua relacao direta com o processo de regeneracao,
o estudo in vitro de queratindcitos e fibroblastos oferece a oportunidade de esclarecer duvidas
especificas, principalmente no d&mbito de terapias alternativas para a regeneracdo tecidual e
futuramente, no tratamento de UPD.

A epitelizagdo ocorre por meio da migragao e proliferacao de queratindcitos a partir das
bordas da ferida, bem como pela diferenciacdo de células-tronco localizadas nos bulbos
remanescentes do foliculo piloso [38]. Os fibroblastos desempenham um papel essencial tanto
no desenvolvimento dos pelos como na pele interfolicular. Além disso, eles t€m uma funcao
crucial durante a cicatrizacdo de feridas cutaneas e na bioengenharia da pele, interagindo com

as células epidérmicas [39].
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O ensaio de migragao celular ¢ uma técnica facil e barata, que permite avaliar a taxa de
migracao de células aderentes, como queratindcitos e fibroblastos. Neste ensaio, as células que
sdo inibidas por contato sdo cultivadas em uma superficie 2D até formarem uma camada Unica
e continua. Posteriormente, uma faixa de células é removida por meio de raspagem mecanica
da camada celular. Em resposta, a camada celular se espalha e as células migram para preencher
aregido desprovida de células, fechando assim a ferida [11]. Este ensaio permite a combinagao
de bioativos terapéuticos que podem potencializar a cicatrizagdo de ulceras.

Os estudos in vitro complementam os estudos in vivo e, posteriormente, ensaios clinicos.
Individuos com diabetes enfrentam dificuldades na formag¢do de novos vasos sanguineos
(angiogénese), o que resulta em um déficit na capacidade de cicatrizagdo de feridas.

As UPD sao ferimentos cronicos e caracterizadas por uma perda progressiva das fibras
nervosas periféricas causada pela diminui¢do do fluxo sanguineo e pelo alto nivel
glicémico [12], prolongando o processo de cicatrizagdo da ulcera. A vista disto, estudos de
migracao celular possibilitam a compreens@o das concentragdes de dosagem de farmacos e/ou
biomateriais a serem testados como potencializadores no processo de regeneragao tecidual.

O estudo com modelos de linhagens celulares aderentes ¢ de grande importancia para estes
aspectos. Estudos confirmaram que os fibroblastos estimulam a migragdo, proliferacdo,
alinhamento e formacdo de tubos nas células endoteliais através da producdo de fator de
crescimento endotelial vascular e outros fatores de crescimento, interacdes cruciais para a
angiogénese [13]. Os fibroblastos migram independentemente enquanto queratindcitos e
células endoteliais migram como uma folha contigua, padrdes de migracao in vitro que refletem
o comportamento celular in vivo, validando os resultados [14]. Estudos de migra¢ao em células
2D tém sido realizados para modelos de feridas em UPDs [14], como estudos de eventos de

nitra¢do de proteinas em fibroblastos sob condi¢des diabéticas.

3.3 URuUcuUM (BIxA ORELLANAL.)

Considerando que infecg¢des bacterianas estdo relacionadas com o agravamento da ferida
e aumento das chances de amputacdes, neste trabalho buscou-se por usar biocompostos do
urucum, dado suas excelentes propriedades antimicrobiana e antioxidante favoraveis a

regeneracgdo tecidual.
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O urucum foi encontrado pelos povos europeus com a chegada dos espanh6is no Mundo
Novo, no qual o fruto ja era usado pelos maias e astecas. Os astecas, por exemplo, usavam-no
como corante para tecidos, corpo e na bebida de cacau com baunilha [40]. Desde entdo, o
urucum tem sido empregado em varias partes do mundo para prevenir e tratar uma ampla gama
de condicdes de saude, tais como constipagdo, febre, azia, asma, sarna, ulceras, diarreia,
diabetes, entre muitos outros [41].

Com base na medicina tradicional, a semente de urucum apresenta propriedades laxante,
cardiotonica, expectorante e antibioticas. Além disso, o 6leo e a infusdo das folhas sdo
aproveitados para tratamentos de saide como bronquite e inflamacgao ocular [42]. A utilizagao
continua do urucum pelos povos indigenas ao longo dos tempos, evidencia a importancia do
conhecimento empirico no estudo das propriedades terapéuticas dessa planta. Reconhecido
como um corante natural proeminente, ocupa a segunda posi¢do em importancia econdmica
dentre tais aditivos [43]. Possui notaveis propriedades antioxidantes e sua tonalidade varia entre
o vermelho e o amarelo, dependendo da quantidade de compostos coloridos presentes na
camada externa [44].

As sementes sdo envoltas por um material resinoso de cor vermelha, o qual possui como
principal pigmento o carotenoide bixina, de natureza lipossoluvel. Além disso, existe um
segundo pigmento importante: o carotenoide norbixina, obtido a partir da saponificacdo da
bixina, principal constituinte das preparagdes hidrossoluveis, porém ocorrendo em menor
quantidade em massa nas sementes [32]. A bixina ¢ um carotenoide lipossoluvel que carece de
atividade pro-vitamina A e ¢ um dos supressores biologicos mais eficazes do oxigénio
molecular singlete (!02) e eliminadores de radicais livres [45].

Este carotenoide foi o primeiro cis-carotenoide a ser isolado de fontes naturais; algumas
sementes contém bixina em niveis de até 80% do pigmento total [43], [45]. Os carotenoides —
bixina e norbixina — sdo amplamente pesquisados por apresentarem agdes antimicrobianas,
anti-inflamatorias e antioxidantes. Estes biocompostos sdo eficazes contra microrganismos
patogénicos de ocorréncia em ulceras como fungos, bactérias Gram-positivas ¢ Gram-
negativas [10]. Por exemplo, o carotenoide norbixina induziu atividade antimicrobiana em
Staphylococcus aureus e Escherichia coli [46].

Foi descrito que o carotenoide bixina inibe a resposta inflamatoria aguda e acelera a
reepitelizagdo, contracao da ferida e maturagcdo do colageno, apresentando elevado potencial

para o tratamento de ulceras [47]. Ainda, foi relatado que o extrato de semente de urucum
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induziu a aceleragdo das primeiras fases cicatriciais de feridas cutdneas em modelo animal [48],
demonstrando seu potencial como fitoterapico no tratamento de infecgdes microbianas e
cicatrizagdo de feridas.

Para este trabalho, foi realizada uma analise bibliométrica. Realizou-se uma busca na base
de dados PubMed no dia 28 de junho de 2023, com o termo “annatto” e encontrou-se 280
resultados nesta base. A palavra annatto, que em inglés significa urucum, apresentou o primeiro
estudo no ano de 1946 (1). E possivel observar na Figura 3.3. Numero de publica¢des por ano
do termo “annatto” na base de dados PubMed. Busca realizada no dia 28 de junho de 2023. o
nimero de publica¢des por ano de estudos relacionados ao urucum. Observa-se que o nimero
de publicacdes aumenta gradativamente com o passar dos anos. Entre os anos de 1946 e 1981
houve em média, uma publicagdo por ano. Nos anos 2000 houve um aumento de trabalhos
publicados com este termo, com tudo, no ano de 2011, houve um aumento expressivo de
publicacdes nesta base de dado, chegando até 25 publicacdes em 2019.

Ao realizar a busca do termo “annatto” na base de dados Embase, no dia 28 de junho de
2023, foram encontradas 77 publicagdes. Destes, 16 foram publicados somente na Embase, 44
na Medline e 17 na Embase e Medline juntos. S3o 63 artigos originais, 7 revisdes ¢ 1 nota.
Dentre as palavras-chave mais recorrentes nestes trabalhos, estd a palavra “carotenoide”,
seguida pelo “extrato de planta”. Isso evidencia o crescente interesse na investigacdo das

propriedades terapéuticas associadas aos carotenoides do urucum.
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Figura 3.3. Numero de publicacdes por ano do termo “annatto” na base de dados PubMed. Busca
realizada no dia 28 de junho de 2023.

Além da analise do numero de publicagdes relacionadas ao urucum, foi realizada uma

analise bibliométrica com o termo “annatto” na base de dados PubMed (busca feita no dia 28
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de junho de 2023). Com o auxilio do software VOSviewer (versao 1.6.18), foram encontrados

diversos termos correlatos, como “carotenoides”, “agente colorante de comida”, “extrato de

2 ¢

planta”, “bixa orellana”, “agente anti-infecioso”, entre outros termos, conforme a Figura 3.4.
As palavras-chave mais utilizadas nos estudos analisados foram “bixaceae”, que ¢ o termo
referente ao urucum, e “extrato de planta”, ambos com 7 ocorréncias e 72 ligagdes com outros
termos correlatos. O termo “carotenoide” também apresentou uma alta correlacao, sendo de 6

ocorréncia e 53 ligacdes com termos correlatos.
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Figura 3.4. Analise bibliométrica do termo “annatto” na base de dados PubMed. Busca realizada no
dia 28 de junho de 2023. Utilizado o software VOSViewer.

Neste estudo, foi selecionado o extrato de urucum para avaliagcdo de seu potencial na
regeneragao celular, bem como seu potencial de atividade antioxidante. Tem-se por hipotese
que o extrato de urucum tem enorme potencial terapéutico, visto seu efeito antioxidante e

impacto na regeneragao celular, relatados na literatura.

3.3.1 Urucum e a Bioeconomia

O pigmento derivado do urucum tem desempenhado um papel significativo tanto do ponto
de vista econdomico quanto cultural, sendo utilizado como corante tradicional e como aditivo

em diversos setores [40]. Ainda na época da colonizagdo da América do Sul pelos espanhois,
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ja existia um comércio de longa distancia entre diferentes grupos das terras baixas, como os
Guaycuru, Arawak e Guarani, que se dedicavam ao cultivo do urucum [49]. Segundo Giuliano,
até¢ 2003, a produgdo anual média de sementes de urucum atingiu 10.000 toneladas, onde dois
tercos desse volume eram vendidos como sementes, enquanto o restante era comercializado na
forma de extrato de sementes [40].

A América Latina ¢ responsavel pela maior parte da producao de urucum, representando
mais de 85% da producdo global [50]. A semente do urucum apresenta um carotenoide
exclusivo, a bixina, que ¢ de grande importancia na inddstria alimenticia, pois serve como
corante que pode substituir os sintéticos [51].

A semente possui em torno de 80% de niveis de bixina em sua composicao, carotenoide
que apresenta uma coloracdo amarelo-vermelhada e caracteristicas lipossoliveis [52],
enquanto a norbixina, carotenoide encontrado em menores niveis nas sementes, apresenta
coloragao marrom-escuro ¢ tem despertado consideravel interesse tanto na indudstria quanto na
pesquisa devido a sua capacidade de solubilidade em agua [50].

O urucum desempenha um papel importante na bioeconomia devido a sua ampla aplicagao
e potencial de uso [50]. Como corante natural, substitui aditivos artificiais na industria
alimenticia. Além disso, suas propriedades medicinais e terapéuticas o tornam valioso na
producdo de produtos farmacéuticos e cosméticos [42]. Dessa forma, o urucum impulsiona

setores como agricultura, alimentos, satide e cosméticos na bioeconomia.

3.3.2 Extracao de biocompostos do urucum

Considerando que os carotenoides predominantes nas sementes de urucum, a bixina e a
norbixina, possuem valor econdmico significativo e propriedades terapéuticas, vém sendo
estudados métodos eficientes para a extracdo desses compostos com base em suas
caracteristicas quimicas. O objetivo ¢ assegurar que o processo de extracdo seja eficiente,
viavel e sustentavel.

As plantas sdo fundamentais na medicina tradicional e oferecem uma fonte comprovada
de drogas farmacéuticas[53]. Os extratos vegetais sdo uma opg¢ao vantajosa, pois dispensam o
uso de agentes toxicos, radiacao, altas temperaturas, cepas microbianas ou meios dispendiosos
[54]. Como visto, as sementes de urucum sao utilizadas amplamente pela medicina tradicional
e os numeros de trabalhos publicados com o urucum vém aumentando com o passar dos anos,

como demonstrado na anélise bibliométrica (Figura 3.4).
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Os carotenoides bixina e norbixina (Figura 3.5) apresentam propriedades terapéuticas [10]
e tem-se observado um crescente interesse em sua extragao ¢ utilizagdo. Com o intuito de obter
os biocompostos de forma eficiente, estdo sendo investigadas técnicas especificas para sua

extracao.

a

HOOC MW
b

HOOC v " X7 7 7 '

COOR

3

COOR

Figura 3.5. Estrutura quimica da (a) trans- e (b) cis-bixina (para R = CH3) ou norbixina (para R =
H) [55].

O método industrial de obten¢ao da bixina, consiste na saponificacdo da bixina em sal de
norbixina por meio da utilizacdo de solugdo alcalina e quantificado por espectrofotometria na
regido visivel (457 nm) [56]. Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO), existem duas principais formas de se realizar a extracdo de sementes de
urucum: o primeiro € a abrasdo mecanica com 6leo vegetal ou hidroxido de potéssio, seguido
pelo processamento direto dos extratos. Ja a segunda, consiste na extracdo com solventes
organicos [57]. Na extracdo com solventes, deve-se levar em consideragcdo a complexidade da
microestrutura da matriz vegetal, onde a eficiéncia da extracao depende da estrutura molecular,
tamanho e localizagdo do soluto, bem como de suas interagdes com outros componentes [52].
No estudo realizado por Goémez-Linton, ao realizar a extragdo com solvente etanol 96% e
acetato de isopropila, obteve-se um rendimento aproximado de 30% de bixina em sua amostra
de semente de urucum [58].

A bixina, em maior concentracao nas sementes de urucum, traz a caracteristica de extrato
lipossoluvel. A vista disso, estudos relatam que o solvente etanol mostrou-se um bom solvente
para fase lipidica [52], [59], mesmo se tratando de um solvente polar. Isso pode ser devido a

afinidade apolar que o solvente alcangou com a bixina [60]. Estudos que utilizaram o etanol
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também relataram que na extracdo com este solvente nas temperaturas entre 40 e 60°C a
obtencdo de bixina ¢ otimizada [52], [60].

Ja no estudo feito por Rahmaliaa, a utilizagdo da propor¢do de ciclohexano/acetona no
rendimento da extracdo de bixina mostrou que existe diferenca significativa ao aumentar a
proporcao de ciclohexano (60%) em relacdo a acetona (40%), resultando em um rendimento
de 48% de bixina, cuja melhora foi possivelmente devido a um aumento da polaridade do
solvente [61].

Dada a relevancia da combinag@o entre a técnica de extragdo e o solvente para obter os
compostos bioativos desejados, a utilizacdo da técnica de Extracdo Acelerada com Solvente
(ASE) preserva a bioatividade do extrato ao aumentar a eficiéncia da extragao e reduzir o tempo
necessario, tudo isso em baixas temperaturas [62]. A ASE é um processo automatizado que
utiliza condic¢des de alta temperatura e pressao para realizar extragdes em um tempo reduzido
[63].

Nao foram encontrados estudos abordando a extracao de bixina e/ou norbixina utilizando
o método ASE. No entanto, considerando as condigdes favoraveis oferecidas por essa técnica,
juntamente com os solventes adequados para a extracdo dos biocompostos presentes nas
sementes de urucum, o método ASE apresenta-se como uma promissora abordagem para a

obtengdo desses carotenoides. Essa técnica de extracao foi utilizada neste trabalho.

3.3.3 Caracterizagao de biocompostos do urucum

As substancias responsaveis pela coloragdo do urucum sao principalmente os carotenoides
bixina (C25H3004) e norbixina (C24H2804), que podem ser encontrados nas formas “cis” e
“trans” [55]. Existem diversas formas de caracteriza¢do de moléculas de interesse.

A espectrofotometria UV-visivel € uma técnica analitica que se concentra na medigao da
absorcdo de radia¢do nas faixas de UV proxima (180-390 nm) e visivel (390-780 nm) por
substancias quimicas em solucdo, técnica amplamente utilizada para quantificar componentes
quimicos em amostras [64].

No estudo realizado por Scotter (1994), utilizou-se a espectrofotometria para avaliar a
pureza dos isdmeros de bixina e norbixina. Os resultados indicaram que os maximos de
absor¢do e as varreduras espectrais foram semelhantes para os isdmeros de cada carotenoide,
dificultando sua distin¢ao apenas pelos espectros [65]. Isso deve-se a semelhanca na estrutura
molecular destes biocompostos. Silva (2007) observou uma absorgao tipica dos carotenoides

entre os comprimentos de onda de 420 a 480 nm [66].
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Ja andlise cromatografica ¢ essencial para quantificar e identificar os carotenoides
presentes no extrato, onde a técnica mais utilizada para esse fim ¢ a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), que oferece resultados precisos e confidveis [67]. Os
instrumentos-padrdo atuais de HPLC-MS/MS tém um nivel de sensibilidade que normalmente
permite a quantificacao de compostos até uma concentragao de aproximadamente 1 pg/L, sem
etapas trabalhosas de pré-concentracdo da amostra [68]. A identificagdo do composto de
interesse pode ser realizada através da analise da amostra comparada com o padrao, obtido de
empresas com pureza confirmada ou em comparagdo com a literatura.

Vogeser (2008) relata uma analise UPLC analitica (do inglés Ultra-High Performance
Liquid Chromatography) em 460 nm, na qual houve 91% de pureza para o isdmero de bixina
isolado do extrato de urucum, com o pico em 20,95 minutos, corroborando estudos anteriores
analisados pelo autor [69]. Com base nas caracteristicas de tempo de retengao das moléculas e
comprimento de onda de absorgao, Silva (2007) relata que foi possivel identificar e quantificar
teores de bixina e norbixina em seus extratos de urucum, com a bixina correspondendo a 92%
dos carotenoides e a norbixina, a 2% [66], como corrobora a literatura. Assim, a utilizagao de
metodologias analiticas voltadas a identificacdo e quantificacdo de biocompostos de interesse
reveste-se de significativa importancia no contexto da determinacdo das substancias

responsaveis por atividades terapéuticas especificas.
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4 MATERIAL E METODOS

A seguir serd apresentado brevemente um resumo das etapas experimentais realizadas
neste trabalho. Na primeira etapa realizou-se a obteng¢do, extragdo e caracterizagdo de extratos
de urucum. Foram realizadas andlises relacionadas a biocompatibilidade e potencial
antioxidante e regenerativo dos extratos de urucum em cultura de células de queratindcitos e
fibroblastos. A seguir sdo apresentadas cada uma destas etapas de maneira esquematica (Figura

4.1).

Sementes de Urucum Corante Natural New Max

Obtengao de Bixa orellana L.

Sementes de Urucum Extragdo por solvente

das sementes de urucum
I Rnle,
Espectrofotdmetro CLAE

Figura 4.1. Resumo das etapas experimentais realizadas neste trabalho. Etapa 1: obtencdo das
amostras de urucum; etapa 2: extragdo de biocompostos das sementes; caracterizacdo dos compostos
dos extratos de Bixa orellana por espectrofotometria e cromatografia.

Extragdo de Biocompostos de
sementes De Urucum

Caracterizagdo de Biocompostos
de Bixa orellana L.
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4.1 OBTENGAO DAS SEMENTES E CORANTES DE BIXA ORELLANA L.

As sementes de urucum foram adquiridas em abril de 2021 de uma comunidade
quilombola, localizada na Regido Administrativa do Paranoa (a 17 km de Brasilia,
15°48°35.3”S, 47°46°36.2”W) (Figura 4.2). As sementes foram trituradas e mantidas sob
protecdo de luz até seu uso para evitar oxidacao devido a fotossensibilidade dos biocompostos
bixina e norbixina que sao fotossensiveis e estdo presentes nas sementes de urucum.

Corantes naturais de urucum e extrato bruto foram doados pela empresa New Max®
(https://www.newmaxindustrial.com.br/), lider nacional na comercializagdo de corantes
naturais alimenticios. Foram obtidos 500 g de Norbixina em p6 (NRBX, codigo FT
500421110XX), 500 g de extrato bruto em pé (EB, codigo FT 500421114XX) e 500 g de

Figura 4.2. Planta nativa (Bixa orellana) onde foram colhidas as sementes de urucum para os
ensaios de extragdo e caracterizacao.
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4.2 EXTRACAO DE BIOCOMPOSTOS DE SEMENTES DE URUCUM

Os biocompostos bixina e norbixina sdo os carotenoides encontrados em maior
abundancia em sementes de urucum [41]. Foi feita a extragao destes compostos a partir das
sementes de urucum trituradas através do uso de distintos solventes. A extracao de
biocompostos foi realizada por meio do equipamento “Extrator por Solvente Acelerado” (ASE-
150, Figura 4.3), o qual permite a extragdo de compostos solidos e/ou semissolidos utilizando-

se solventes, calor e alta pressao [70].
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Figura 4.3. Equipamento de Extragdo Acelerada por Solvente — 150, utilizado para extra¢do por
solvente das sementes de urucum (ASE -150 - do inglés Accelerator Solvent Extractor)

A seguir serd descrita a metodologia de extracdo de biocompostos a partir de 15 g de
sementes de urucum trituradas. A massa de sementes foi adicionada a uma cela de extragao de
aco inox com capacidade de 100 mL, propria do ASE-150. Para realizar a extragdo dos
biocompostos, foram utilizados os solventes acetato de etila, hexano e etanol. O solvente

determinado para cada amostra foi adicionado automaticamente em frasco préprio do
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ASE-150. O equipamento foi programado para execucdo de dois ciclos de trés minutos sob
temperatura de 50°C e de 130°C. Os passos desta etapa estdo apresentados na Figura 4.4.
Decorrido esses ciclos, os extratos foram transferidos para um baldo de vidro e submetidos ao
rotaevaporador para evaporacdo do solvente. As amostras adquiridas foram identificadas de

acordo com o Quadro 2.

Quadro 2. Identifica¢do das amostras de extrato de urucum de acordo com o solvente e temperatura

utilizados.
Amostra Solvente e temperatura utilizados

H50 Hexano a 50°C
H130 Hexano a 130°C
IAES0 |Acetato de Etila a 50°C
IAE130 |Acetato de Etila a 130°C
ES0 Etanol a 50°C
E130 Etanol a 130°C

Apods a evaporagdo de quase todo o solvente, o extrato, contido no baldo de vidro, foi
retirado com auxilio de pipeta de vidro de Pasteur e transferido para frascos de vidro ambar
previamente pesados e identificados. Em seguida, acondicionou-se os frascos abertos para
secagem do solvente restante em capela, sob protecdo da luz. Transcorridos sete dias, os
extratos encontravam-se secos e foram submetidos ao liofilizador para secagem completa dos
solventes.

Para o célculo de rendimento de cada amostra, foi utilizada a equagdo “Célculo de
rendimento”, conforme o Quadro 3. O cdlculo de rendimento consiste na pesagem do frasco
antes com a amostra apds o processo de extragdo das sementes, e em seguida, subtrai-se o peso
do frasco vazio, antes de se ter a amostra [71]. Dessa forma, obtém-se o valor do peso somente
da amostra ap0s a extrag¢do. A empresa New Max forneceu o protocolo utilizado para a obtengao

da porcentagem de teor de bixina e norbixina (Quadro 3).

Absorbancia X Diluicao
E1%1 cm

% Bixina =

volume do 12 balao X volume do 2° balao

Diluicio =
HueAo aliquota do 1° balao
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Figura 4.4. Etapas e equipamento utilizado na extragdo de biocompostos de urucum. A) Extrator por
solvente acelerado, B) Rotaevaporador, C) Transferéncia do extrato do baldo volumétrico para o
frasco de vidro identificado e D) Liofilizador.
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Quadro 3. Equagdes de calculo de rendimento de extrato bruto, porcentagem de bixina e norbixina e
calculo de dilui¢do das amostras de extrato de urucum.

Denominagdo do calculo Equagéo
Calculo de Rendimento Rendimento =
(peso com o frasco com amostra)- (peso do frasco sem amostra)

Calculo de Dilui¢do T volume do 12 balao X volume do 22 balao
Diluicdo =

aliquota do 12 balao

P t Bixi Al I
orcentagem de Bixina Absorbancia X Diluicdo

m X E1%1 cm

% Bixina =

Porcentagem de Norbixina Absorbancia x Diluicio

V x E¥%1 cm

% Norbixina =

Siglas

im: Massa da amostra em gramas (g)
E1%]1 cm: Coeficiente de absortividade da bixina (3090) e da norbixina (2850)
IV: Volume pipetado da amostra em mL

4.3 CARACTERIZAGAO DE BIOCOMPOSTOS DE BIXA ORELLANA L.

A fim de se determinar o teor de carotenoides bixina e norbixina, obtidos da empresa
NewMax®, realizou-se analises cromatograficas e por espectrofotometria. A determinagdo do
teor de bixina e norbixina possibilita inferir sobre a qualidade do método de extragdo. Por isso,
foram feitas analises do teor de bixina e norbixina utilizando dois métodos, conforme descrito

a seguir.

4.3.1 Analise de teor de bixina e norbixina por meio de espectrofotometria

O espectrofotdometro ¢ um aparelho que permite medir a absor¢cdo de luz de uma
determinada solugdo. Andlises por espectrofotometria possibilitam compreender se ha
compostos nos extratos que apresentem absor¢ao na mesma faixa de comprimento de bixina e
norbixina pré-definida como sendo no espectro de 487 nm.

Para o preparo da solucdo a fim de se determinar o teor de norbixina, pipetou-se 1 mL da
amostra a ser analisada. Essa amostra foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL.
Para completar o volume do baldo, utilizou-se hidroxido de potassio (KOH) a 0,5% e a solucao
foi homogeneizada, resultando na primeira dilui¢do. Posteriormente, 1 mL dessa primeira
dilui¢do foi pipetado e transferiu-se a amostra para um novo baldo volumétrico de 100 mL.
Novamente, o volume foi completado com hidroxido de potassio (KOH) a 0,5% e a solucao

foi homogeneizada, obtendo-se a segunda diluicdo. Por fim, realizou-se a leitura da absorbancia
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da segunda diluicao no espectrofotdmetro, no comprimento de onda especificado de 487 nm,
utilizando como branco o hidroxido de potassio (KOH) a 0,5%.

J& para o preparo da solugdo a fim de se determinar o teor de bixina, pesou-se 0,1000g e
foi colocada em um baldo volumétrico de 50 mL. Na capela, adicionou-se 10 mL de acetona
para dissolver a amostra ¢ o volume do baldo foi completado com acetona, obtendo-se a
primeira dilui¢do. Posteriormente, transferiu-se 1 mL da primeira dilui¢ao para um novo balao
volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com acetona, realizando-se a segunda diluigdo.
Por fim, foi feita a leitura da absorbancia da amostra no espectrofotometro, utilizando um
comprimento de onda de 487 nm ¢ uma cubeta de 1 cm, tendo a acetona como branco de
referéncia.

Neste trabalho, as amostras de sementes in natura extraidas por ASE-150 e aquelas obtidas
pela empresa New Max® foram submetidas a andlise em espectrofotometro (modelo
LAMBDA XLS, L7110189) utilizando comprimento de onda de 487 nm. Os solventes
hidroxido de potéssio e acetona foram usados como branco (controle), visto que foram os
solventes utilizados para realizar as diluicdes das amostras. Para o calculo de porcentagem do
teor de bixina e norbixina, tanto das amostras da New Max quanto as amostras de sementes in

natura, extraidas por solventes, foram utilizadas as equagdes conforme Quadro 3.

4.3.2 Analise de teor de bixina e norbixina por meio de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE)

A CLAE ¢ uma técnica de separagdo analitica para analises qualitativas e quantitativas de
determinada amostra. Esta técnica apresenta alta sensibilidade e se caracteriza pela separacao
de espécies ndo volateis e termicamente instaveis. O modelo do sistema de controle utilizado
neste estudo foi o CBM-20A com duragao da corrida de 30 minutos. O modelo da bomba foi
LC-20AD com modo de gradiente binario e fluxo foi de 1 mL/min. O solvente na bomba A foi
4gua e na bomba B foi metanol, com pressio maxima de 260 kgf/cm? e pressdo minima igual
a 0 (zero). O modelo do detector foi o de SPD-M20A com lampada D2&W. A corrida foi
programada como fase moével empregando-se dgua (A) e metanol (B), com fluxo de ImL/min.
A eluicao consistiu em gradiente linear, partindo de 60% de B, 0-5 min; 60 a 70%, 5-10 min;
70 a 90%,10-15 min; 90 a 100%, 15-20 min; ¢ 100%, 20-30 min. Todas as analises foram
realizadas no comprimento de 450 nm, na qual se tem absor¢do méxima da bixina [72].

A varredura foi realizada nas faixas de comprimento de onda de 190-800 nm. As analises

foram realizadas em parceria com o Laboratério de Ciéncias Quimicas (LCQUI) da
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Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), no Centro de Ciéncias e
Tecnologia (CCT), sob supervisdo do Dr. Ivo José Curcino Vieira. A analise da amostra de
corante de suspensdo oleosa de bixina nao foi realizada por entraves de logistica no envio da
amostra de Brasilia ao Rio de Janeiro, por ser conteudo liquido. Assim, ainda pretende-se
realizar a analise por meio de CLAE desta amostra em breve.

Foram realizadas varreduras de nove amostras, sendo seis obtidas por extragao em
ASE-150 e duas amostras obtidas pela empresa New Max (corante natural de urucum:
norbixina - e corante de extrato bruto de urucum). Utilizou-se como padrdo bixina comercial
(Sigma®, Catalogo n°® 6983-79-5 com pureza > 90%). Este padrao foi utilizado para determinar
o tempo de retencdo do biocomposto bixina em comparagdo com os picos obtidos na leitura
das nove amostras avaliadas. As areas dos picos obtidos nos cromatogramas do padrao de
bixina ¢ das amostras de urucum foram analisadas em software proprio do cromatograma
(CBM-20A System Controller). Os valores de 4rea do pico sdao correspondentes a bixina em
relagdo ao extrato. Ou seja, os valores de porcentagem de area do pico, obtidos no
cromatograma, correspondem a porcentagem do carotenoide bixina. A técnica CLAE foi
empregada com o intuito de investigar com maior sensibilidade a presenca do biocomposto de

interesse, uma vez que o padrdo adquirido correspondia a Bixina da Sigma.

4.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO EXTRATO

O potencial antioxidante do extrato de urucum esta associado a sua capacidade de inibir
estresse oxidativo. Este dado ¢ de suma importancia visto que os radicais livres, formados
durante o processo de estresse oxidativo, estdo associados ao inicio da inflamagdo e as
substancias antioxidantes retardam, previnem ou interrompem o dano oxidativo causado pela

inflamacgao [73].

4.41 Ressonancia paramagnética eletrénica

Inicialmente foi avaliado o potencial de atividade fotodindmica da amostra extraida por
ASE-150 com Etanol a 130°C, visto que esta apresentou maior porcentagem de area para bixina
na analise por CLAE. A terapia fotodinamica (TFD) usa um corante sensivel a luz e luz visivel
de baixa intensidade para tratar doengas. O corante ¢ aplicado e ativado pela luz, produzindo

radicais livres ou oxigénio singleto, que podem matar células e destruir tecidos doentes [74].
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Também se utilizou suspensdo oleosa de bixina, obtida pela empresa New Max a fim de se
comparar os resultados. A seguir sdo descritos os passos metodoldgicos deste ensaio.

Foi preparada uma solucdo estoque de 10 mM de um marcador molecular de radicais livres
— o spin probe 1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina (CMH, NOX-2,
Noxygen, Alemanha). O marcador CMH possibilita a medi¢ao de concentragdes muito baixas
de espécies paramagnéticas, como o ion superoxido e nao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) em geral [6].

Foram utilizadas duas condi¢des experimentais para analise de atividade fotodindmica das
amostras sendo elas: (1) irradiagdo das amostras com diodo emissor de luz (LED) no
comprimento de onda azul (450 nm) na poténcia de 200 mw (energia de 9.8 J) durante 1 minuto
e (2) sem irradiacdo. A fotoestimula¢do no comprimento de onda de luz azul foi escolhida dado
o potencial regenerativo desta faixa e pelo potencial em promover um aceleramento no
processo de cicatrizagdo, consistindo, portanto, em uma associagao terapéutica relevante [75].

Para realizacao desse ensaio, preparou-se duas solugdes estoque de extrato de urucum a
19 mg/mL: (1) obtida por extragdo em ASE-150 com Etanol a 130°C e (2) fornecida pela New
Max®. Em seguida, foi feita uma diluicdo da solugdo estoque a 1 mg/mL em DMSO (2%).

Visto que a solugdo estoque do extrato encontrava-se em uma concentragao muito alta em
comparacdo a estudos com o extrato de urucum em cultura de células [76], [73] realizou-se a
diluicdo para se obter a concentracdo de 1mg/mL de extrato . Para isso, um volume de 379 uL
de DMSO e 21 pL de cada amostra foi adicionado em pocos de placas de 9 pogos, seguido pela
adi¢do de 8 uL. de CMH. Foi realizada triplicata para cada amostra. As etapas do procedimento
estdo elucidadas na Figura 4.5.

A partir da adi¢do do CMH, se iniciou radiacdo com LED azul na solugdo por um minuto.
Em seguida, adicionou-se o volume de cada pogo em seringas de 1 mL (Figura 4.5. ). As
seringas foram acondicionadas em nitrogénio liquido para congelamento das amostras e
levadas para a leitura no equipamento de ressonincia paramagnética eletronica (RPE). O
mesmo procedimento foi realizado com as amostras em triplicatas sem a irradiacdo com LED

azul.

45



Figura 4.5. Amostras de extrato de urucum diluida em dimetilsulféxido de Etanol extraido por ASE
a 130°C(A) e Etanol a 50°C (B), alocadas em placas de 24 pogos e (C) seringas com amostras de
extrato de urucum congeladas no nitrogénio liquido (D).

4.4.2 Avaliagao do potencial antioxidante através do método de sequestro do
radical livre (DPPH)

Para realizagdo deste ensaio utilizou-se extrato de sementes de urucum extraida com
solvente etanol a 50°C nas concentragdes de 100 e 10 pg/mL. Esta amostra foi determinada
com base nos resultados de ensaios de rendimento de extrato e porcentagem de bixina e
norbixina. Como controle positivo foi utilizado o acido ascorbico (Sigma, A7506-100G) nas
mesmas concentragdes, visto que este composto ¢ considerado um potente antioxidante. O
extrato de urucum foi diluido em DMSO a 1% e a solu¢ao de acido ascorbico foi diluida em
agua ultrapura.

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) ¢ um radical livre utilizado como indicador de
atividade antioxidante em diversos produtos. A solucdo de DPPH foi preparada na concentracao
0,04 mg/mL, diluindo-se 0,0012 g deste produto em 30 mL de Metanol. A seguir, a solu¢do foi
submetida a banho em ultrassom durante 30 minutos.

Feita a solugdo de DPPH, adicionou-se 150 pL da solu¢do de DPPH, diluida em metanol,
em pocos de placa de 96 pocos, conforme alocacdo dos grupos experimentais conforme o
esquema representado Figura 4.6. Em seguida, nos pogos que possuiam ja a solu¢ao de DPPH,
foi adicionado 150 pL por pogo das amostras de extrato de urucum nas concentracdes de 10 e

100pg/mL, e 150 pL por pogo de acido ascorbico nas concentracdes de 10 e 100pg/mL,
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totalizando o volume final de 300 pL por pogo. Também adicionou-se 300 pL em trés pocos
para realizacdo do célculo da porcentagem de atividade antioxidante (%AAO) [77]. As placas
permaneceram em temperatura ambiente, cobertas com papel aluminio para serem protegidas
da luz. O esquema esta representado na Figura 4.7. O metanol foi utilizado como branco ¢ a

leitura foi feita a 517 nm em espectrofotdometro. As analises foram realizadas em triplicatas.
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Figura 4.6. Esquema de alocaciio das amostras de Extrato de Urucum, Acido Ascérbico, Metanol
(Banco) e Solug@o de DPPH (Controle).

O célculo para a porcentagem de atividade antioxidante consiste em:

(Abs controle DPPH—Abs amostra)
Abs controle DPPH

%AAO = x 100,

onde “%AAQ” é Porcentagem de atividade antioxidante e “Abs controle DPPH” ¢ a

absorbancia da solugdo de DPPH.
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Figura 4.7. Representacdo dos procedimentos adotados no ensaio de potencial antioxidante através
do método de sequestro do radical livre DPPH. Placa de 96 pogos com as demarcagdes (A), método
para manter no escuro (B), solucdo de DPPH diluido em metanol (C) e leitura em espectrofotdmetro

(D).

4.5 ENSAIOS IN VITRO

4,51 Cultivo de células

As linhagens celulares de origem humana de queratinécitos (HaCat) e de fibroblastos de
linhagem primaria, pois correspondem a tipos celulares abundantes na pele, representando,
portanto, um adequado modelo in vitro para avaliacao do potencial de regeneragdo. O uso da
linhagem celular primaria foi autorizado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade
Catolica de Brasilia (30175020.0.0000.5558). A seguir sdo descritos os procedimentos
metodoldgicos para o cultivo das células.

A estocagem das células é feita utilizando-se criotubos que sdo armazenados em
nitrogénio liquido a -195°C e, conforme necessario, sdo descongeladas. Brevemente sera
descrito o processo de descongelamento, que foi realizado, conforme necessidade.
Primeiramente, o criotubo ¢ colocado em banho-maria e depois o conteudo dele ¢ transferido
cuidadosamente para tubo Falcon de 15 mL contendo 2 mL de meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium). Em seguida, o criotubo ¢ centrifugado por trés minutos a 2.000 g.
O sobrenadante ¢ descartado e o pellet de células € ressuspendido em 1 mL de meio. O conteudo

celular € entdo transferido para uma garrafa de 25 cm? para o cultivo de células com meio de
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cultura DMEM, contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico penicilina-
estreptomicina em incubadora sob atmosfera imida com 5% de CO2 e a 37°C.

Para realizacio de ensaios bioldgicos, foram semeadas 5x10° células de
queratindcitos/poco e 1x10* de fibroblastos [78] e mantidas em condi¢des de cultivo por 24
horas. Para o calculo de densidade, as células foram removidas do frasco de cultura. Para isso,
o meio de cultura foi descartado e adicionou-se 3 mL de solugao tampao de fosfato-salina (PBS)
para remover os residuos de meio. Em seguida, as células foram incubadas por 5 minutos com
5 mL de solugdo de tripsina com EDTA (do inglés ethylenediaminetetraacetic acid, ou edetetic
acid) a 37 °C. Apos este periodo, adicionou-se 5 mL de meio DMEM as células para neutralizar
a acdo da tripsina e seguiu-se com a centrifugacdo da suspensdo celular por 5 minutos a 500
rpm. Apos, o sobrenadante foi removido e o pellet de células ressuspendido em 1 mL meio. Em
seguida, uma aliquota da suspensdo de células foi usada para contagem de células em camara
de Neubauer, utilizando-se o método de exclusao por azul de Tripan para distingao de células
viaveis e ndo viaveis [78]. A contagem das células era feita usando quatro quadrantes e utilizado
o seguinte calculo para obter o numero de células por mililitro:

Células contadas o
x Fator de dilui¢do (10) x 10*

N¢ de quadrantes contados

4.5.2 Tratamento das células com extrato de urucum

1) Preparacao das solugdes de tratamento

Com base nos resultados de caracterizacdo das amostras de extrato e do corante de
urucum, selecionou-se a amostra de extrato de sementes de urucum extraida com solvente
etanol a 50°C para realizacdo do ensaio de viabilidade celular para ambas as células:
queratinocitos e fibroblastos. Este extrato foi selecionado devido a suas condigdes de
rendimento bruto apos a extra¢do e porcentual de biocompostos de interesse: a bixina e
norbixina.

Primeiramente, a solu¢do estoque de extrato de urucum foi preparada na concentracdo de
40 mg/mL. Foram feitas duas diluigdes, sendo uma em DMSO e a outra em etanol (grau de
pureza 99%), a fim de se verificar a condicdo ideal de solubilidade do extrato, dadas suas
propriedades lipossoluveis. A bixina se destaca entre os carotenoides por sua presenca natural
na configuracao cis e por conter dois grupos carboxilicos em sua molécula, um dos quais € um
¢ster metilico [79]. Essa caracteristica confere a molécula a capacidade de se dissolver em

gorduras. Caso haja a hidrolise alcalina do grupo metilico, resultara no sal hidrossolavel da
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norbixina [79]. Além disso, o uso dos solventes DMSO e Etanol foram utilizados para
conferéncia da toxicidade em relagao as células.

Para isso, pesou-se 80 mg de extrato do urucum em um tubo de eppendorf e adicionou-se
I mL de DMSO. Este procedimento foi realizado em capela, sob o abrigo da luz, pois
carotenoides do extrato como bixina e norbixina apresentam fotossensibilidade. Em seguida, a
suspensdo foi homogeneizada em vortex e, depois, adicionou-se mais 1 mL de DMSO ¢ a
mistura foi colocada em vortex novamente. O mesmo procedimento se realizou utilizando com
o solvente o etanol.

Como os solventes DMSO e etanol sdo toxicos para células em concentragdes acima de
1%, foi necessario realizar a atenuacdo da porcentagem desses solventes, diluindo a amostra
também em PBS (tampao fosfato-salina). Assim, diluiu-se 50 pL da solucdo estoque de extrato
de urucum (40 mg/mL) em 1950 uL de PBS, obtendo-se uma concentragao de 1 mg/mL, visto
que serdo utilizadas concentragdes na grandeza de microgramas (ug). A partir desta solugdo
estoque preparou-se as solugdes de uso para realizacdo do tratamento. A solu¢do mais
concentrada, ou seja, de 80 pg/mL foi diluida diretamente no meio de cultura.

As doses testadas em cultura de células foram de 2,5 a 80 pg/mL de extrato de urucum e
utilizou-se de diluigdo seriada para evitar vieses experimentais. Estas concentragdes foram
selecionadas com base nos achados prévios descritos na literatura em que estas doses
mantinham a viabilidade celular acima de 80% in vitro [73], [76]. Apds a obten¢do da primeira
concentracao de 80pg/mL de extrato, foi realizada a dilui¢ao seriada até a concentracao de 2,5
pg/mL, totalizando seis concentracdes. As dilui¢des seriadas foram de 80, 40, 20, 10, 5 e 2,5
pg/mL. Como controles experimentais utilizou-se a mistura de DMSO e Etanol em PBS.
Também foi realizado o controle negativo utilizando-se somente meio DMEM.

)] Plaqueamento e tratamento das células
As células foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 5x10° células de

queratindcitos e de 1x10* de fibroblastos por poco e mantidas somente com meio DMEM para
atingirem a confluéncia de no minimo 80% antes de se iniciar o tratamento. Esta andlise da
confluéncia ocorre em até 24 horas e ¢ feita com a observacao da morfologia das células em
microscopio invertido. Utilizou-se trés placas de 96 pogos para realizacdo da andlise de
viabilidade apos 24, 48 e 72 horas de tratamento com extrato de urucum, tanto diluido em

DMSO como em etanol. Para aplicacdo dos tratamentos, o meio de cultura era removido e
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adicionado um volume de 150 pL das solugdes de tratamento (80 a 2,5 pg/mL) em cada pogo.

As placas foram mantidas em incubadora imida a 37°C a 5% de CO> por 24, 48 ou 72 horas.

4.5.3 Ensaio de viabilidade celular pelo método MTT

Para avaliagdo da biocompatibilidade e do potencial de citotoxicidade do extrato de
urucum foi realizado o ensaio de viabilidade celular por MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio).

Apds os periodos de 24, 48 e 72 horas de incubacio, os tratamentos foram removidos e
em cada pogo foram adicionados 150 pL de uma solu¢do de MTT a 0,5 mg/mL diluida em
DMEM. As placas foram novamente colocadas na estufa e incubadas. Apds um periodo de duas
horas, a solu¢ao de MTT foi descartada e os cristais de Formazan formados foram diluidos com
a adi¢do de 150 pL. de DMSO em cada pogo. Devido a presenca de precipitados de extrato no
fundo dos pocos, cada pogo foi lavado com 150uL de PBS. A absorbancia foi medida utilizando
um espectrofotdmetro com leitor de microplaca (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos da
América) na frequéncia de 595 nm. Os dados foram normalizados com base nos valores de
absorbancia dos controles, utilizando o seguinte calculo para determinar a porcentagem de
viabilidade celular:

Média da Abs do tratamento

% viabilidade celular = Védia do controle x 100

A absorbancia obtida foi utilizada como indicativo do niimero de células viaveis no
experimento e foi convertida em percentual. Todos os valores percentuais foram normalizados
em relacdo ao controle (células sem tratamento), € um controle de DMSO (branco) em trés
pogos sem células foi utilizado para descartar possiveis interferéncias desse reagente na analise

[80].

4.5.4 Analise de potencial de regeneragao in vitro: ensaio de migragao celular

Para realizagdo deste ensaio foram utilizadas células primarias de fibroblastos de origem
humana. Trata-se de um tipo celular encontrado em abundancia na pele e diretamente ligada ao
processo de cicatrizacdo. O ensaio de migracao celular, ou “scratch assay”, consiste no
plaqueamento das células e a efetuacdo de uma ranhura nas células aderidas, por meio do uso
de uma ponteira de plastico para avaliagdo e registro do fechamento da ranhura.

Como tratamento, as células receberam extrato de urucum na concentragdo de 10 pg/mL,

com base no ensaio prévio de MTT. As células 6 X 10° foram semeadas em placas de 24 pocos.
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Como controles experimentais, incluiu-se dois grupos sendo: (1) células tratadas com 1% de
DMSO em meio DMEM e (2) células tratadas apenas com meio DMEM. O meio de cultivo foi
suplementado apenas com 1% de Soro Fetal Bovino, suplementacio minima para que ndo
interferissem no processo de migragdo celular. Este experimento foi conduzido com
quadruplicatas.

A seguir serdo descritos os procedimentos metodologicos deste ensaio. Apds 24 horas do
plaqueamento, foi feita uma ranhura na placa em linha reta, utilizando uma ponteira de 200 pL,
conforme esquematizado na primeira imagem da Figura 4.8. Em seguida, adicionou-se 500 pL
de PBS em cada poco para retirada das células que ndo estavam mais aderidas a placa. Neste
momento, foi feito o registro fotografico em microscopio invertido (Leica) acoplado a um
notebook com um programa para captura das imagens — o LAS Z. Este processo foi feito nos
tempos de zero, 24, 48 e 72 horas.

Posteriormente, as analises das imagens foram feitas por meio do programa Image J e ao
pug-in (wound_healing_size tool.ijm) para realizac¢do do célculo da area “lesionada” em pixels

e calculo da porcentagem de reducdo da area com o passar dos tempos determinados.

X

A

A B

Figura 4.8. Simulagdo de migracdo celular apds uma ranhura em células aderidas, onde em A
apresenta o tempo 0 hora apos a ranhura e o B representa ap6s 24 horas da ranhura. Imagem criada
pelo aplicativo BioRender.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a viabilidade celular, foram conduzidos trés ensaios independentes, cada um
com triplicatas, totalizando nove replicatas ao final. Os valores utilizados para anélise foram a
média e o desvio padrdo. J4 para a andlise de Ressonancia Paramagnética Eletronica, o ensaio
foi realizado em triplicata, utilizando o erro padrao.

Para avaliar se houve diferenca estatisticas entre as doses testadas de extrato de urucum

quanto a viabilidade celular, foi realizado o teste ANOVA de duas vias. Os ensaios foram
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realizados de forma independente. Para isso, foram calculados intervalos de confianca de 95%.
E o nivel de significancia para todos os testes foi de 5 % (p <0,05). As doses testadas variaram
de 2,5 a 80 ug/mL, para ambas as linhagens celulares. As andlises estatisticas e a criacdo dos

graficos foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism §.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS DE SEMENTES DE URUCUM

O rendimento obtido para os extratos foi calculado de acordo com a equagdo “calculo de
rendimento” do Quadro 3 ¢ os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 1. O rendimento ¢é
a quantidade de extrato obtido da semente de urucum. E calculada a porcentagem de massa
seca ap0Os as sementes passarem pelo processo de extracdo com solventes.

ApoOs serem submetidas aos métodos de extracao, com diferentes temperaturas e pressoes,
ocorre a extracdo de analitos e lipideos de interesse [81], obtendo um material bruto com estes
metabolicos de interesse, geralmente, obtém-se um volume de extrato menor do que o inicial.
Considerando os 15 g de urucum inicial como 100%, a massa em gramas do extrato ao final do
procedimento corresponde a porcentagem de rendimento.

Dentre os solventes e temperaturas testadas, o maior rendimento obtido foi com a extragao
utilizando Etanol na temperatura de 130°C, demonstrando 1,9 g de rendimento;
correspondendo a 12,73%. O rendimento com a extracao feita com o solvente Acetato de Etila
a 130°C foi de 1,44 g, resultando em 9,57% de rendimento.

Os extratos com solvente de Acetato de Etila e Etanol, ambas extraidas na temperatura de
50°C, apresentaram rendimentos similares sendo de 1,12 e 1,11 g respectivamente, o que
corresponde a 7,59% de rendimento para Acetato de Etila a e de 7,69% para Etanol.

J& o extrato obtido com o solvente Hexano tanto na temperatura de 50°C quanto de 130°C
apresentaram os menores rendimentos, com resultados praticamente iguais entre si, sendo de
5,27% de rendimento para ambas as temperaturas.

Visto que as sementes do urucum sdo compostas majoritariamente por carotenoides,
biocompostos com potenciais terapéuticos, métodos tradicionais de extra¢do de cor, como a
maceragdo, consomem tempo e requerem grandes volumes de solventes. Existem hoje métodos
avangados de extracdo de componentes ativos de plantas, tais como extragao por ultrassom,
extragao com fluido supercritico, extracdo enzimatica e microextragao liquido-liquido [82].

A extragdo acelerada com solvente (ASE) ¢ feita em altas temperaturas (50 a 200°C) e
pressdes entre 10 e 15 Mpa, o que melhora a difusdo do solvente e acelera o processo de
extragdao [81]. Os resultados, apresentados na Tabela 1, mostraram que o solvente Etanol

apresentou maior porcentagem de rendimento tanto para a temperatura de 130°C quanto para
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50°C. No estudo feito por Quiroz [83], no qual avaliou-se o processo de extracdo de compostos
bioativos de sementes de urucum, demonstrou-se que a maior concentracao de etanol favorece
a liberagdo de bixina devido ao aumento do teor de solvente e a formacao de ligagdes de
hidrogénio, pois compostos de polifendis sdo extraidos com mais eficiéncia devido a sua
polaridade [83].

Ja no estudo feito por Alcazar-Alay (2017), mostrou que utilizando o método de
fracionamento mecanico e extracdo com Etanol de baixa pressdo, nas temperaturas de 40, 50 e
60°C, com 15 gramas de sementes, os rendimentos foram de 5% para 40 e 60°C e de 4% para
a temperatura de 50°C [52], enquanto a extracdo por ASE, realizada neste trabalho a 50°C
durante trés minutos, rendeu 7,69%. Ou seja, obtivemos um rendimento 3,7% superior ao
relatado por Alcdzar-Alay (2017). Isso pode ser atribuido a alta pressdo utilizada no
equipamento de ASE, otimizando o processo.

Devido a predominancia da bixina, representando aproximadamente 80% dos
carotenoides presentes nas sementes de urucum, a extragdo utilizando etanol por meio da ASE

demonstrou um rendimento superior em comparagao aos solventes hexano e acetato de etila.

Tabela 1. Rendimento das amostras obtidas a partir da extracdo de biocompostos de sementes de

urucum.
Amostra Solvente Temperatura Rendimento Rendimento (%)
Massa (g)
H50 Hexano 50°C 0,82768 5,27
AC50 Acetato de Etila 50°C 1,12954 7,59
E50 Etanol 50°C 1,11579 7,69
H130 Hexano 130°C 0,76703 5,27
AC130 Acetato de Etila 130°C 1,44113 9,57
E130 Etanol 130°C 1,96714 12,73

Extratos por solventes Hexano a 50°C (H50), Acetato de Etila a 50°C (AC50), Etanol a 50°C (E50), Hexano a 130°C (H130),
Acetato de Etila a 130°C (AC130), Etanol a 130°C (E130).

5.2 CARACTERIZAGAO DOS EXTRATOS E CORANTES DE URUCUM

5.2.1 Avaliagao do rendimento dos extratos e corantes de urucum

Foi realizada a leitura de absorbancia das seis amostras extraidas pelo método ASE-150
no comprimento de onda de 487 nm em espectrofotdometro (modelo LAMBDA XLS,
L7110189) e os resultados estao representados na Figura 5.1. Todas as amostras foram diluidas

em acetona, a qual foi utilizada como o branco na leitura no equipamento.
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Visto que os carotenoides de interesse possuem a absor¢do na faixa de até 487 nm, o valor
de absorbancia para AC50 pode indicar maiores chances de se obter estes carotenoides em
maior quantidade [83]. Foi determinado este comprimento de onda com base na literatura para
identificacdo dos carotenoides bixina e norbixina [84]. Dentre todas as amostras analisadas, de
extratos de semente de urucum e de amostras de corante de urucum da empresa New Max®, a
amostra de extrato feita com o solvente Acetato de Etila a 50°C (AC50) apresentou o maior
valor de absorbancia na faixa de 487 nm, com absorbancia de 2,247 nm.

Apesar do alto valor de absorbancia, a amostra de Acetato de Etila a 50°C nao foi a
amostra que obteve o maior valor de rendimento (7,59%).

Seguida pelo segundo maior valor de absorbancia, a amostra extraida pelo solvente etanol,
apresentou um resultado de absorbancia de 1,59 nm quando a 130°C e 0,682 nm com amostra
extraida a 50°C utilizando o mesmo solvente. Isto demonstra que a temperatura influencia o
rendimento de extracao [84], [85].

Em relacdo aos rendimentos deste solvente, nas temperaturas de 130°C apresentou-se o
maior rendimento (12,73%), e a 50°C obteve-se o terceiro melhor rendimento (7,69%) dentre
as seis amostras. As absorbancias para as amostras extraidas com Hexano sob 130 e 50°C nao
foram superiores a 0,3 nm e para Acetato de Etila a 130°C, apesar de ter apresentado um bom
rendimento de (9,57%), demonstrou o menor valor de absorbancia, sendo de 0,031 nm.

O valor baixo de absorbancia na faixa de 487 nm pode indicar que a presenga dos
carotenoides bixina e norbixina, que apresentam absorc¢ao nesta faixa também seja baixa. Ou
seja, existe a possibilidade de que teores de bixina e norbixina nesta amostra sejam menores
que das demais amostras. Contudo, € necessario realizar uma andlise de quantificagdo, visto
que a analise de absorbancia por espectrofotdometro € uma analise qualitativa.

Para as amostras dos corantes da empresa New Max, as trés amostras (suspensao oleosa
de urucum-bixina, corante natural de urucum em po-norbixina e corante de extrato bruto de
urucum em po) apresentaram valores de absorbancia inferiores aos das amostras extraidas pelos
solventes Acetato de Etila a 50°C e Etanol a 50 e 130°C.

Em comparagdo as demais extragdes por solventes (Hexano a 50 e 130°C, e Etanol a
50°C), as amostras de suspensdo oleosa-bixina e corante natural de urucum-norbixina
apresentaram valores muito semelhantes (Figura 5.1). Dentre as amostras de corante de urucum

da empresa New Max®, o Corante de Extrato bruto de urucum apresentou o menor valor de
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absorbancia (0,086 nm). Todavia, apresentou um valor de absorbancia superior somente a
amostra extraida pelo solvente de Acetato de Etila a 130°C (0,031 nm).

Desta forma, a quantidade de teor de bixina e norbixina na amostra ¢ importante, visto
que esta relacionada a suas atividades antimicrobianas [10], [46]. Nas analises de absorbancia,
a amostra de Etanol a 50°C teve um bom rendimento (7,69g) e um alto valor de absorbancia
(0,682 nm), superiores as amostras de Hexano 50°C e 130°C, que apresentaram valores de
absorbancia de 0,211 nm e 0,182 nm, respectivamente. Portanto, sugere-se a amostra de Etanol
a 50°C e a 130°C, pois apresentaram maiores teores para os carotenoides e biocompostos com
potencial atividade bioldgica e rendimento apds a extragcdo. Contudo, anélises de porcentagem
de bixina e norbixina, que sdo os carotenoides de interesse, foram realizadas para considerar a

melhor amostra para os ensaios bioldgicos.

Tabela 2. Valores de absorbancia dos extratos de semente de urucum e de corante natural de urucum

da New Max.
Amostra Valor da Absorbancia

H50 0,211
H130 0,182
AC50 2,247
AC130 0,031
E50 0,682
E130 1,597
SO BIX 0,647
NRBX 0,249
EB 0,086

Extratos por solventes Hexano a 50°C (H50), Hexano a 130°C (H130), Acetato de Etila a 50°C (AC50), Acetato de Etila a
130°C (AC130), Etanol a 50°C (E50), Etanol a 130°C (E130), suspensao oleosa-bixina (SO BIX), corante natural de urucum-
norbixina (NRBX) e corante de extrato bruto de urucum (EB).

5.2.2 Porcentagem do teor de bixina e norbixina nas amostras

Foram realizados os célculos de porcentagem de teores de bixina e norbixina em todas as
amostras, tanto das extracdes por solventes quanto dos corantes de urucum da empresa New
Max.

Para obtengdo dos valores de porcentagem de bixina e norbixina foram utilizadas as
equacdes apresentadas no Quadro 3. Estes célculos baseiam-se no valor de absorbancia no
comprimento de onda de 487 nm, em que sdo encontrados os biocompostos bixina e norbixina
[83]. Dessa forma, quanto maior o valor de absorbancia neste comprimento de onda, maiores
as chances de os compostos identificados serem carotenoides bixina e norbixina. Os resultados

apresentados de porcentagem de bixina para todas as amostras encontram-se na Figura 5.2. Foi
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observada diferenca significativa entre as amostras. Ao realizar os testes, primeiramente com
as amostras da empresa New Max (suspensdo oleosa de bixina, extrato bruto de urucum —
norbixina e extrato bruto de urucum), observou-se que os dados encontrados para bixina foram
de 0,056%, 0,8% e 0,27% para suspensao oleosa, respectivamente. Na ficha técnica da empresa
constavam porcentagens de 5,2%, 40% e 30% para teores de bixina [86]—[88], respectivamente
para as mesmas amostras. Isso pode ter ocorrido devido ao processo de armazenamento.
Alternativamente, deve-se buscar forma de analise mais sensivel, como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia a fim de confirmar os teores de carotenoides.

Dentre todas as amostras, o Corante Natural de urucum em p6 apresentou o maior teor
para Bixina (0,8%) e o segundo maior para Norbixina (0,87%). Dentre as amostras de semente
de urucum extraidas por solvente, o maior teor de bixina e norbixina foi identificado na amostra
com o solvente Acetato de Etila a 50°C, representando um teor de 11,65% de bixina e o teor de
0,98% para norbixina. As amostras de extrato pelo solvente Hexano apresentaram as menores
porcentagens de teores de bixina, com valores muito proximos a 1% (1,036% para 50°C e
0,825% para 130°C) e norbixina (0,093% para 50°C e 0,08% para 130°C), tornando essas
amostras dispensadas para as futuras analises in vitro. E observado na Figura 5.2 e na Figura
5.3 que a porcentagem de bixina € superior a de norbixina em todas as amostras analisadas.

De inicio, foi utilizada a técnica de espectrofotometria para analise de teor de porcentagem
de bixina e norbixina nas amostras. Contudo, o valor de absorbancia de cada amostra (Tabela
2) utilizado no calculo de porcentagem de teor do carotenoide pode representar qualquer outro
composto que apresente absorcdo no comprimento de onda de 487 nm. Ou seja, outros
compostos com o0 mesmo comprimento de onda da bixina e norbixina (até 478 nm) podem ter
sido analisados.

Com isso, para confirmacao da presen¢a dos carotenoides de interesse no composto, foi
necessario realizar uma andlise mais sensivel de identificacdo de compostos na amostra e que
também permitisse a quantificacdo dos carotenoides como a CLAE. Assim, temos mais um
método de confirmacdo que permite determinar com mais seguranga, com base nos dados
cientificos, a confirmagdo da presencga e quantificacdo dos biocompostos e assim realizar a

analise de atividade bioldgica.
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Figura 5.1. Anélise de teor de bixina em amostras de sementes de urucum obtidas por extragdo com
solvente e amostras de corantes de urucum. A analise foi realizada em espectrofotometro e, com base
na absorbancia, foi calculada a porcentagem de teores de bixina em extratos e corantes de urucum.
Extratos por solventes Hexano a 50°C (H50), Hexano a130°C (H130), Acetato de Etila a 50°C
(AC50), Acetato de Etila a 130°C (AC130), Etanol a 50°C (E50), Etanol a 130°C (E130), suspensao
oleosa-bixina (SO BIX), corante natural de urucum- norbixina (NRBX) e corante de extrato bruto de
urucum (EB).
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Figura 5.2. Andlise de teor de norbixina em amostras de sementes de urucum obtidas por extragdo
com solvente e amostras de corantes de urucum. A analise foi realizada em espectrofotémetro e, com
base na absorbancia, foi calculada a porcentagem de teores e norbixina em extratos e corantes de
urucum. Extratos por solventes Hexano a 50°C (H50), Hexano a130°C (H130), Acetato de Etila a
50°C (AC50), Acetato de Etila a 130°C (AC130), Etanol a 50°C (E50), Etanol a 130°C (E130),
suspensdo oleosa-bixina (SO BIX), corante natural de urucum- norbixina (NRBX) e corante de
extrato bruto de urucum (EB).
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5.2.3 Analise da composicao das amostras de urucum por CLAE

Além da andlise por espectrofotometria, foi realizada a analise de identificagdo e
quantificag¢do do carotenoide bixina das amostras de semente de urucum extraidas por solvente
e das amostras de corante da empresa New Max®, por CLAE. As amostras de corante de
urucum tiveram teores muito baixos de bixina. Os cromatogramas para essas amostras (corante
natural de urucum-norbixina e corante de extrato bruto de urucum) nao apresentaram tamanho
de picos significativos comparados as amostras de sementes de urucum extraidas por solventes.
Ao realizar a analise CLAE, os cromatogramas das amostras E130 e AC130, apresentaram 0s
valores de area e porcentagem de area do pico ficaram acima da média, comparado as demais
amostras, como apresentado na Figura 5.3, o que pode indicar que houve extragdo de outros
componentes além de bixina.

A porcentagem da area do pico correspondente a porcentagem de bixina em relagdo ao
extrato. A amostra AC50 apresentou um alto valor de porcentagem de area, de 67%, no
comprimento de onda para detec¢do de bixina. Contudo, o tempo de retencdo desta amostra
(9,445 min) apresenta uma diferenga de quase cinco minutos do padrio da bixina

(Sigma > 97%), que ¢ de 13,424 minutos.
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Figura 5.3. Picos dos cromatogramas da analise CLAE das amostras de semente de urucum. Extratos
obtidos com uso de solventes Etanol a 50°C (E 50), Etanol a 130°C (E 130), Acetato de Etila a 50°C
(AE 50), Acetato de Etila a 130°C (AE 130), Hexano a 50°C (H 50), Hexano a 130°C (H 130),

O tempo de retengdo de um composto ¢ uma das caracteristicas consideradas na analise.
A amostra E50 presentou uma porcentagem de area 57%, o que representa 57% de bixina nessa
amostra. Além disso o tempo de retencao (12,742 min) € o tempo mais proximo ao do padrao
(Figura 5.5). Isso tornou essa amostra a candidata para as avaliagdes biologicas in vitro. Para
as amostras extraidas com solvente hexano, em ambas as temperaturas foram obtidos os
menores valores de porcentagem de bixina (porcentagem da area). No estudo realizado por
Silva, o qual utilizou Etanol 98% para extragao dos biocompostos, a analise por CLAE mostrou
valores de 27,7g/100g de bixina e 1,08 g/100g de norbixina [66], ou seja 27% de bixina.
Utilizando o método por ASE, a caracterizagdo por CLAE identificou uma porcentagem de
57% para o solvente Etanol, confirmando efetividade e melhor desempenho pelo solvente e

pela técnica.
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Figura 5.4. Picos dos cromatogramas da analise CLAE do padrdo Bixina (Sigma > 95% de pureza).

Tabela 3. Valores de tempo de retengdo, area, porcentagem da area e altura dos picos dos
cromatogramas por analise CLAE das amostras de sementes de urucum. Valores de tempo de
retencgdo, area, porcentagem da area e altura dos picos dos cromatogramas por analise CLAE das
amostras de sementes de urucum.

Solvente Tempo (min) Area % Area Altura

E50 12.742 8136792 57.563 253301
E130 10.883 32436840 71.236 566569
AC50 9.445 19134655 67.085 20761

AC130 11.543 13781166 59.547 346048
Hexano 50 °C 18.169 1122773 14.824 113092
Hexano 130 °C 12.578 2878661 32.513 223262
Padrao Bixina (Sigma) 13.424 11729184 97.830 404963

Extratos obtidos com solventes Hexano a 50°C (H50), Hexano a 130°C (H130), Acetato de Etila a 50°C (AC50), Acetato de
Etila a 130°C (AC130), Etanol a 50°C (E50), Etanol a 130°C (E130), Padrao sigma > 97% (Padrdo).
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Figura 5.5. Valores da porcentagem da area do pico apos a leitura das amostras no CLAE. Valores da
porcentagem da area do pico apoés a leitura das amostras no CLAE. Extratos por solventes Hexano a
50°C (H50), Hexano a 130°C (H130), Acetato de Etila a 50°C (AC50), Acetato de Etila a 130°C
(AC130), Etanol a 50°C (E50), Etanol a 130°C (E130), Padrdo sigma > 95%

5.3 VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de viabilidade celular utilizando @ MTT  (Brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium) constitui na avaliagdo da taxa metabdlica das
células viaveis, permitindo a identificacao de citotoxicidade/biocompatibilidade em cultura de
células. Neste estudo utilizou-se este método para avaliacdo da biocompatibilidade do extrato
de urucum e selecdo de dose para realizagdo dos demais ensaios biologicos. Nesse ensaio de
viabilidade ¢ avaliada a atividade enzimatica mitocondrial, sendo a viabilidade celular
calculada pela redu¢do de sal MTT, que apresenta a cor amarelada, a cristais de Formazan, que
apresenta coloracao roxa [80]. Assim, quanto maior a formagao de cristais de Formazan, ou
seja, coloragao roxa mais intensa, maior € a atividade enzimatica mitocondrial, indicando maior
viabilidade celular. A mensuragao da formacao destes cristais de Formazan ¢ realizada em
espectrofotometro e a absorbancia das amostras ¢ diretamente proporcional a quantidade de
cristais de Formazan e células viaveis.

Neste estudo, o ensaio de viabilidade celular foi realizado com linhagens de queratindcitos
(HaCat) e fibroblastos de origem humana apds tratamento com EU (diluido em DMSO ou
etanol) em seis concentragdes e em trés tempos distintos. Realizou-se a avaliagdo dos dois

solventes para identificar sua biocompatibilidade.

63



Os dados estao expressos na Figura 5.6 e Figura 5.7, e foram obtidos de trés experimentos
independentes para cada tratamento de 24, 48 e 72 horas. Para cada concentragdo, nos trés
tratamentos, foram realizadas triplicatas. Os valores das médias da viabilidade celular foram
calculados em relagdao a média do controle (célula e meio DMEM). Os valores nos graficos da
Figura 5.10 e Figura 5.11 referem-se a média + erro padrao. O teste estatistico utilizado
ANOVA e feito o teste Tukey, a fim de determinar se houve diferenca estatistica entre os grupos
DMSO e ETOH.

No tratamento celular com a linhagem HaCat (Figura 5.6), ndo se observou diferenca na
viabilidade celular com EU diluido com DMSO e ETOH nos tratamentos nos trés tempos
analisados (24, 48 e 72 horas). Na linhagem de queratinocitos, apds 24 horas de tratamento
com 2,5 a 40 ug/mL de extrato de urucum, diluido em DMSO ou etanol, a viabilidade celular
ficou acima de 80%, indicando que estas dosagens sdo adequadas para as demais avaliagdes
dadas sua biocompatibilidade. Até a dose de 20 pg/mL de EU, diluido em DMSO ou etanol,
foi observada viabilidade de cerca de 80% apds 48 ou 72 horas de tratamento. As concentragdes
de 5 a 10pg/mL para ambos os tratamentos apresentaram valores de viabilidade superiores a
80%. A concentragdo de 20ug/mL do tratamento de ETOH também se mostrou viavel. Neste
tratamento de 72 horas, a maior porcentagem de viabilidade em relagdo ao controle foi para o
grupo do EU diluido em DMSO na concentragdo de 2,5ug/mL, obtendo-se uma viabilidade de
111,7%.

Ja nas andlises para a linhagem de fibroblastos (Figura 5.7), a viabilidade celular por
ensaio de MTT também ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos com
DMSO ou Etanol. Apenas as concentragdes de 2,5 e 5 pg/mL de EU, tanto diluido em DMSO
quanto em Etanol apresentaram a viabilidade celular superior a 80% para os tempos de 24 ¢ 72
horas de tratamento. Ja para o tratamento de 48 horas, o extrato de urucum se mostrou uma
viabilidade acima de 80% para todas as concentragdes, exceto para a de 80 ng/mL.

No estudo feito por Santos (2012), demonstrou-se que células de PC12 apenas nas
concentracdes de 0,05, 0,08 e 0,10 pug/mL apresentaram biocompatibilidade acima de 80% em
24 horas [89]. Ja no estudo de Barcelos (2008), o qual utilizou corantes comerciais de extrato
bruto de urucum, diluidos em DMSO, foi comprovada biocompatibilidade acima de 80% com
células HepG2 para concentragdes de 0,1 a 10pug/mL, durante 24 horas [76]. Dessa forma,

pode-se dizer que o extrato bruto de sementes de urucum, com teores de bixina e outras

64



substancias ligadas a este biocomposto que também passaram pelo processo de extragao,

conferiram as células testadas biocompatibilidade até a concentracao de 40pg/mL.

Estudos paralelos estdo sendo realizados a fim de identificar uma dose de EU que induz

atividade antimicrobiana e, a0 mesmo tempo, que seja biocompativel, visto que o objetivo sera

empregar o EU posteriormente para tratamento de ferida infectada.
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Figura 5.6. Viabilidade celular de queratindcitos (linhagem HaCat) apos tratamento com extrato de
urucum diluido em DMSO (dimetilsulféxido) ou etanol (ETOH), nas concentra¢des indicadas, por
24,48 e 72 h. Os dados representam a Média + Desvio Padrdo. Foi realizado a ANOVA e teste Tukey
(»<0,05).
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Figura 5.7. Viabilidade celular de fibroblastos apds tratamento com extrato de urucum diluido em
DMSO (dimetilsulféxido) ou etanol (ETOH) por 24, 48 e 72 h. Os dados representam a Média + Erro
Padrao. Foi realizado a ANOVA e teste Tukey (p<0,05).

5.4 MIGRAGAO CELULAR

O ensaio de migragdo celular permite avaliarmos em determinados tempos o quanto as
células analisadas, no caso, fibroblastos, necessitam para realizar o fechamento de uma ferida.
As células de fibroblastos estdo diretamente ligadas ao processo de cicatrizacao por ser células
encontradas na epiderme.

Na Figura 5.8 estdo os dados de porcentagem de redugdo da area do primeiro dia (zero
hora) até o ultimo dia de analise (72 horas). As células de fibroblastos que receberam somente
meio essencial e 1% de DMSO foram utilizadas como controle e o tratamento recebeu extrato
de semente de urucum diluido em DMSO na concentragdo de 10 pg/mL, com base nos

resultados de citotoxicidade por MTT. Para o estudo, foram realizadas quatro réplicas para cada
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controle e tratamento. A média e erro padrao foram calculados para cada grupo e os testes de
ANOVA e Tukey foram utilizados para a verificagdo de diferengas estatisticas entre os grupos.

O tempo de zero hora ¢ considerado como 100% e, com o decorrer dos dias, calculou-se
a porcentagem de contracao desta area. Entre todos os grupos ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os horarios e os grupos. Em 24 horas, as células que receberam o extrato de
urucum apresentaram uma porcentagem média de contragdo da area de 78,87%, comparada ao
controle de somente células, com uma média de 96,86%. No tempo de 48 horas, o tratamento
com urucum eleva sua média de porcentagem para 93,63%, um aumento de 26,5%. Ja em 72
horas, o tratamento com extrato de urucum apresenta uma média de porcentagem de contracao

do ferimento de 99,37%, um fechamento praticamente completo.
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Figura 5.8. Ensaio de migragdo celular de fibroblastos ap6s tratamento de somente cultura de célula,
controle de células com DMSO (dimetilsulfoxido) 1% e com extrato de urucum por 24, 48 ¢ 72 h. Os
dados representam a Média =+ Erro Padrao.

Na Figura 5.9 € possivel analisar a migracdo de células de fibroblastos durante o periodo
de 72 horas até o fechamento quase completo da ranhura. Os resultados revelaram que a taxa
de cicatrizagao da ferida foi determinada por meio da avaliagdo das areas desprovidas de células
da camada Unica celular ap6s 24, 48 e 72 horas de exposi¢do aos tratamentos. No estudo
realizado por Chittasupho (2021), foi avaliada a porcentagem de fechamento da ferida em
células de fibroblastos tradas com curcumindides (biocompostos extraido da curcumina) [90].
A dose utilizada foi de 7,5ug/mL e apresentou um fechamento de ferida de 21,37% apos 24
horas de tratamento [90]. Comparado ao extrato de urucum no mesmo tempo, na dose de

10pg/mL, o percentual de fechamento foi de 78,87%. Apesar da pouca diferenca na
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concentragdo entre o extrato de urucum e os curcuminoides, o urucum apresentou fechamento
57,5% superior ao resultado do uso de curcuminoides. Este dado mostra a eficiéncia do extrato
de urucum no processo de migracdo de fibroblastos diretamente relacionado ao processo de
regeneracao celular.

Controle Positivo DMSO Extrato de Urucum

Wi 3 £
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24h

48 h

Figura 5.9. Imagens representativas de células Fibroblastos em um ensaio de ranhura. As imagens
foram tiradas imediatamente apds os arranhdes e depois de 24, 48 e 72 horas.

5.5 ATIVIDADE POTENCIAL ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante ¢ uma caracteristica de suma importancia na analise do extrato,
visto que uma de suas futuras aplicagdes ¢ na regeneracao tecidual. A atividade antioxidante
esta ligada ao processo de inflamagao, associada a aceleracdo da cicatrizagdo de feridas.

Estudos utilizando a molécula de CMH em andlise por RPE usam comumente

concentracdes de 0,2 mM [91], [92], 0,5 mM [93], [94] e até 1,0 mM [95]-[97]. No trabalho
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feito por Gomes (2018), o qual utilizou 0,2 mM de CMH, os niveis de CMe variaram de 6 até
400 CM*mM [92]. A técnica por RPE permite a medicao direta da concentragdao de radicais
livres [98]. Enquanto no trabalho de Gomes foi utilizado apenas 0,2 mM de CMH, a
concentracdo utilizada para o desenvolvimento deste trabalho foi de 10mM e nesta
concentragdo os resultados ndo ultrapassaram a oxidagdo de 2,5 CMemM (Figura 5.10). E dizer,
na alta concentracdo de 10 mM de CMH, os resultados mostraram que as espécies reativas de
oxigénio detectadas foram muito baixas. Além disso, considera-se que quanto maior a
concentragdo, mais rapida ¢ a auto-oxidagdo [99], o que ndo foi apresentado nas andlises com
extrato de urucum. Contudo, observou-se que, apesar de ndo haver diferenca significativa na
presenca ou nao de luz azul (450 nm), houve diferenca significativa entre as amostras de EU
diluidas em DMSO e Etanol na presenca de luz azul, durante um minuto, como demostrado na
Figura 5.8. Isso pode indicar que o solvente Etanol com EU diluido promoveu uma maior
captura da molécula CM. Ainda assim, a quantidade ndo ¢ consideravel para atividade

antioxidante da amostra.
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Figura 5.10. Analise quantitativa de ERO (espécies reativas de oxigénio) realizada através da
medicdo da concentragdo de CMe (3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxil) em
amostras de extrato de urucum diluida em etanol (ETOH), suspensdo oleosa de bixina (Susp. Ol.) e

DMSO. Dados representados como média +erro padrao da média. Significancia atribuida a valor de
p<0,05. O teste Tukey foi utilizado para comparar os trés grupos em cada momento do tratamento.

Visto que a atividade antioxidante pela oxidacdo da molécula de CMH em contato com as
amostras foi muito baixa, optou-se em realizar a avaliagdo potencial antioxidante através do
método de sequestro do radical livie DPPH. E um ensaio colorimétrico, no qual ocorre uma

oxirredu¢do do DPPH em contato com a amostra, passando sua coloragdo de violeta para
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amarela. A absorbancia ¢ identificada no comprimento de onda de 517 nm [77]. As analises
foram realizadas em trés experimentos independentes, com triplicatas para cada tratamento em
cada réplica.

Para esta andlise, foi determinado o uso do EU diluido em DMSO visto que este
apresentou uma melhor diluicao, confirmado pelo teste de MTT. Com base nos resultados,
demonstrados na Figura 5.11, foi feita a analise das concentragdes de 10 ¢ 100 pg/mL de EU e
Acido Ascorbico. Nio houve diferenga significativa entre as concentragdes para os tratamentos
do EU analisados. A média de porcentagem de agdo antioxidante foi de 47,3% para a
concentracdo de 10pug/mL e de 48,22% para a concentragdo de 100pug/mL. Os resultados
demonstram que o EU diluido em DMSO apresentou atividade antioxidante com potencial de
50% durante 30 minutos. Estes resultados corroboram a literatura, como no estudo de Rossoni
Junior (2011), que mostrou que a concentragao de 4000 pg/mL de extrato de urucum em contato
com DPPH durante seis minutos resultou na neutralizagao do radical DPPH em torno de 50%.
[100]. Em outro estudo utilizando DPPH e o composto isolado bixina na dose de 16 mg/mL,
demonstrou-se que a amostra apresentou um potencial antioxidante de 54% no tempo de 25
minutos [101]. Estes dados mostram que independente do tempo de exposi¢do ou da
concentracdo, o extrato de urucum, como foi mostrado através dos resultados, apresenta um

potencial antioxidante em torno de 50%.
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Figura 5.11. Analise da porcentagem de atividade antioxidante de amostras de extrato de urucum
diluida em etanol DMSO. Dados representados como média +erro padrdo da média. Significancia
atribuida a valor de p<0,05. O teste Tukey foi utilizado para comparar os dois grupos em cada
momento do tratamento.
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6 CONCLUSAO/CONSIDERAGOES FINAIS

Os métodos de extracdo de biocompostos de interesse como os carotenoides bixina e
norbixina mostraram-se eficientes, através das técnicas de caracterizagdo por
espectrofotometria e CLAE.

A amostra extraida por Etanol a 50°C apresentou rendimento (7,69 g) e teor de
porcentagem de bixina (57,5%) considerados os mais adequados para realizagdo das analises
de atividade biologica, pois em relagdo aos demais extratos, apresentou o tempo de retencao de
bixina pela técnica CLAE mais proxima ao padrao.

Observou-se viabilidade acima de 80% apo6s tratamento de células HaCat (queratindcitos)
¢ fibroblastos, em ambas as diluigdes com etanol e DMSO, com a exce¢do da concentragdo
mais alta de 80 pg/mL. Desta forma, a concentrag@o que apresentou maior indice de viabilidade
celular (10 pg/mL) foi empregada para realiza¢do do ensaio de migragdo celular a fim de se
avaliar o potencial de regeneracdo celular. Foram realizados dois ensaios para avaliacdo da
atividade antioxidante do extrato de urucum puro. No primeiro ensaio com RPE, ndo foi
possivel averiguar atividade antioxidante, uma vez que os valores de oxidacdo da molécula de
CMH foram muito baixos. Com isso, optou-se realizar o ensaio por DPPH. Neste teste, foi
confirmado que em 30 minutos as concentragdes de 10 e 100ug/mL de extrato apresentaram
uma porcentagem de atividade antioxidante em torno de 50%, comparado ao controle (acido
ascorbico), que foi de 97%. As técnicas de extracdo e caracterizacdo das sementes de urucum
foram empregadas para analisar a presenca das moléculas de bixina e norbixina de interesse.
Em seguida, realizaram-se testes in vifro do extrato para determinar a concentragdo
biologicamente ndo tdxica em culturas de queratindcitos e fibroblastos, células presentes na
epiderme. Uma vez que a meta € incorporar esses compostos bioativos no curativo Rapha para
o tratamento de ulceras diabéticas, os resultados indicaram que o composto € biocompativel e
apresenta propriedades antioxidantes. Essas propriedades antioxidantes sdo particularmente
relevantes, pois contribuem para a redu¢do do processo inflamatdério em feridas cronicas.
Novos testes, como a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria e antioxidante dos extratos de
urucum, serao necessarios para confirmar suas demais atividades terapé€uticas e potenciais

aplicacdes clinicas no futuro.
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