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Resumo

O olho de boi (Dioclea grandiflora) € uma planta encontrada no cerrado e na caatinga do
nordeste brasileiro, da familia Fabacea. Grande parte da populacdo de cidades nordestinas,
principalmente familias que tem mais acesso ao cerrado, tem utilizado as raizes e
principalmente as sementes desta planta. O objetivo do presente trabalho foi aprofundar e
verificar as informacGes passadas pela populacdo e o que se tem hoje na literatura. Nessa
perspectiva, foi necessario avaliar a atividade cicatrizante e o doseamento do teor de colageno
do extrato bruto obtido das cascas das sementes de “olho de boi” (Dioclea grandiflora) em
fibroblastos humanos de recém-nascido do sexo masculino. A proliferacdo das células ocorreu
apos o tratamento com diferentes concentracdes de extrato hidroalcodlico por 24 horas. O
método desenvolvido teve como base todos 0s experimentos passarem pelo teste de viabilidade
celular aplicando o corante azul de tripano e analise e interpretacdo em camara hemocitométrica
por microscopia, para a verificacdo da atividade cicatrizante, antioxidante e a presenca de
metabolitos secundarios na semente. Foi um método preciso e de facil execucdo. Além disso, é
importante mostrar o quanto a biodiversidade brasileira traz de beneficios e avangos para
pesquisas no setor de fitoterapia se realizados com ética e seriedade.

Palavras-chave: Atividade cicatrizante. Dioclea grandiflora. Corante azul de tripano.

Dioclea grandiflora extract (bullseye) on the healing process
Abstract

The “olho de boi” (Dioclea grandiflora) is a plant found in the cerrado and catinga of
northeast Brazil, of the Fabacea family. Most of the population of northeastern cities, mainly
families that have more access to the cerrado, have used the roots and mainly the seeds of this
plant. The objective of the present work was to deepen and verify the information passed by the
population and what is today in the literature. In this perspective, it was to evaluate the
cicatrizant effect and the determination of the collagen content of the crude extract from the
bark of the “olho de boi” (Dioclea grandiflora) seeds in human newborn male fibroblasts. Cell
proliferation occurred after treatment with different concentrations of hydroalcoholic extract
for 24 hours. The method developed was based on all the experiments passed through the cell
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viability test using trypan blue dye, analysis, and interpretation in hemocytometric chamber by
microscopy. It was a precise and easy-to-execute method. In addition, it is important to show
how Brazilian biodiversity brings benefits and advances to research in the phytotherapy sector
with ethics and seriousness

Key-words: Cicatrizant effect. Collagen. Dioclea grandiflora. Trypan blue dye.

Hemocytometric chambre.
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1 INTRODUCAO

O processo natural de cicatrizagdo do corpo inicia-se ap6s uma lesdo com eventos bioquimicos
para reparar o dano causado. Tais eventos sdo diferenciados em algumas fases que
desencadeiam mediadores bioquimicos responsaveis por algumas funcées especificas. (LIMA
et al., 2012). Sua fase inicial, homeostasia, ocorre logo ap6s o ferimento com a atividade
plaquetéria e a cascata de coagulagdo com intuito de reduzir a perda sanguinea.

Ap6s formado o codgulo de fibrina, os mediadores do processo inflamatério recrutam
neutrofilos e macréfagos que secretam fatores bioquimicos especificos para inflamacgéo, seus
principais sao: leucocitos polimorfonucleares, macrofagos derivados de mondcitos. Na
formacdo do tecido de granulacdo, ocorre proliferacdo de fibroblastos responsaveis na
reparacdo do tecido conjuntivo e do epitélio. Com a transformacéo do fibrinogénio em fibrina,
os fibroblastos iniciam secrecdo e sinteses de componentes da matriz extracelular junto ao
crescimento dos capilares, ou seja, iniciam a formacao do tecido conjuntivo. Com a migracéo
dos queratindcitos ocorre a epitelizacdo, fase final deste processo, que tem funcéao de fechar as
superficies da lesdo. (OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Na ultima fase da cicatrizacdo ocorre o remodelamento da cicatriz, age especificamente no
colédgeno e matriz. Nesta fase 0s componentes presentes no processo, sdo transformados em
novos tecidos maduros, justamente pela diminuicdo da atividade celular e de vasos sanguineos,
levando a perda de células que estavam presentes nas etapas anteriores e aumento da sintese de
colageno (EBELING, 2014).

Ativos comuns em formulagdes cosméticas e medicamentosas contendo ativos hidratantes,
antioxidantes, peeling quimico séo utilizados como coadjuvantes no tratamento de cicatrizes.
Dentre eles podemos citar: Acido hialurdnico, Acido glicdlico, Acido lactico, Acido salicilico,
Silicium P, Vitamina C e Vitamina E. Estas substancias s&o as mais comuns e utilizadas como
potentes antioxidantes, ajudam a manter o equilibrio natural da pele, agem como redutores de
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oxigénio, impedem sua atividade oxidativa, inibem a formacdo de radicais livres ou
restringindo sua atividade através do sequestro dessas particulas instaveis (REISH, 2008).
Adicionalmente aos medicamentos convencionais, os fitoterapicos podem ser uma alternativa
interessante como coadjuvantes para beneficio em diferentes fases da cicatrizacdo de feridas.
Mais de 80% da populagdo mundial continua a depender de medicamentos tradicionais para
varias doengas de pele (SHAMUGA, 2002).

Algumas espécies vegetais podem ser utilizadas como auxilio no processo de cicatrizacdo
como: Arnica (Arnica montana L), capaz de promover a liberacdo de NO, TNF-a, IFN-y ¢ IL-
6 (MARCIA, 2006). Contudo, a planta cultivada no Brasil, ndo tem as mesmas aplicagdes do
que na Europa, pelo motivo de ter um cultivo diferente ja que sdo climas e condi¢des idénticas
ao nosso pais.; e Caléndula (Callendula officinalis) que pode ser utilizada para diversas funcoes
e diferentes formas, tanto para uso interno como externo (PLANTAMED, 2010). “Tem a¢do
cicatrizante, antisséptica, sudorifica, analgésica, colagoga, anti-inflamatoria, antiviral, ante
emética, vasodilatadora e tonificante da pele”. (HAMBURGER et al., 2003; GAZIM et al.,
2007).

A Dioclea gradiflora Mart. ex Benth., é uma planta que também pode ser utilizada no processo
de cicatrizacdo. Pertencente a familia Fabaceae € tradicional das regifes da Caatinga e do
Serrado do Nordeste do Brasil. E um cip6 vigoroso que origina um fruto que é uma vagem
rigida que abriga de trés a quatro sementes grandes conhecidas popularmente como “olho-de-
boi”, mucund e mucund-de-caro¢o. (MAXWELL, 1969).

O presente trabalho tem como objetivo analisar a acdo biolégica, os indicadores cientificos das
propriedades quimicas presente na semente, a acdo proliferativa das células, determinagdo do
teor de colageno e a atividade cicatrizante (potencial para regeneracdo cutanea) dos extratos e
fracdes obtidas da casca da semente da Dioclea grandiflora, na pele. Além disso, traz uma

analise fitoquimica da semente, a presenta de fendis totais, flavonoides e atividade antioxidante.

2 MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

O Trabalho de Conclusédo de Curso foi desenvolvido no laboratério de Biologia
Molecular e Cultura de Células da Escola de Ciéncias da Sadde da Universidade Anhembi. A
linhagem de fibroblastos CCD — 1072 Sk, que corresponde a fibroblastos humanos de recém-

nascido do sexo masculino, fornecida pela organizagdo ATCC (http://www.atcc.org), foi
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submetida ao tratamento com diferentes concentracGes de extrato bruto hidroalcodlico de
Dioclea grandiflora, encontrado em Sao Gongalo, Ipueiras — Ceara, na (Latitude UTM:
298324.27m e Longitude UTM: 9494339.55 m S) - Universal Transversa de Mercator. Ap0s
os tratamentos foram realizadas avaliacdes da viabilidade celular do composto testado frente a
linhagem CCD - 1072Sk.

Cultura celular

As células da linhagem CCD - 1072Sk foram cultivadas em meio ISCOVE’S com 10%
de soro fetal bovino, 0,292 g/l de L-glutamina, 1,0 g/l de D-glicose, 2,2 g/l de NaHCO3,
10.000U1 de Penicilina e 0,060 g/l de Estreptomicina. As células foram mantidas em frascos de
25 cm? (1 x 105 cells/mL) em estufa umida com atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C. Em todos
0s experimentos as culturas de fibroblastos foram submetidas ao teste de viabilidade celular
utilizando o corante azul de tripano e foi realizada a leitura em cdmara hemocitometrica por
microscopia éptica. Todos os experimentos descritos foram realizados quando a viabilidade

celular for igual ou superior a 95%.

Avaliacdo da citotoxicidade (determinagdo do 1C50)

A citotoxicidade do extrato bruto hidroalcodlico de Dioclea grandiflora foi realizada
pelo método de incorporacdo do corante azul de tripano, onde ap6s 24, 48 e 72 horas de
incubacdo com concentracdes de 1 a 5 mg/ml do extrato e controles positivos utilizando acido
ascorbico, o conteudo de cada poco das culturas de fibroblastos foram recolhidos em tubos de
15 mL, e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos. Os pellets foram ressuspendidos em 1 mL
de meio ISCOVE'S. Apds isso, as solucdes de células foram diluidas (1:2) em corante de azul
de tripano e a contagem das células viaveis e invidveis foram realizadas em camara
hematocitométrica por microscopia Optica. A soma da contagem de células totais (viaveis e
inviaveis de cada poco) foram consideradas como 100% de células, sendo realizados os calculos
para verificar as porcentagens correspondentes as células viaveis e as invidveis analisadas no

experimento.

Ensaios de redu¢cdo MTT a formazan.
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O teste de reducdo MTT ([3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazélio)
foi usado com grande sucesso para estimar o nimero de células viaveis em um screening inicial
de farmacos. Sua interpretacdo serviu de indicativo da atividade metabdlica celular, e o local
de ocorréncia das reac6es redox incluiu tanto mitocondrias como o citosol. A reducéo do sal de
MTT a formazan foi realizada principalmente pela enzima succinato-desidrogenase, e resultou
em cristais de formazan insolUveis na cor violeta. A intensidade da coloragdo foi utilizada para
medir a atividade mitocondrial e consequentemente a viabilidade celular (MOSMANN et al.,
1983). Assim, as células tratadas com diferentes concentrac@es de extrato bruto hidroalcodlico
de Dioclea grandiflora e na concentra¢do 5x104 células por poco, foram adicionados 10ul da
solucdo de MTT 5mg/ml (Sigma-Aldrich) em cada poco. Apds 4 horas, a placa foi centrifugada,
0 sobrenadante de cada poco descartado e o pellet com os cristais formado no fundo da placa
dissolvido com 100uL de etanol puro e em seguida homogeneizado em agitador de placas por
15 minutos. A densidade Optica foi medida pelo leitor de microplacas (FlexStation® 3
multimode benchtop reader) em 540 nm.

Sirius Red - quantificacdo de colageno

As células foram cultivadas e tratadas conforme descrito anteriormente. Apos cultivo, o
meio foi retirado e os pogos lavados trés vezes com PBS 0,1M. Foram adicionados 100 pL de
Fluido de Bouin (&cido picrico, formaldeido e &cido acético glacial) para fixacdo durante 1 h.
As amostras foram lavadas com PBS, em seguida, adicionado o corante Sirius Red. Ap6s o
tempo de 1 h, foi removido o méximo do corante e procedendo-se a lavagem com 150 pL de
solucdo de acido hidroclérico 0,01M por 30 seg para remocgéao do corante que nao se ligou ao
colageno. Em seguida, o corante foi retirado das camadas celulares com a adi¢do de solucéo de
NaOH 0,1M durante 30 min. Aliquotas de 100 pL das solugdes contidas nos pogos foram
transferidas para uma nova placa. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas Elx-
800-UV (Bio-Tek Instruments, EUA) a 570 nm.

Andlises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + EPM (erro padrdo da media). Os
resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica por analise de variancia (ANOVA) de

uma via, seguido de teste a posteriori de Tukey. As semi-quantificagbes foram analisadas por
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test t de Student. Valores de P<0,05 foram considerados significativamente diferentes. As
andlises foram realizadas no programa GraphPad Prism verséo 5.0.

3 RESULTADOS

De acordo com os testes de viabilidade celular com utilizacdo de corante azul de tripano
passando por leitura em cémara hemocitométrica, todos experimentos com cultura de
fibroblastos obtiveram resultados iguais ou superiores a 95% (controle), ou seja, resultados
positivos para o extrato da Dioclea. Na proliferagdo MTT dos fibroblastos, foram obtidos
resultados semelhantes aos de viabilidade, consequentemente os resultados demonstraram a
reducdo de MTT a formazan. Com ultimo teste em fibroblastos o teor de colageno ndo obteve
concentracdo significativa para confirmacéo e liberacdo do resultado. Em analise fitoquimica
ficou comprovada, no teste de DPPH, a acdo cicatrizante e antioxidante pela presenca de
flavonoides.

Os resultados da acdo bioldgica obtidos pelas técnicas de proliferacdo mostraram que 0
extrato hidroalcodlico de olho de boi foi capaz de aumentar o percentual de células apos
tratamento com diferentes concentracdes, por 24 horas (figuras 1 e 2). Neste sentido, o teste de
incorporacdo do azul de tripano permite detectar células invidveis, que incorporam o corante
por apresentarem danos na membrana corando-se em azul; enquanto que as células viaveis, por
apresentarem membrana integra, blogueiam a passagem do corante. Assim, ap0s o tratamento
com diferentes volumes de 6leos essenciais de cravo, canela, orégano e tomilho, observou-se
proliferacdo dos fibroblastos testados. A figura 1 mostra a representacao grafica desse resultado
e ainda indica que o extrato hidroalcodlico de olho de boi apresentou maior percentual de

proliferacdo se comparado ao controle (células sem tratamento).

Figura 1
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Figura 1: Percentual de viabilidade celular pela técnica de azul de tripano em linhagem de fibroblastos humanos
CCD1072Sk tratadas com diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico de olho de boi por 24 horas. Antes
do inicio dos testes, as células foram carenciadas de soro fetal bovino. (*) P<0,05), significativo em relacdo ao
grupo controle (ndo-tratado), ANOVA, Tukey, GraphPad Prism v5.0.

Jaem relacdo ao teste de proliferacdo MTT, método que consiste em medir a viabilidade
celular pela atividade enzimatica mitocondrial das células vivas, a proliferacao dos fibroblastos
testados, também foi observada, principalmente ao analisarmos a concentracéo de 15% (Figura
2). Pequenas variacGes em relacdo ao teste de azul de tripano poderiam ser justificadas pelo
principio dos métodos, uma vez que no teste de MTT, mesmo com a célula estando inviavel,

podemos ter elementos capazes de reduzir o MTT a formazan.

Figura 2
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Figura 2: Percentual de viabilidade celular pela técnica de redug¢do do MTT em linhagem de fibroblastos humanos
CCD1072Sk tratadas com diferentes concentragfes do extrato hidroalcoolico de olho de boi por 24 horas. (*)

P<0,05), significativo em relacdo ao grupo controle (ndo-tratado), ANOVA, Tukey, GraphPad Prism v5.0.

Por fim, em relacdo & quantificacdo do coladgeno total produzido pela linhagem de
fibroblastos CCD-1072SK foi realizada pelo teste de incorporacéo do corante &cido Sirius Red.

Os resultados mostraram que a exposicdo dos fibroblastos a diferentes volumes do extrato
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hidroalcodlico de olho de boi, foi capaz de aumentar o conteldo de colageno total nos
fibroblastos, embora, neste caso, nenhuma concentracdo testada aumentou de modo

estatisticamente significativo (figura 3).

Figura 3
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Figura 3: Teor de coldgeno total pelo método sirius red em linhagem de fibroblastos humanos CCD1072Sk
tratadas com diferentes concentracfes do extrato hidroalcodlico de olho de boi por 24 horas. (*) P<0,05),

significativo em relagéo ao grupo controle (ndo-tratado), ANOVA, Tukey, GraphPad Prism v5.0.

A analise fitoquimica foi avaliada pelos seguintes métodos:

Sélidos e SolUveis

Tabela 1.
Tabela 1. Célculo de solidos e
solGveis
Valor real (grama) |(mL)
1,26667 |1
0,972 X
1,2312
X= g/ml
Fenois Totais
Revinter, v. 12, n. 03, p. 05-17, out. 2019. Padgina
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O extrato foi usado com uma diluicdo de 1:10 em &gua. Em um recipiente de 3 mL foi
adicionado 200uL desta solucéo diluida em 1400uL de &gua.

Foi adicionado 160uL da solucdo de Sddio Carbonato-Tartarato e em seguida 240uL de Folin-
Ciocalteu (Merck®), a amostra foi agitada por alguns segundos e incubada na auséncia de luz
por 2 horas em temperatura ambiente.

A amostra foi agitada por alguns segundos, novamente, e foi medida a absorbancia em um
comprimento de onda de 760nm (Cary-50 spectrophotometer, Varian-Inc, USA).

A quantidade total de fendis (em mg/mL) é dada usando a equacéo linear do acido galico. O
procedimento foi feito em triplicata representado pela Tabela 2.

Tabela 2.

Tabela 2. Resultados de fendis totais em triplicata utilizando equacdo linear do acido
galico.

No extrato Na droga vegetal
Meédia (m/V) | Desvio Coeflc_lenNte de Media Desvio Coeflc.len:[e de
variagao (9/1009) variacao
0,00611 0,00007 1,1248 0,4966 0,0056 1,1248

Flavonoides

O extrato foi usado com uma diluicdo de 1:5 em metanol. No mesmo recipiente de 3mL foi
adicionado 100uL do extrato diluido em 1500uL de Metanol.

Em seguida foi adicionado 400uL de Cloreto de Aluminio em uma concentragdo de 5% e
agitada por alguns segundos. A solucédo foi incubada por 30 minutos na auséncia de luz em
temperatura ambiente.

A amostra foi agitada, novamente, por alguns segundos e foi medida a absorbancia em um
comprimento de onda de 425nm.

A quantidade de flavonoides (em mg/mL) foi determinada usando a equacdo linear da
quercetina. O procedimento foi realizado em triplicata representado na Tabela 3.
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Tabela 3

Tabela 3. Resultados de fendis totais em triplicata utilizando equacdo linear do &cido
galico.

No extrato Na droga vegetal
Média Desvio Coeficiente de Média Desvio Coeficiente de
(m/V) variacao (9/1009) variacao
0,00588 | 0,00045 7,6955 0,4035 0,0311 7,6955

Atividade Antioxidante (DPPH)

A atividade do extrato de olho de boi contra os radicais livres foi realizada usando o DPPH
(1,1-diphenyl- 2-picrylhydrazyl radical). A atividade de captura dos radicais livres do DPPH
pelos compostos fendlicos foi avaliada seguindo os métodos de Brand-Willians et al. (1995)
com algumas modificagdes.

O extrato foi diluido para que a concentragdo de sélidos e sollveis se igualasse a 0,1%. Com o
extrato na concentragéo ideal, foi feita uma curva de decaimento dos radicais livres, em que a
Abs inicial = 0,7300 (aproximadamente).

A curva foi feita com onze recipientes de 3mL com o aumento gradativo de 40uL de extrato a
0,1%, ou seja, 0 primeiro recipiente possuia 1000uL de etanol e OuL de extrato, o segundo,
960uL de etanol e 40uL de extrato, e assim sucessivamente.

Apo6s o preparo dos recipientes, foi adicionado 1000uL de DPPH em cada um deles com a
diferenca de 1 minuto por recipiente, e incubado por 30 minutos em temperatura ambiente na
auséncia de luz.

O Decaimento da absorbancia foi medido em 517nm, e a CE50 (Metade da Concentracéao
Inibitéria Maxima) foi calculada com uma regressdo nao linear por plotagem de Log
(concentracdo) versus a porcentagem de inibicdo com Graph Pad Prism 6 representado na
Tabela 4.

Tabela 4

Tabela 4. Anéalise de DPPH utilizando calculo com uma regressao nao linear por
plotagem de Log (concentracdo) versus a porcentagem de inibicdo com Graph Pad
Prism 6 para estabelecer a concentracdo de absorbancia contra inibicdo do agente
utilizado na acdo antioxidante.

Concentracéo Concentracéao . ~
) Desvio Padréo
(Hg/mL) (%)
Revinter, v. 12, n. 03, p. 05-17, out. 2019. Padgina

14 | 17



0 100 0

20 95,18 0,1689

40 83,03 0,5206

60 72,73 0,2607

80 63,62 2,1331

100 51,12 0,3613

120 36,65 0,2659

140 34,56 0,3979

160 21,28 0,0242

X =CE50 = 103,59 microgramas/mL

Anélise de DPPH
120 y =-0,5093x + 102,76
R?=10,9916
e 95,18
E 80 ‘ 83,03
3 60 72,73
9 40 51,12 :
S 36,65 ~~
- y 34,56 ;
20 21,28
0
0 20 40 60 100 120 140 160

Concentragdo (ug/ml.)

Gréfico representativo da analise de DPPH demonstrando as variac@es de regressdao da
porcentagem em relacdo a concentracdo de absorbancia de antioxidadente em
microgramas/mL.

Cromatografia (HPLC)

Condicdes Cromatograficas: HPLC LaChrom série L7100 com detector de rede diodos série

L7455 da Merck e Hitachi (Alemanha).

Coluna C18 Lichrocart 125-4mm, 5 micrometros, solvente A agua acidificada com ac. Formico
a 5% e solvente B metanol.
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O volume de injecdo foi de 120 pl, detecgdo em 320 nm, consistindo de um gradiente iniciando-
se com 100% de A, 5 minutos 80% de A, 21minutos 70% de A e 34 minutos 100% de A, o
fluxo é 0,8ml/minuto, tempo de corrida 45 minutos representado na tabela 5.

Tabela 5
Tabela 5. Andlise de Cromatografia
Analized: 09/18/18 01:48 PM | Reported: 09/18/18 03:54
PM
System Name: Sistema 1
Proc. Method: Proj4ervasNOV2010
Application: Métodos 2009 Series: 1208
Vial Number: 4 Sample Name: Olho de Boi
Vial Type: UNK Volume: 100,0 L
Injetion from lofl Sample Description:
vial:
Channel 1

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 320nm

0.8

0,6

02

Absorbance { AL)

0,0

Retention Time (min)

Grafico representativo na analise de cromatografia utilizando o método de HPLC
demonstrando a concentracdo de absorbancia em relacdo ao tempo de andlise deste

método.
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4 CONCLUSAO

Podemos concluir que, a partir das concentracOes testadas, o extrato de olho de boi foi capaz de
aumentar a proliferacdo dos fibroblastos testados, quando comparados as células do grupo
controle (células ndo tratadas). Além disso, no teste de DPPH, mesmo resultando em uma
quantidade ndo muito grande de flavonoides, a mesma foi muito significativa, pois justificou a
atividade cicatrizante e antioxidante da semente. Futuros trabalhos deverao ser conduzidos para
elucidar o real mecanismo proliferativo deste extrato, bem correlacionar sua acdo proliferativa

a um ou mais metabolitos secundarios que possam estar presentes no referido extrato.
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