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Crosslinking de colageno por extratos vegetais aquosos em corneas de suinos

RESUMO
Ceratocone é uma doenca progressiva que afeta a qualidade de vida dos pacientes, produzindo
alteracbes na curvatura da cornea, causando astigmatismo irregular e piora da qualidade de
visdo. O crosslinking de colageno da cornea, promovido pela riboflavina estimulada por luz
ultravioleta A, aumenta a forca biomecanica e resisténcia da cornea, sendo a intervencéo atual
que bloqueia efetivamente a progressdo da doenca. Suas limitacOes e efeitos colaterais, que
estdo principalmente relacionados a imprevisibilidade anatbmica e exposicao a radiagéo, sdo o
motivo da busca por novos agentes reticuladores. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a eficacia de cinco extratos aquosos de vegetais: polpa do acai (Euterpe oleracea);
semente de uva (Vitis labrusca); casca de canela (Cinnamomum aromaticum); casca de
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens); e semente de cacau (Theobroma cacao), como
indutores de crosslinking em cdrnea de suinos, visando uma possibilidade de tratamento
alternativo para o ceratocone. Considerando que o aumento das ligacbes cruzadas entre as
fibrilas de colageno leva ao aumento na temperatura e entalpia de desnaturagcdo dos materiais,
a efetividade foi testada utilizando a calorimetria exploratéria diferencial. Para esse estudo, as
corneas suinas foram divididas em sete grupos: controle negativo, constituido por amostras de
coérneas ndo tratadas; controle positivo, onde as corneas foram tratadas com riboflavina 0,1%
fotoestimulada com radiagéo ultravioleta A, conforme protocolo padréo; e cinco experimentais,
onde as amostras foram submetidas ao tratamento com o respectivo extrato aquoso a 4% por 2
horas. ApOs tratadas, as cdrneas dos sete grupos foram avaliadas quanto ao perfil de
desnaturacdo térmica e alteracBes histologicas; e 0s extratos passaram por andlise de
composi¢do quimica. Foi verificado que os valores de temperatura e entalpia de desnaturacéo
de quatro grupos de cdrneas reticuladas aumentaram significativamente em relagdo ao controle
negativo, sendo o grupo tratado com riboflavina, e com os extratos aquosos da casca de
barbatiméo e da semente de uva e de cacau. Ainda, 0s grupos destes trés extratos apresentaram
temperaturas equivalentes as corneas tratadas com o protocolo padréo, e apresentaram maiores
teores de taninos em sua composigédo entre 0s grupos estudados. Nenhum dos extratos causou
alteraces histoldgicas significativas, havendo reducéo significativa da contagem de ceratocitos
apenas no grupo controle positivo, efeito colateral ja conhecido do crosslinking padrdo. Assim,
conclui-se que 0s extratos aquosos da casca do barbatimé&o e da semente de uva e cacau, foram

eficazes em promover crosslinking de colageno nas corneas suinas de forma semelhante ao



tratamento convencional, o que possivelmente relaciona-se com 0s taninos presentes em sua
composicdo. Entretanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para identificar as
moléculas presentes nestes extratos que foram responsaveis por este efeito, sendo alternativas

promissoras de tratamento para o ceratocone.

Palavras-chave: Ceratocone. Crosslinking corneano. Extratos vegetais. Calorimetria

Exploratoria Diferencial.



Collagen crosslinking by aqueous plant extracts in porcine corneas

ABSTRACT
Keratoconus is a progressive disease that affects patients' quality of life, causing changes in
corneal curvature, resulting in irregular astigmatism and deterioration of vision quality. Corneal
collagen crosslinking, promoted by riboflavin stimulated by ultraviolet A light, increases the
biomechanical strength and resistance of the cornea, being the current intervention that
effectively blocks the progression of the disease. The limitations and side effects, primarily
associated with anatomical unpredictability and exposure to radiation, are driving the search for
new cross-linking agents. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effectiveness
of five aqueous vegetable extracts: agai pulp (Euterpe oleracea); grape seeds (Vitis labrusca);
cinnamon bark (Cinnamomum aromaticum); barbatim&o bark (Stryphnodendron adstringens);
and cocoa beans (Theobroma cacao), as crosslinking inducers in pig corneas, aiming at a
possible alternative treatment for keratoconus. Considering that the increase in crosslinks
among collagen fibrils leads to an increase in the temperature and enthalpy of denaturation of
the materials, the effectiveness was tested using differential scanning calorimetry. For this
study, porcine corneas were divided into seven groups: negative control, consisting of untreated
cornea samples; positive control, where the corneas were treated with 0.1% riboflavin
photostimulated with ultraviolet A radiation, according to the standard protocol; and five
experimental, where the samples were subjected to treatment with the respective 4% aqueous
extract for 2 hours. After being treated, the corneas from the seven groups were evaluated for
their thermal denaturation profile and histological changes; and the extracts underwent
chemical composition analysis It was verified that the denaturation temperature and enthalpy
values of four crosslinked cornea groups significantly increased compared to the negative
control, with the group treated with riboflavin, as well as those treated with aqueous extracts of
barbatimao peel, grape seeds and cocoa beans. Furthermore, the groups of these three extracts
presented temperatures equivalent to the corneas treated with the standard protocol and had
higher levels of tannins in their composition analysis among the groups studied. None of the
extracts caused significant histological changes, with a significant reduction in keratocyte
counts only in the positive control group, a known side effect of standard crosslinking. Thus, it
is concluded that the aqueous extracts of barbatiméo peel, grape seeds and cocoa beans were
effective in promoting collagen crosslinking in porcine corneas similarly to conventional

treatment, which possibly relates to the tannins present in their composition. However, further



studies are needed to identify the molecules present in these extracts that were responsible for
this effect, being promising alternative treatment options for keratoconus.

Keywords: Keratoconus. Corneal crosslinking. Plant extracts. Differential Scanning

Calorimetry.
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1 INTRODUCAO

A cdrnea é um tecido ocular transparente e avascular localizado na por¢édo anterior do
globo ocular, com funcgdes refrativas e mecanicas. Divide-se em camadas, sendo o estroma a de
espessura mais significativa. Suas células sdo denominadas ceratdcitos, e as principais
biomoléculas presentes sdo as fibrilas de coldgeno e os proteoglicanos (BERSANETTI et al.,
2019).

As propriedades fisico-quimicas e biomecanicas corneanas estdo principalmente
relacionadas com a composicdo e organizacdo das fibrilas de colageno, as quais s&o
estabilizadas por liga¢des cruzadas intermoleculares covalentes, fornecendo resisténcia a tracao
e bioestabilidade (DANILOV et al., 2008). Na doenca conhecida como ceratocone, estas
propriedades sdo afetadas, causando reducao de sua rigidez e alterando a curvatura da cornea,
a qual assume um formato conico, que gera alta miopia e astigmatismo irregular, com perda da
qualidade de visdo (BERSANETTI et al., 2019; DA CRUZ et al., 2018; RABINOWITZ, 1998;
ROMERO-JIMENEZ et al., 2010).

O crosslinking de colageno da cornea (CXL), descrito inicialmente por Wollensak,
Spoerl, e Seiler (2003a), é o Unico tratamento disponivel na oftalmologia que visa desacelerar
ou interromper a progressdo da doengca (WOLLENSAK et al., 2003a). O procedimento
convencional (protocolo de Dresden) combina uma substancia fotorreagente (riboflavina) e luz
ultravioleta A (UVA), em reacdo fotoquimica que leva a inducdo de ligagdes covalentes
(crosslinking) entre as fibrilas de colageno no estroma corneano, aumentando assim a
estabilidade mecénica e bioquimica das corneas tratadas (DHAWAN et al., 2011; ROMERO-
JIMENEZ et al., 2010; SANTHIAGO, 2017; ZEITOUNE et al., 2020). Embora o CXL
apresente resultados positivos, possui ainda limitacdes relacionadas a exposi¢cdo a luz UVA,
potencialmente citotdxica e mutagénica (O’BRART, 2017), causando danos no plexo nervoso
subepitelial, ceratdcitos e endotélio (ZARE et al., 2016), ndo sendo recomendado se a
paquimetria for menor que 400 micra (WOLLENSAK et al., 2003b).

Dessa forma, agentes reticuladores naturais que ndo necessitem de estimulagdo da luz
tém sido testados com o objetivo de enrijecimento da cornea como alternativa ao protocolo
padrédo. As proantocianidinas, por exemplo, compostos polifendlicos também conhecidos como
taninos condensados, exibem potencial para gerar estruturas estaveis com ligagdes de
hidrogénio. Estudos de extratos vegetais ricos em proantocianidinas ja foram conduzidos com
0 acai e a casca do barbatiméo, apresentando resultados promissores (BERSANETTI et al.,
2017, 2019, 2023; DA CRUZ et al., 2018; ZEITOUNE et al., 2020).
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Na existéncia de outros produtos vegetais com teores mais elevados de
proantocianidinas, como semente de cacau, casca de canela e semente de uva (BHAGWAT,
HAYTOWITZ, 2015), no presente estudo, seus extratos foram somados aos da polpa do acai
e da casca do barbatimdo, e ao tratamento convencional, para tratamento de cdérneas suinas,
visando seu enrijecimento e futuras aplicagcbes no tratamento do ceratocone. A efetividade
como indutores de crosslinking foi verificada através da calorimetria exploratdria diferencial,
visto que o aumento do nimero de ligacdes cruzadas gerada pelos compostos levara a maior
estabilizacdo da estrutura de colageno, com consequente aumento da temperatura e entalpia de
desnaturacdo (BERSANETTI et al., 2023).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cornea

O olho é um dos 6rgdos mais complexos do corpo humano e sua principal funcéo é
converter a luz em sinais elétricos para processamento neural. Embora todas as estruturas sejam
importantes, a cornea fornece a maior parte do poder refrativo olho e, portanto, desempenha
um papel significativo na formagdo da imagem (AMBEKAR et al., 2011).

A cdrnea € um tecido ocular transparente e avascular, altamente estruturado, localizado
na porc¢ao anterior do globo ocular, unida a esclera pelo limbo, juntas compondo a tdnica fibrosa
do olho (Figura 1). Sua forma € de um menisco eliptico, maior no eixo horizontal
(11a 12,5 mm) e com o vertical mais curto (10 a 11,5 mm). A espessura da cornea aumenta do
centro (em média 0,52 mm) em direcdo a periferia, até atingir 0,7 mm no limbo (VIEIRA,;
HOFLING-LIMA, 2013). O formato da cornea é prolado, sendo mais plana na periferia e mais

curva na regido central, o que a torna asférica (FARAJO et al., 2011).

Figura 1: Anatomia da tlnica fibrosa do olho.

XEsclera

Fonte: Adaptado de https://www.allaboutvision.com/pt-br/anatomia-ocular/iris-uvea-coroidal/ por Sara Vanessa
Braatz de Almeida, 2023.
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2.1.1 Histologia
A cbrnea é composta por 5 camadas, do lado anterior ao lado posterior, ha o epitélio,

a camada de Bowman, o estroma, a membrana de Descemet e o endotélio (TIDU et al., 2020).

FFrET oo
- :'}; Camada de Bowman

- < L Estroma

- — - = 3 - Membrana de Descemet
T e Ry

— Endotélio

Fonte: Adaptado pelo autor de Sorenson; Brelje (2023)

O epitélio da cornea tem cerca de 50 um de espessura e ¢ constituido por epitélio
escamoso estratificado ndo queratinizado, com 5 a 7 camadas de células, sendo uma basal, e
duas a trés aladas e superficiais. Ocorre constante processo de diferenciacdo das células
epiteliais basais, formando as superficiais em um periodo de 7 a 14 dias. As células basais
secretam a membrana basal, com 50 nm de espessura, composta principalmente de coladgeno
tipo IV (SRIDHAR, 2018; VIEIRA; HOFLING-LIMA, 2013).

A membrana de Bowman situa-se imediatamente anterior ao estroma e ndo é uma
membrana verdadeira, € um condensado acelular de colageno (Tipo | e V) e proteoglicanos.
Sua estrutura possui 12 um e ajuda a cérnea a manter sua forma. Nao tem capacidade
regenerativa, portanto, quando ferida, pode resultar em cicatriz (SRIDHAR, 2018).

O estroma representa 70% do peso da cérnea desidratada e € composto pela matriz
extracelular, ceratocitos e fibras nervosas. O componente celular ocupa 2-3% do volume. A
matriz extracelular € composta por colageno e proteoglicanos. O colageno € primariamente do
tipo I, e em menor quantidade dos tipos Il, V e VI, sendo produzidos pelos ceratocitos
(DANTAS, 2013a; VIEIRA; HOFLING-LIMA, 2013).

Os ceratdcitos sdo uma populacédo unica de células que povoam o estroma da cornea.
Sdo mitoticamente quiescentes, exibem uma morfologia dendritica com extensos contatos
intercelulares e jungdes comunicantes. Organizados como redes entre as lamelas estromais com
pequenos corpos celulares compactos, minimizam a dispersdo da luz. Sdo essenciais para o

desenvolvimento e manutencdo das propriedades Unicas do estroma, pois sintetizam
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componentes da matriz estromal, ou seja, colagenos e proteoglicanos, que substituem a matriz
extracelular rica em hialuronato/agua pela matriz extracelular fibrilar colagenosa densamente
compactada (ESPANA; BIRK, 2020).

O colageno tem uma estrutura caracteristica que consiste em trés cadeias de
amino&cidos que se unem em espirais para formarem uma hélice tripla. Existem cerca de 20
espécies de cadeias alfa, que variam de acordo com os tipos de coldgeno. A molécula de
colageno tipo | possui duas cadeias alfa 1 e uma cadeia alfa 2. Essas cadeias peptidicas se
enrolam e estdo unidas entre si por pontes de hidrogénio. As moléculas individuais formam
ligagdes naturais criando longos agrupamentos de moléculas paralelas, que sdo as fibrilas de
colageno (Figura 2) (DANTAS, 2013a).

O arranjo fibrilar de moléculas de coladgeno serve de substrato para a lisil-oxidase,
enzima que desmina oxidativamente alguns residuos lisil e hidroxilisil do colageno, gerando
aldeidos reativos (alisina e hidroxilisil) que se condensam com outros do mesmo tipo nas
moléculas de coldgeno vizinhas, gerando ligagdes covalentes cruzadas (Figura 3). Estas, séo
essenciais para a resisténcia do tecido. Portanto, qualquer mutacdo que interfira com a
capacidade do colageno de formar ligaces cruzadas entre as fibrilas, afetara sua estabilidade
(DANTAS, 2013a).

Figura 3- Agdo da lisil-oxidase nas fibrilas de coldgeno
S TSRS "X, _TISBREZRII]I
SRRSO "NBETRSERIRESES. OSBRSS

Fibra colagena do tipo I ~ "N\2SSTREZRRIEISK.  _TSIRSTSTRSTIS

Formagao de interliga@@esl Lisil oxidase

Fonte: Adaptado de Dantas (2013a, p. 462)

Figura 4- LigacOes covalentes cruzadas, em detalhe

Fonte: Adaptado de Dantas (2013a, p. 460)
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Entre as fibras coldgenas s&o encontrados varios glicosaminoglicanos, sendo o mais
frequente o queratan sulfato (65%), que apresentam capacidade de reter 4gua. O lumican,
associado ao queratan sulfato, e decorin com o dermatan sulfato, sdo o0s principais
proteoglicanos estromais (VIEIRA; HOFLING-LIMA, 2013). O volume ocupado pelos
glicosaminoglicanos nos proteoglicanos em torno das fibrilas de colageno depende em grande
parte do contetdo de agua na matriz, que precisa ser mantido em limites bem estreitos para
manter o espacamento regular e constante, ideal para a transparéncia (DANTAS, 2013a).

Desta forma, o estroma da cornea tem um arranjo altamente organizado de fibrilas de
colageno de pequeno didmetro que sdo separadas por uma matriz de proteoglicanos que mantém
o0 espacamento interfibrilar uniforme (KOTECHA, 2007). Essas fibrilas sdo ainda organizadas
em feixes planos, ou lamelas. Em torno de 300-500 lamelas, que séo geralmente paralelos a
superficie da cornea e sdo 0s principais responsaveis pelas propriedades mecanicas de tracao
na cornea (RUBERTI; ZIESKE, 2008). As lamelas variam em nimero ao longo da superficie
da cornea, de aproximadamente 300 centralmente para 500 no limbo. As lamelas do estroma
anterior correm obliqguamente e aleatoriamente através da cdrnea. Em contraste, as lamelas
posteriores sdo mais espessas, mais largas e tém um arranjo limbo a limbo mais ordenado
(KOTECHA, 2007).

A lamina de Descemet é uma matriz interfacial que integra o estroma posterior com a
membrana basal endotelial da cornea. Formada na vida fetal, as células endoteliais adicionam
continuamente material, tornando-a mais espessa com o envelhecimento (ESPANA; BIRK,
2020). Dessa forma, apresenta ao nascimento uma espessura de 3 a 4 um €, no adulto, de 10 a
12 um; e estd composta de duas camadas diferentes: uma superficial, ao nivel do terco anterior,
proxima da substancia prépria, que corresponde a lamina limitante posterior embrionaria; e
outra camada, profunda e posterior, é secretada pelas células endoteliais apds o nascimento
(DANTAS, 2013b). E homogénea, altamente retratil, flexivel, elastica (DANTAS, 2013b) e
acelular, composta por redes hexagonais de colageno VIII bem como IV e XII (ESPANA;
BIRK, 2020).

O endotélio ¢ uma estrutura de camada inica com 5 um de espessura. As células sao
hexagonais, interdigitadas, e dispostas em padréo de mosaico ou favo de mel. S&o ativas em
metabolismo e secrecdo, funcionando adequadamente, ajudam a manter a hidratagdo corneana
em 78%, gracas a uma bomba endotelial que regula o conteudo de agua (SRIDHAR, 2018;
VIEIRA; HOFLING-LIMA, 2013). A bomba endotelial é controlada por enzimas
(NaK-ATPase) localizadas na membrana lateral das células endoteliais, chegando a existir
aproximadamente 3 milhdes de sitios por célula (VIEIRA; HOFLING-LIMA, 2013).
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As células endoteliais ndo proliferam in vivo em humanos. A densidade de células
endoteliais no nascimento é de 3500 células/mm? e diminui em média aproximadamente 0.6%
ao ano em cdrneas normais ao longo da vida adulta, situando-se em torno de 1400 a 2500
células/s/mm? na idade adulta. Quando existe perda endotelial, ocorre um deslizamento das
células vizinhas na tentativa de recompor o espaco (DANTAS, 2013a; SRIDHAR, 2018).

2.1.2 Funcdes

A cérnea fornece trés atributos funcionais fundamentais para o sistema optico ocular:
protecdo, refracdo e transmissao da luz (RUBERT]I; ZIESKE, 2008).

-Refracdo: A cornea contribui com 74% do poder didptrico do olho (43,25 dioptrias),
de um total de 58,60 D, e a maior parte desse grau encontra-se na superficie ar-lagrima (+44D),
lagrima cornea (+5D) e cornea humor-aquoso (-6D)(DANTAS, 2013a). Configura, portanto, o
principal componente refrativo ocular, permitindo a convergéncia da luz na parte central da
retina (TIDU et al., 2020).

-Protecdo: A protecdo de transporte, se da através das estreitas juncdes das células
escamosas superficiais, formando uma barreira para substancias quimicas deletérias e
patdgenos; e a protecdo mecanica ao contetdo intraocular é fornecida pelas propriedades de
tracdo da matriz extracelular estromal, permitindo a sobrevivéncia a impactos traumaticos
significativos sem ruptura (RUBERT]I; ZIESKE, 2008).

-Transmissdo: A transmissdo da luz é critica para a funcéo do tecido e sua eficiéncia
esta relacionada a sua transparéncia, que, por sua vez, depende da regularidade da superficie
epitelial, da disposi¢do regular das estruturas celulares e extracelulares estromais, da
conformacdo em trelica das fibras colagenas, e da hidratacdo da cornea, influenciada pelas
barreiras epiteliais e endoteliais, pressdo intraocular, e bomba endotelial (DANTAS, 20133;
HASSELL; BIRK, 2010; RUBERTI; ZIESKE, 2008).

2.2 Ceratocone

O distarbio da cornea mais comum associado a alteragdes na biomecénica da cornea é
o ceratocone (MA et al., 2018). A palavra ceratocone deriva das palavras gregas 'k’eras’, que
significa cornea, e ‘conus’, que significa cone, que juntas significam cornea 'em forma de cone'.
E considerado uma doenca ocular bilateral e assimétrica que resulta em afinamento progressivo
e aumento da curvatura da cornea, levando a astigmatismo irregular e diminuicdo da acuidade
visual (SANTODOMINGO-RUBIDO et al., 2022). Geralmente torna-se aparente durante a
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segunda década de vida, durante a puberdade, e progride até a quarta década de vida, quando
comumente se estabiliza (ROMERO-JIMENEZ et al., 2010). No entanto, cerca de 10% a 20%
das pessoas com ceratocone progridem para estdgios avancados e podem necessitar de
transplante de cérnea (RABINOWITZ, 1998).

Os sinais e sintomas oculares do ceratocone variam de acordo com a gravidade da
doenca. Em estagios incipientes, também referidos como formas subclinicas ou frustras, o
ceratocone normalmente ndo produz nenhum sintoma e, portanto, pode passar despercebido
pelo paciente e pelo médico, a menos que testes especificos (como topografia da cornea) sejam
realizados para o diagnostico. A progressdao da doenca se manifesta por uma reducéo
significativa da acuidade visual que ndo corrige com 6culos (ROMERO-JIMENEZ et al.,
2010).

A prevaléncia e a incidéncia do ceratocone variam de acordo com a etnia e a
localizacdo geogréfica. Estudos de populagGes predominantemente caucasianas relatam taxas
de prevaléncia abaixo de 1.000 por 100.000 pessoas, enquanto estudos conduzidos em
populacBes da Asia e do Oriente Médio relatam taxas de prevaléncia entre 1.500 e 5.000 por
100.000 pessoas (SANTODOMINGO-RUBIDO et al., 2022).

A etiologia exata do ceratocone ndo é bem compreendida. Apesar de muitas pesquisas
sobre a patogénese do ceratocone, 0 mecanismo preciso pelo qual as coérneas afetadas
progressivamente se afinam e se inclinam permanece desconhecido. Em particular, ndo esta
claro se o afinamento estromal associado a doenca € causado por uma perda de coladgeno
mediada por enzimas, uma interrupcdo da fibrilogénese devido a presenca de ceratdcitos
defeituosos ou proteoglicanos anormais, ou se € devido ao deslizamento entre as lamelas
resultando em uma redistribuicéo de colageno longe do éapice do cone (HAYES et al., 2007).

Porém, € mais comum em pacientes com condicdes atdpicas, asma, dermatite e
sindrome de Down e esta associado a certas deficiéncias enzimaticas e doencas do tecido
conjuntivo, como a sindrome de Ehlers-Danlos (hipermobilidade das articulagdes e aumento da
elasticidade da pele) e osteogénese imperfeita (doenca dos 0ssos de vidro) (AMBEKAR et al.,
2011). Essas associacOes sugerem que o ceratocone pode ser devido em parte a uma
anormalidade do tecido conjuntivo, resultando em fraqueza da estrutura do colageno. Os sinais
clinicos caracteristicos do ceratocone, como estrias de Vogt (linhas de estresse da cornea),
distorgdo topografica da cornea e, em casos graves, ruptura da membrana de Descemet
(hidropsia da cornea) sdo caracteristicas que sugerem alteracGes nas propriedades biomecénicas
da cérnea (VELLARA; PATEL, 2015).
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Adelgacamento do estroma da cornea, fraturas na camada de Bowman e deposi¢éo de
ferro na camada basal do epitélio da cornea compreendem uma triade de caracteristicas
histopatoldgicas classicas encontradas no ceratocone, enquanto a lamina limitante posterior
(membrana de Descemet) parece ser afetada com muito menos frequéncia (ROMERO-
JIMENEZ et al., 2010; SANTODOMINGO-RUBIDO et al., 2022).

O adelgacamento das lamelas de colageno tem sido atribuido a diminuigdo do nimero
de ligacgdes cruzadas (ligacdes entre e dentro das fibrilas de colageno). No geral, esses achados
sugerem que uma alteracdo anormal na microestrutura da organizacao das fibras de colageno é
responsavel pela fraqueza mecénica das corneas com ceratocone e, portanto, por sua forma
conica (AMBEKAR et al., 2011).

A elasticidade das fibras de colageno é diminuida em 36% em pacientes com
ceratocone. Além disso, a falta de feixes de microfibrilas anteriores a membrana de Descemet
é encontrada em olhos com ceratocone, também altera as propriedades biomecanicas do tecido,
podendo contribuir para a patogénese da doenca. Também foi demonstrado que ha expressdo
alterada ou localizacdo anormal de componentes da matriz extracelular em olhos com
ceratocone, com niveis significativamente diminuidos, lumican e queratan, que sao proteinas
do ndcleo proteoglicano, e colageno. (MA et al., 2018)

Existem vérios tratamentos cirtrgicos e ndo cirurgicos disponiveis para o ceratocone
e a selecdo do tratamento é baseada no estagio e na progressao da doenca. Casos leves e sem
evolucdo podem ser tratados com dculos ou lentes de contato, enquanto casos mais avangados
podem necessitar de tratamentos mais sofisticados como implante de segmentos de anel
intraestromal ou transplante de cornea, sendo opc¢éo a ceratoplastia lamelar anterior profunda.
Crosslinking pode ser usado para endurecer a cOrnea em estagios iniciais da doencga,
estabilizando o estroma em uma forma onde a visdo ainda pode ser corrigida com 6culos ou
lentes de contato (AMBEKAR et al., 2011; VOLATIER et al., 2020).

Alguns tratamentos, como lentes de contato e anel intraestromal sdo projetados para
alterar apenas a forma da cornea, enquanto outros, como o crosslinking de colageno, alteram a
estrutura ou a composicdo da cornea. O transplante de cornea e a ceratoplastia lamelar anterior
profunda ndo alteram a forma ou estrutura/ composi¢do da cornea existente, mas substituem
toda a cérnea ou algumas camadas da cornea pela cornea saudavel do doador (AMBEKAR et
al., 2011).
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2.3 Crosslinking

O crosslinking (CXL) de colageno, também traduzido como reticulacdo do colageno,
€ 0 Unico procedimento cirargico minimamente invasivo na pratica atual que é proposto para
interromper a progresséo do ceratocone, sendo considerado o padrdo ouro para esta finalidade
(SUBASINGHE et al., 2018).

A reticulagdo em geral é a criacdo de ligacbes quimicas entre moléculas grandes, como
proteinas, induzindo um efeito de polimerizagdo. E um principio amplamente difundido para
endurecer e preservar materiais e ja era, por exemplo, usado para a preservacdo das mumias
egipcias ha aproximadamente 3.000 anos. A reticulagdo fisica por luz ultravioleta (UV) é usada
na odontologia para endurecer materiais de restauracdo e na industria automobilistica para
estabilizar a laca. A reticulacdo quimica é realizada no processo de polimerizacdo de materiais
de lentes de contato ou intraoculares; para a preparacéo de bioproteses, como valvulas cardiacas
protéticas ou pericérdio, para aumentar sua durabilidade, resisténcia a degradagdo enzimatica e
reducdo de sua imunogenicidade; e em patologia para a preservacao de espécimes de tecido por
glutaraldeido ou formaldeido (WOLLENSAK, 2017).

O tratamento de reticulacdo da cérnea usando o fotossensibilizador riboflavina e luz
ultravioleta A (UVA) foi introduzido por Wollensak et al. (2003a) com base nas primeiras
investigagdes in vitro de Spoerl et al. (1998) em reticulacdo da cornea suina. Antes disso, varios
métodos para endurecer tecidos contendo coladgeno foram testados. Reticuladores de agUcar
foram descartados devido ao longo tempo para produzir o efeito; o formaldeido, porque ndo era
possivel um tratamento em regido delimitada; e a luz, como era conhecida na odontologia, ndo
mostrou um efeito suficiente na cérnea transparente. Portanto, foi optado pelo uso de
fotossensibilizador. A riboflavina (vitamina B2) foi escolhida para esta funcdo porque é nédo
toxica e € um potente produtor de radicais de oxigénio. Para alcancar um bom efeito, o
comprimento de onda da luz foi escolhido de acordo com o ponto maximo de absor¢cdo da
riboflavina, em 365 nm. Ainda, o efeito da reticulacdo foto-oxidativa pode ser espacialmente
restrito de modo que a reticulagao de estruturas adjacentes ou mais profundas possa ser evitada
(SPOERL; RAISKUP, 2017)

Dessa forma, foi criado o procedimento convencional (protocolo de Dresden), que
envolve a remocédo do epitélio da cornea em um diametro de 6-7 mm central seguido da
instilacdo de riboflavina 0,1% de 5-5 minutos por 30 minutos e radiacdo da cornea com luz
ultravioleta A (UVA) com 360-370 nm a 3 mW/cm2 por 30 minutos (5,4 J/cm?), mantendo a
instilacdo de riboflavina (ROMERO-JIMENEZ et al., 2010; SANTHIAGO, 2017).
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A radiacdo ultravioleta ativa a riboflavina, gerando espécies de oxigénio reativo que
induzem ligacBes covalentes entre as fibrilas de colageno no estroma corneano (crosslinking),
aumentando assim a estabilidade mecénica e bioguimica das corneas tratadas (DHAWAN et
al., 2011; ROMERO-JIMENEZ et al., 2010; SANTHIAGO, 2017; ZEITOUNE et al., 2020).
Usando uma méaquina de teste de biomaterial controlada por microcomputador, as medic¢des
biomecénicas de resisténcia a tragdo mostraram um aumento impressionante na resisténcia da
cornea de 71,9% em suinos e 328,9% em corneas humanas (WOLLENSAK et al., 2003c).

Nos ultimos anos, o crosslinking da cornea foi introduzida como uma opc¢éo de
tratamento e revolucionou o tratamento de ceratocone e outras ectasias da cornea. De acordo
com o Consenso Global de Ceratocone e Doencgas Ectésicas publicadas em 2015, atualmente,
83,3% dos oftalmologistas estdo realizando CXL como uma modalidade de tratamento para
ceratocone e todos os médicos que atualmente ndo tém acesso a esta técnica estdo dispostos a
usar este procedimento assim que estiver disponivel (SUBASINGHE et al., 2018).

Embora o CXL apresente resultados positivos, como melhora na acuidade visual néo
corrigida e da ceratometria maxima (ZARE et al., 2016), possui ainda limitacdes. Como a
reticulacdo padrdo € fotoquimica, ha exposicdo aos efeitos citotoxicos e potencialmente
mutagénicos da luz UVA (O’BRART, 2017), que pode causar danos no plexo nervoso
subepitelial e uma reducgdo significativa na densidade celular do estroma anterior e médio,
mesmo 6 meses apos 0 CXL (ZARE et al., 2016).

A irradiacdo UVA também pode causar destruicdo ou morte de células endoteliais da
cornea. Felizmente, estima-se que mais de 85% de uma dosagem tipica de tratamento com UVA
é absorvida pela riboflavina nas por¢des anteriores do estroma, deixando menos da metade da
dosagem citotoxica para o endotélio (WOLLENSAK et al., 2003b), por isso, a selecdo do
paciente € importante para o CXL, sendo geralmente aceita a técnica padrdo quando o estroma
da cornea € mais espesso que 400 mm, ndo havendo seguranca no método nos estagios
avancados da doenca, quando ha afinamento corneano importante.

Ainda, se a ceratometria maxima for > 58 dioptrias, a idade > 35 anos ou a acuidade
visual corrigida melhor que 20/25, a taxa de complicag6es aumenta (DHAWAN et al., 2011;
SONG et al., 2017).

Os efeitos colaterais e limitagbes do crosslinking convencional, principalmente
relacionados a imprevisibilidade anatbmica e a exposi¢do estromal (danos por oxidacao,
inflamacdo, infeccdo), bem como a redugdo de complicagcbes poOs-operatorias, como

cicatrizacdo lenta da cdrnea e ceratite, sdo o motivo da busca por novos agentes CXL,
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principalmente por moléculas que promovam CXL sem estimulagdo da luz (DA CRUZ et al.,
2018; GU et al., 2019; ROMERO-JIMENEZ et al., 2010).

2.3.1 Efetividade

As fibrilas de colageno sdo formadas pela polimerizacdo de unidades moleculares
alongadas denominadas tropocolageno. A molécula de tropocoladgeno nativa (massa molecular
300 kDa) consiste em trés cadeias polipeptidicas de cerca de 1000 residuos de aminoacidos
cada um enrolado em torno do outro para formar uma hélice tripla. Os 4&tomos nas cadeias
individuais sdo mantidos juntos com ligagdes covalentes, enquanto as trés cadeias sdo mantidas
na estrutura tripla-hélice por ligacbes mais fracas. A estabilidade da tripla hélice no colageno
depende de ligacGes de hidrogénio inter e intramoleculares (SIONKOWSKA, 2005).
Reticulagdes exdgenas podem ser adicionadas a molécula de tropocolageno dentro de suas fitas
helicoidais individuais (intra-helicoidal entre duas microfibrilas — Figura 4A) ou entre
moléculas diferentes adjacentes (reticulacdes interhelicoidais — Figura 4B) com um agente de
reticulacdo (SUNG et al., 2003).

As fibras de colageno levam a um aumento da resisténcia mecénica, térmica e
bioguimica das cdrneas. Portanto, a eficiéncia do processo de reticulagdo pode ser avaliado
usando as seguintes técnicas: calorimetria exploratéria diferencial (DSC), digestdo enzimatica
e ensaios mecanicos (BERSANETTI et al., 2023).

Figura 5 — Formas de crosslinking de colageno. A) interhelicoidal. B) Intrahelicoidal

OO
A) B)

Fonte: Adaptado de Sung et al. (2003, p .6)

2.3.1.1 DSC

As fibras de colageno in vivo devem ser estaveis o suficiente para suportar a influéncia
disruptiva da agitacdo térmica, mas capazes de montar e desmontar as componentes
moleculares. Separados, as temperaturas de desdobramento de uma ampla gama de colagenos

estdo, a apenas alguns graus da temperatura corporal dos animais, mas quando as moléculas séo
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agregadas para formar fibrilas hd um aumento na temperatura de transicéo de aproximadamente
27° C. Quando a proteina é desnaturada pelo calor, as ligacbes fracas sdo quebradas mais
facilmente, e as ligacOes covalentes permanecem intactas, as trés cadeias se separam umas das
outras e colapsam aleatoriamente em maior temperatura. A desnaturacdo térmica do colageno
depende do teor de agua, pH do meio ambiente e grau de reticulacdo (SIONKOWSKA, 2005).

Assim, a efetividade dos reticuladores pode ser verificada através do uso de DSC, visto
que o aumento do numero de ligagbes cruzadas gerada pelos compostos levara a maior
estabilizacdo da estrutura de tripla hélice das moléculas de colageno, com consequente aumento
da temperatura de desnaturagdo do material. Nesse contexto, torna-se possivel realizar uma
analise réapida e eficiente do aumento da resisténcia da cornea devido & eficiéncia na formacéao
de ligagdes cruzadas (BERSANETTI et al., 2023).

Ainda, as ligacdes cruzadas podem desidratar a fibra pela ligacdo mais préxima das
moléculas (MILES et al., 2005), com adicional aumento da temperatura de desnaturacéo pela
reducdo do teor de &gua (BERSANETTI et al., 2019; DA CRUZ et al., 2018;
MORANDIM-GIANNETTI et al., 2023). Miles et al. (2005), deduziram que a desidratacéo é
0 mecanismo dominante que aumenta a estabilidade térmica das fibras de colageno reticuladas.

Os resultados das andlises térmicas por DSC de corneas reticuladas mostraram-se
promissores para a avaliacdo in vitro da organizacdo molecular do coldgeno no estroma
(MORANDIM-GIANNETTI et al., 2023). A aplicagdo de moléculas como riboflavina/ UVA
e extratos de plantas mostraram-se eficientes em promover crosslinks de colageno em diversos
tecidos, considerando o aumento da temperatura de desnaturacdo (BERSANETTI et al., 2023).

Foi utilizada a DSC para avaliagdo de estabilidade do colageno em estudos conduzidos
por Sung et al. (2003) em pericardio suino; por Wang et al. (2010) e Onem et al. (2017) em pele
de carneiro; Miles (2005) em tenddo de cauda de rato; Bedran-Russo et al. (2011) em dentina
de molares; He et al. (2011) em tenddo bovino; Danilov et al. (2008) em esclera de coelhos;
Sionkowska (2005) em cristalino e cornea bovinos; e em cdrneas de coelho por Bersanetti et al.
(2017) da Cruz et al. (2018), e de suino por Moradim-Giannetti et al. (2023), Bersanetti et al.
(2019 e 2023).(ONEM et al., 2017; WANG et al., 2010)

2.3.1.2 Degradacéao enzimatica

A reticulacdo de proteinas tem sido usada de varias maneiras para modificar as
propriedades bioldgicas e mecéanicas de biomateriais. Tem sido extensivamente utilizado in
vitro para modular as propriedades mecénicas de varios tecidos. Outro beneficio da reticulagdo

¢ a estabilizacdo das matrizes de colageno, tornando-as menos suscetiveis a degradagéo
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enzimética (SLUSAREWICZ et al., 2010), pois quanto maior for a resisténcia, menor seré a
taxa de degradacéo (ZHAI et al., 2006).

Como o CXL promove um aumento na resisténcia a degradacéo da cornea, ensaios in
vitro de digestdo enzimatica podem ser utilizados para avaliar os resultados deste procedimento.
A taxa de digestdo ap6s o CXL padrédo é reduzida possivelmente devido a compactacdo do
tecido e menor acesso das enzimas as fibrilas. Como a atividade da proteinase estd aumentada
em cdrneas ceratoconicas, a resisténcia a digestdo da colagenase € um aspecto importante a ser
avaliado e relacionado a eficiéncia do procedimento. Quanto mais lenta a digestdo, mais
endurecida a cérnea e menor a progressao do ceratocone esperada (BERSANETTI et al., 2019).

Varios estudos ja foram realizados utilizando a degradacdo enzimatica como teste de
eficacia para diferentes agentes reticuladores em diversos tecidos. Também existem diversas
maneiras de se quantificar a degradacéo efetuada pelas enzimas, sendo uma delas a associacao
com analise DSC.

Spoerl, Wollensak e Seiler (2004), avaliaram a influéncia do tratamento de
crosslinking convencional na resisténcia da cornea a degradacao enzimatica da pepsina, tripsina
e colagenase. Concluiram através de analises micro e mascroscépicas que a reticulacao
fotoquimica da cornea usando riboflavina e UVA aumentou marcadamente a resisténcia do
colageno a digestdo pelas enzimas (SPOERL et al., 2004).

Bersanetti et al. (2019) submeteram coOrneas suinas tratadas com extratos de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e Euterpe oleracea Mart. a digestdo enzimatica
pela colagenase e analisaram a resisténcia por DSC. Da mesma forma, Bersanetti et al. (2023)
utilizaram a digestdo enzimética em combinacdo com o DSC para avaliar influéncia da
concentracdo dos extratos de S. adstringens na formacédo de ligacfes covalentes de colageno
bem como a influéncia do tempo de contato. E Moramdim-Giannetti et al. (2023) testaram a
eficiéncia do procedimento de reticulacdo utilizando a enzima lacase via caracterizacao térmica
por DSC e degradacdo enzimética por colagenase. Nesses estudos, o tratamento com o agente
reticulador aumenta a resisténcia do tecido a degradacéo enzimatica, mantendo sua temperatura
de desnaturacdo nas analises por DSC, diferente do que ocorre nos grupos nao tratados, cuja
degradacdo enzimatica causa a redugdo da temperatura.

Zhai et al (2006), avaliaram o efeito de reticulagdo de procianidinas em véalvulas
cardiacas suinas, incluindo resisténcia a tracao e a resisténcia a degradacdo enzimatica in vitro.
A degradacéo foi quantificada pela porcentagem de perda de peso.

Han et al. (2003) avaliaram proantocianidinas extraidas de sementes de uva como um

reagente de reticulacdo de colageno em tend&@o bovino, refletido pela degradacdo enzimatica
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apos fixacdo em solugdo da proantocianidina por 48h. A degradacdo foi expressa pela
porcentagem de colageno que foi solubilizado apds a exposi¢do a enzima.

Sung et al (2003) conduziram estudo para investigar as caracteristicas de reticulagéo,
propriedades mecanicas e resisténcia contra a degradacéo enzimatica de tecidos biologicos apos
a fixacdo com genipina derivada da Gardenia jasminoides J.Ellis e/ou carbodiimida em
pericardio suino. Os graus de degradacdo do tecido foram determinados pelo ensaio da
ninidrina, para verificagdo do conteudo de grupos amino livres, gerados pela clivagem das

ligacGes peptidicas apos a degradacdo enzimatica.

2.3.1.3 Ensaios mecanicos

As propriedades biomecanicas da cornea se encontram intimamente relacionadas a sua
estrutura, com especial envolvimento de seu estroma. Sua elasticidade depende basicamente do
arranjo estabelecido pelas fibras coldgenas (DINIZ et al., 2019). Existem varios métodos usados
para tentar estabelecer o comportamento biomecéanico da cdrnea humana ex vivo, incluindo
extensometria e teste de insuflacdo (PYE, 2020).

Um dos valores-chave para o comportamento biomecanico de um tecido é a medicao
da forma como o tecido se comporta quando submetido a uma carga aplicada (ou estresse). 1sso
d& origem a uma relacdo tensdo/deformacéo chamada modulo de Young (PYE, 2020).

Testes de resisténcia a tracdo (extensometria) sdo métodos de calculo do aumento da
rigidez que implicam cortar o tecido em questdo e medir as forcas unidirecionalmente, portanto,
as tensbes ndo sdo distribuidas em varias direces, como in vivo (AVILA et al., 2012).

Ensaios de tragdo sdo realizados utilizando equipamentos como redmetros, nos quais
tiras de cdrnea sdo submetidas a tensdo aumentada linearmente com detec¢do da deformacéo,
gerando curvas de tensdo-deformacéo e permitindo calculo do médulo de Young (SPOERL et
al., 1998; WOLLENSAK et al., 2003c). Um redmetro também foi utilizado por Danilov et al.
(2008) para avaliar a estabilizacdo do colageno escleral por reticulagdo de glicerol aldeido.

Ainda, maquinas de ensaio universais, também conhecidas como méquinas de teste de
tracdo, permitem determinar o modulo de elasticidade, deformacdo maxima e a tensdo das
cdérneas, como nos estudos conduzidos em corneas de coelhos por BERSANETTI et al. (2017)
e suinas por Diniz et al. (2019), e escleras suinas por LIU e WANG (2013).

No entanto, os procedimentos de extensometria envolvem alguns defeitos intrinsecos,
gue podem reduzir a confiabilidade da técnica. Dois desses problemas estdo relacionados a
geometria da cérnea: uma tira de amostra é originalmente parte de uma superficie esférica,

enquanto a tenséo produz achatamento. Além disso, a analise dos resultados obtidos nos testes
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de tracdo geralmente leva em consideracdo a espessura central da cornea ignorando o aumento
natural da espessura periférica. Assim, os testes de tracdo, apesar de sua relativa simplicidade
e baixo custo, tém sido substituidos por testes de insuflacdo, que permitem a manutencéo da
forma asferica da cornea e resolvem alguns dos problemas existentes nos testes de tracdo
(MATTEOLI et al., 2016).

Nos testes de insuflacdo, a rigidez ocular é calculada como a razdo de ajuste
exponencial entre a PIO (pressdo intraocular) e o volume, de acordo com a equacdo de
Friedenwald (1937). Essa relacdo da uma estimativa da resisténcia do olho a distensibilidade,
portanto, se o olho estiver enrijecido, a resisténcia é maior (AVILA et al., 2012). O aumento
do volume intraocular leva a um aumento da PI1O, que é maior quanto mais resisténcia houver
nos tecidos oculares. No estudo de Avila et al. (2012) com olhos suinos, a PIO aumentou mais
foi acentuadamente nas corneas reticuladas, frente a insuflacdo do globo ocular.

J& Matteoli et al. (2016), utilizaram a insuflacdo ex vivo para medir o deslocamento
anterior do &pice da cornea em funcgdo da pressdo de entrada, e 0 modulo de elasticidade foi
entdo calculado pela inclinacdo causada pela tensdo-deformacao. Havendo maior resisténcia a
tracdo, a inclinacdo do apice corneano causada por uma dada pressdo, sera menor.

Kling et al. (2010) desenvolveram um modelo para a relagdo tenséo-deformacéo da
cérnea com base na variacdo da PIO e alteracdes relacionadas a espessura e no raio de curvatura
para fornecer estimativas do mddulo de Young nas corneas ndo tratadas e reticuladas. O modelo
assume que a espessura da cornea e o raio médio de curvatura sdo uma funcéo da PIO, ou seja,
aumentar a P10 fara com que o globo ocular se expanda, e a espessura da cornea diminui porque
a cornea fica esticada em uma area maior. Nesse contexto, forneceram dados sobre a rigidez da
cérnea pela insuflacdo ocular através da mudanca no deslocamento do apice, espessura e raios

da curvatura anterior e posterior da cdrnea.

2.3.2 Seguranca
A seguranca de agentes reticuladores quanto a toxicidade para as células endoteliais
tem sido avaliada por meio de microscopia optica, confocal e eletrénica (AVILA et al., 2012;
SONG et al., 2017), e para os ceratocitos por coloragdes histoldgicas, cultura de células e testes
de viabilidade celular (AVILA et al., 2012; DINIZ et al., 2019; HAN et al., 2003; SONG et al.,
2017).
Wollensak et al. (2003b) avaliaram o dano citotdxico ao endotélio da cornea de coelhos
apos o tratamento com riboflavina-UVA com analises histologicas por microscopia Optica e

eletrbnica.
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Outro agente reticulador muito estudado € a genipina. Avila et al. (2012) utilizaram a
microscopia Otica alinhado a softwares de avaliagdo de imagens para quantificar o dano
endotelial e estromal do crosslinking tradicional, comparado com genipina e glutaraldeido. O
dano celular foi calculado a partir da porcentagem de células com anormalidades morfologicas
ou perda de células, também foram calculados a area celular e o niamero de células por mm2, J&
os ceratdcitos, foram contados campo a campo ap6s processamento histoldgico.

Song et al. (2017) estudaram estes mesmos reticuladores, porém foram avaliadas as
alteracdes endoteliais por microscopia eletrénica e confocal. A densidade de células endoteliais
foi avaliada usando o software fornecido pelo equipamento de microscopia confocal. J& a
microscopia eletronica foi utilizada para verificar alteracGes estruturais da camada endotelial.

A avaliacdo da citotoxicidade do crosslinking tradicional e da genipina in vitro foi
realizada no estudo de Diniz et al. (2019) pelo teste de avaliacdo da viabilidade celular dos
fibroblastos L929 em cultura. Culturas de células também foram utilizados por Han et al. (2003)
e Zhaia et al. (2006) para verificar citotoxicidade de proantocianidinas em valvulas cardiacas e

pericardio bovino.

2.4 Plantas medicinais

Ao longo dos tempos, os seres humanos confiaram na natureza para atender as suas
necessidades basicas, entre as quais medicamentos para o tratamento de um amplo espectro de
doencas (CRAGG; NEWMAN, 2013). O uso de plantas medicinais pela populacdo, é uma
pratica comum desde milhares de anos antes de Cristo. Por exemplo, o uso da papoula (Papaver
somnniferum L.) e da maconha (Cannabis sativa L.) € descrito ha mais de 4.000 anos. No
entanto, a busca pelos principios ativos presentes nas plantas medicinais s teve inicio no século
XIX, levando assim a concepc¢do do primeiro farmaco com as caracteristicas que conhecemos
hoje. Friedrich Serturner, em 1806, foi pioneiro ao isolar o alcaloide morfina da papoula: fato
que motivou uma busca continua por outros medicamentos derivados de plantas (DUTRA et
al., 2016).

Assim, 0s produtos naturais tém sido as principais fontes de diversidade quimica para
materias-primas enquanto impulsionam a descoberta farmacéutica ao longo do ultimo século
(MISHRA; TIWARI, 2011). Notavelmente, os compostos derivados de plantas sdo empregados
atualmente na terapia moderna, além de desempenhar um papel importante para a sintese de

algumas moléculas mais complexas. Estima-se que cerca de 30% dos medicamentos
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terapéuticos disponiveis sdo derivados de fontes naturais, notadamente de plantas e
microrganismos. (DUTRA et al., 2016)

Aproximadamente, existem 200 plantas distribuidas em todo 0 mundo que séo estudadas
no tratamento de distarbios oculares. Tentativas foram feitas para investigar novos compostos
com o objetivo de fornecer beneficios substanciais ao tecido ocular e & visdo com menos efeitos
colaterais e toxicidade. A descoberta de drogas antiglaucomatosas fitotetapicas e agentes
anestésicos para o tecido ocular levou ao crescimento exponencial da farmacéutica ocular
(NAFEES et al., 2022).

A Atropa belladonna L., é a fonte da atropina, agonista muscarinico cujo principal efeito
é cicloplégico e midriatico, atualmente sendo utilizado também para retardar a progresséo da
miopia. A fisostigmina de Physostigma venenosum Balf. é reconhecida como droga hipotensora
ocular. E outras plantas vem sendo estudadas com diversas finalidades na oftalmologia: Abrus
precatorius L. para retardar a progressdo da catarata, Coptis teeta Wall. no tratamento do
tracoma, Crocus sativus L. na degeneracdo macular relacionada a idade, Foeniculum vulgare
Mill. como hipotensor ocular, Ginkgo biloba L. no glaucoma de pressdo normal, Zingiber
officinale Roscoe como antiglaucomatoso (NAFEES et al., 2022).

Apesar dos avancos tecnoldgicos na sintese de medicamentos, a industria farmacéutica
ainda busca novos compostos ativos de fontes naturais, bem como revisita compostos de origem
natural j& consagrados. No entanto, o surgimento de métodos mais seguros e medicamentos
oftdlmicos eficazes depende dos estudos cientificos nas diversas areas da oftalmologia
(NAFEES et al., 2022).

2.4.1 Proantocianidinas

Materiais a base de plantas também tém sido utilizados na engenharia de tecidos.
Esforcos recentes nessa area tém se concentrado na substituicdo dos reticuladores sintéticos
pelos naturais derivados de fontes bioldgicas, essencialmente derivados dos componentes das
plantas, portanto, produtos mais ecolégicos e ambientalmente sustentaveis e renovaveis
(INDURKAR et al., 2021).

Dentre estes, ja foram estudados como indutores de crosslinking o cinamaldeido
(Cinnamomum sp.); galato de epigalocatequina (Camellia sinensis (L.) Kuntze.); genipina
(Genipa americana L.); &cidos organicos (&cido citrico); polifendis e taninos (&cido ferulico,

acido galico, gquercitina, hesperidina, proantocianidinas) (INDURKAR et al., 2021).
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As proantocianidinas (PAs), também conhecidas como “taninos condensados”, sdo
oligbmeros e polimeros de flavan-3-6is, de variados padrbes de hidroxilagdo. Incluem
diferentes classes, como procianidinas, propelargonidinas e prodelfidinas (Figura 5 e Tabela 1).
As procianidinas sdo as mais comuns (BHAGWAT; HAYTOWITZ, 2015).

Figura 6- Estrutura das proantocianidinas. Variam de subclasse conforme os “R(s)” apresentados (vide tabela 1).
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Fonte: Adaptado de Bhagwat; Haytowitz (2015, p. 2-3).

Tabela 1- Estrutura de flavan-3-6is comuns e padr8es de hidroxilacéo.

Subclasses de Flavan-3-ol R1 R2 R3 R4

proantocianidinas

Procianidina Catequina OH H H OH
Epicatequina OH H OH H

Prodelfidina Galocatequina OH OH H OH
Epigalocatequina OH OH OH H

Propelargonidina Afzelequina H H H OH
Epiafzelequina H H OH H

Fonte: Adaptado de Bhagwat; Haytowitz (2015, p. 2-3).

Esses compostos complexos, andlogos a outros equivalentes polifenélicos, possuem
maultiplas aplicacbes como resultado de suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
propriedades antidiabéticas e neuroprotetoras (INDURKAR et al., 2021). Ademais, tém
estruturas polifenolicas que exibem o potencial para promover estruturas estaveis de ligacGes
de hidrogénio. As interacOes intermoleculares podem ser formadas entre 0s grupos carbonila
dos aminoé&cidos das fibrilas de colageno e os grupos hidroxila dos polifenois (Figura 5).

S&o encontradas principalmente em frutas roxas, vegetais, sementes, nozes, flores e

cascas, e Sao 0s principais precursores dos pigmentos azul-violeta e vermelho nas plantas, além
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de contribuir com sabor adstringente aos alimentos (BHAGWAT; HAYTOWITZ, 2015; FINE,
2000).

Figura 7- Representacdo do crosslinking. Ligacdo provavel entre fibrilas de colageno e grupos hidroxila da
molécula organica por ligagdes de hidrogénio.

V4

OH

HO

Fonte: Adaptado de Bersanetti et al. (2017, p. 2)

Dessa forma, alguns extratos vegetais ricos em proantocianidinas tém sido testados
com o objetivo de enrijecimento da cornea como alternativa ao crosslinking padréo, sendo 0s
mais testados o fruto do agai (E. oleracea) (BERSANETTI et al., 2017, 2019) e casca do
barbatimé&o (S. adstringens) (BERSANETTI et al., 2019, 2023; DA CRUZ et al., 2018).

No entanto, conforme o “Banco de dados da USDA (Departamento de Agricultura dos

Estados Unidos) do conteudo de proantocianidinas em alimentos”, os maiores teores de
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proantocianidinas sé&o encontrados no cacau - Theobroma cacao L. (semente); canela -
Cinnamomum aromaticum Nees (casca); uva - Vitis vinifera L. (semente) (BHAGWAT,;
HAYTOWITZ, 2015), conforme os dados da Tabela 2.

Tabela 2- Conteudo de proantocianidinas de alimentos selecionados.

Proantocianidina Média (mg/100g)
Casca de canela Dimeros 526,29

Trimeros 1252,20
Semente de cacau Dimeros 831,29

Trimeros 785,70
Semente de uva Dimeros 360,88

Trimeros 44,07

Fonte: Adaptado de Bhagwat; Haytowitz (2015, p. 12-31).

Todos ja foram testados de alguma maneira como agentes para crosslinking em alguns
estudos, porém ndo direcionados a tecidos oculares. A maioria dos estudos envolvem
biomodificacdo da dentina através da reticulacdo do colageno, ja estudada com a semente de
uva (AGUIAR et al., 2014; AL-AMMAR et al., 2009; BEDRAN-RUSSO et al., 2011;
CASTELLAN et al., 2010, 2013; GAJJELA et al., 2017; PHANSALKAR et al., 2015); da
semente do cacau (AGUIAR et al., 2014; CASTELLAN et al., 2010, 2013); e da casca da
canela (AGUIAR et al., 2014; JING et al., 2022; NAM et al., 2020). Ainda, Han et al. (2003),
e He et al. (2011), utilizaram proantocianidinas provenientes de sementes de uva para

crosslinking em tenddes bovinos.

2.4.2 Acai

O acai pertence a familia Arecaceae (palmeira), género Euterpe, composto por sete
espécies distribuidas da América Central & América do Sul. No Brasil, Euterpe edulis Mart.,
Euterpe oleracea Mart. e Euterpe precatoria Mart. sdo consideradas as espécies mais
importantes do género devido a ampla distribuicdo e importancia econdmica de seus frutos e
palmitos, obtido principalmente pela atividade extrativista (OLIVEIRA et al., 2016). As
palmeiras crescem a uma densidade de 2.500 a 3.500 arvores por hectare, servindo como a
planta de dossel predominante dentro do delta do rio Amazonas nos estados do Para e Amapa,
cobrindo uma area de mais de trés milhdes de hectares (KANG et al., 2010).

O fruto dessa palmeira € uma pequena baga roxo escuro que atinge cerca de 10 mm de
diametro e é geralmente consumido em todos os estados brasileiros por ser rico em tocoferol,
fibras, lipidios, polifenois e ions minerais (OLIVEIRA et al., 2020). Normalmente, os frutos

sdo usados para preparar um liquido com textura cremosa macerando o pericarpo e misturando-
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o com diferentes quantidades de &gua, produzindo polpa de acai comercialmente disponivel.
Na regido produtora, o acai esta integrado a alimentacdo diaria dos nativos e normalmente é
utilizado nas principais refeicbes (GORDON et al., 2012).

Os frutos do acaizeiro ganharam popularidade na América do Norte e nos paises
europeus recentemente como uma nova “superfruta” em grande parte devido a sua capacidade
antioxidante extremamente alta e potenciais atividades anti-inflamatérias (KANG et al., 2011).
Desde que sua alta capacidade antioxidante foi revelada, inimeras investigacdes de pesquisa se
concentraram em analises e avaliacGes associadas as capacidades antioxidantes da polpa de
acai, suco ou extratos (KANG et al., 2010).

Os flavonoides sdo moléculas antioxidantes de origem vegetal que atuam como uma
armadilha para os radicais livres, oferecendo perspectivas na prevencdo de danos oxidativos.
Na polpa do acai, os compostos fendlicos mais abundantes sao as antocianinas, proantocianinas,
lignanas e outros flavonoides (OLIVEIRA et al., 2020).

As proantocianidinas presentes no acai ja foram objeto de estudo como agentes de
crosslinking na cornea de coelhos (BERSANETTI et al., 2017; BUENO et al., 2014) e suinos
(BERSANETTI et al., 2019; ZEITOUNE et al., 2020), apresentando efeitos de enrijecimento

principalmente comprovados por calorimetria de varredura e testes de tenséo.

2.4.3 Barbatimé&o

O barbatimdo € uma arvore da familia Fabaceae (Mimosaceae) que pode atingir
aproximadamente 4-6 m com um tronco de até 30 cm de diametro. Suas folhas sdo alongadas
e possui flores pequenas dispostas em racemos axilares. Os frutos sdo vagens que contém
sementes marrons. S&o cultivadas a partir de sementes em sacos plasticos até a muda atingir 20
a 25 cm de altura, sendo entdo transplantadas para seu local definitivo de cultivo. Prefere solos
arenosos e de rapida drenagem e floresce nas estacdes primavera e verdo (RIBEIRO et al.,
2022).

Existem atualmente 42 espécies associadas ao género Stryphnodendron, localizadas
principalmente no Brasil, em florestas tropicais e no bioma Cerrado. Através da analise
filogenética (variando em aspectos morfoldgicos), diferentes espécies podem ser identificadas,
como S. adstringens (Mart.) Coville, S. rotundifolium Mart. e S. polyphyllum Mart., sendo esta
ultima encontrada principalmente em florestas tropicais. Outros nomes populares dessas
arvores incluem “barba-de-timao”, “chordozinho-roxo” e “casca-da-virgindade” (SOUZA-

MOREIRA et al., 2018).
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Apesar de algumas espécies serem popularmente conhecidas como barbatimao e
possuirem propriedades terapéuticas, apenas o S. adstringens, ou seu sinénimo,
Stryphnodendron barbatimam (Vell.) Mart. ¢ considerada o “Barbatimdo verdadeiro”
(RIBEIRO et al., 2022).

Essa planta foi descrita no século XIX por naturalistas que viajaram pelo sudeste do
Brasil, em particular pelo estado de Minas Gerais (BRANDAO et al., 2008). Como fitoterapico,
a casca tem diversas aplicacBes, como no tratamento de leucorreia, hemorragias, feridas
ulcerativas, corrimento vaginal, dor de garganta, hemorroidas, diarreia, e para limpeza de
feridas, na forma de chas ou decocgBes, a serem usados externamente ou ingerido (DO
NASCIMENTO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2022; SANCHES et al., 2007). Estudos
anteriores descreveram propriedades antiulcerogénicas, antioxidantes, antitirosinase,
antimicrobianas, tripanocidas, leishmanicidas e moluscicidas. (RIBEIRO et al., 2022)

Além disso, produtos fitoterdpicos e cosméticos a base de Barbatimdo ja sdo
comercializados principalmente no territorio brasileiro. Alguns exemplos incluem um creme
cicatrizante chamado Fitoscar®, aprovado em 2007 pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA) (RIBEIRO et al., 2022). SOUZA et al. (2007) demonstraram que sabonete
liguido contendo extratos secos cascas de Barbatimdo apresenta propriedades anti-sépticas.
Assim, ja existem aplicagcBes comerciais para extratos dessa espécie.

Suas cascas e folhas apresentam uma ampla gama de compostos bioativos,
principalmente &cidos fenolicos, flavonoides e taninos (RIBEIRO et al., 2022). Porém, DA
CRUZ et al. (2022) verificaram que o teor de fendlicos totais dos extratos hidroalcodlicos é
maior nas cascas do caule (970,4 mg GAE/g) do que nas folhas (693,8 mg GAE/Q).

A cicatrizacdo de feridas, € relacionada a presenca de proantocianidinas. Estas
substancias permanecem a partir do extrato etandlico de cascas do caule de S. adstringens e
foram identificados acido galico, catequina, galocatequina, epigalocatequina e galato de
epigalocatequina (DO NASCIMENTO et al., 2013).

As proantocianidinas presentes em S. adstringens foram objeto de estudo para
crosslinking de colageno corneano em trés estudos, conduzidos no Brasil. Da Cruz et al., (2018)
verificaram a influéncia dos extratos do caule desta planta, na reticulacdo das corneas de
coelhos, por DSC; e Bersanetti et al. (2019) usando a mesma técnica associada a digestdo
enzimatica em corneas de suinos, comparando com extratos de acai. Posteriormente, Bersanetti
et al. (2023) analisaram da influéncia do tempo e da concentracdo do extrato da casca de S.

adstringens no crosslinking corneano.
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2.4.4 Semente de uva

A produgdo de uva é uma atividade econémica de origem bastante remota. Estudos
arqueoldgicos revelaram fosseis de sementes de videira que datam da Era Cenozoica. O centro
de origem, provavelmente, € a Groenlandia, onde ha 300 mil anos surgiu a primeira espécie de
videira. Pouco a pouco a videira foi se difundindo e se adaptando a diversas regides do globo
terrestre (CABRAL, 2009).

A uva, fruto da videira, pode ter forma redonda, ovoide ou elipsoide, e é de peso e
tamanho variavel, de cor verde, amarela, dourada, rosada, rubra, azulada ou preta, geralmente
doce e mais ou menos &cida e comestivel, surge em forma de cacho. E amplamente consumida,
in natura ou na forma de sucos e geleias. O tronco corresponde a zona mais volumosa, é tortuoso
e tem uma casca espessa tanto maior quanto mais velha € a videira. Como a videira é uma planta
trepadeira, tem necessidade de se agarrar a um guia para ficar na posicdo vertical (PIRES,
2010).

As videiras pertencem a familia Vitaceae, que pode ser dividida em dois géneros. O
género Vitis agrupa as espécies de maior importancia econdmica, que sdo as uvas de mesa e as
uvas para vinho. Ha também o género Cissus, de espécies ornamentais (CABRAL, 2009).

O género Vitis é representado por 80 espécies, compostas por dois subgéneros,
Muscadinia e Euvitis. A maioria das videiras cultivadas pertence ao subgénero Euuvitis,
incluindo as duas videiras mais importantes economicamente, Vitis vinifera L. (grupo
eurasiano), que representa a maioria das variedades de Vitis do mundo, e Vitis labrusca L.
(grupo americano) que predomina em éarea cultivada no Brasil. As variantes destas duas
espécies (Isabel, Concord, Bord6, Nidgara, etc.) sdo as principais cultivares utilizadas na
indUstria de processamento de uva (para uso em vinho, suco, passas, uvas de mesa, etc.) nos 10
maiores produtores mundiais (mais de 85% nos EUA e Brasil) (KURT-CELEBI et al., 2020).

A érea plantada com videiras no Brasil, em 2021, foi de 75.007 hectares, sendo na
Regido Sul a maior concentracdo de viticultura e maior produtora de uvas, com 73% da area
total e 62,92% da producdo nacional. O Rio Grande do Sul é o principal estado produtor,
representando 62,41% da area viticola nacional, o que corresponde a uma area de 46.815
hectare, com producdo de 951.567 tonelada de uvas em 2021, 56,05% da producdo nacional. A
maior parte da producdo refere-se as cultivares de uvas americanas e hibridas, destinadas
principalmente ao processamento para elaboragéo de vinhos de mesa e suco de uvas, (MELLO;
MACHADO, 2022).

Devido & uva ser uma das frutas mais cultivadas em todo o mundo, sua composicao e

propriedades tém sido extensivamente investigadas e recebido atencao consideravel por causa
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de seus polifendis, uma importante fonte de fitoquimicos nas uvas, principalmente estilbenos
(resveratrol), flavonoides, proantocianidinas, antocianinas e &cidos fenolicos que s&o
encontrados em quantidades variadas na casca, polpa e semente. Apresentam um amplo
espectro de propriedades promotoras da salde, incluindo atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, anticancerigenas e antibacterianas (KURT-CELEBI et al., 2020).

As sementes e a casca sao subprodutos obtidos ap6s a producgdo do vinho e constituem
uma fonte barata para a extracdo de compostos antioxidantes, proporcionando importantes
vantagens econdmicas. Sdo boas fontes de fitoquimicos, como acido galico, catequina,
epicatequina e procianidinas diméricas, triméricas e tetraméricas, e sdo matérias-primas
adequadas para a producdo de suplementos dietéticos antioxidantes. Ainda, podem
potencialmente conter mais antioxidantes quantitativa ou qualitativamente do que a polpa
(ROCKENBACH et al., 2011; SANTOS et al., 2011).

A composicao das sementes de uva é basicamente (p/p) 40% fibra, 16% 6leo essencial,
11% proteina, 7% compostos fendlicos complexos como taninos, aglcares, minerais e outras
substancias (ROCKENBACH et al., 2011). O extrato de semente de uva é um dos aditivos
naturais recomendado como antioxidante. O componente de interesse é o polifenol,
principalmente proantocianidinas (SANTOS et al., 2011).

As proantocianidinas derivadas da semente de uva, tém sido utilizadas como agentes de
crosslinking principalmente em estudos da odontologia. O uso de reticuladores de colageno é
proposto para melhorar as propriedades mecanicas da matriz dentaria. O reforco e o
fortalecimento do colageno dentinario por meio da reticulacdo de colageno inter e
intramolecular ajudam a aumentar a resisténcia de unido e a durabilidade da interface
resina/dentina com o tempo contra a degradacdo enzimatica e/ou hidrolitica (GAJJELA et al.,
2017).

Castellan et al. (2011) caracterizaram as propriedades da matriz de dentina tratada com
agentes reticulantes ricos em proantocianidinas e seu efeito nas interfaces de unido dentinaria;
castellan et al. (2013), investigaram a resisténcia de ligacdes resina-dentina biomodificadas por
proantocianidinas; Gajjela et al. (2017), Al-Ammar et al. (2009), Bedran-Russo et al. (2011)
e Aguiar et al. (2014) comparam as alteragdes nas propriedades bioquimicas e biomecanicas
nas matrizes de dentina biomodificada pelas proantocianidinas com outros reticuladores. Todos
incluiram a semente de uva como uma fonte de proantocianidinas.

TendGes bovinos também foram utilizados em experimentos com proantocianidinas

extraidas de semente de uva como agente de reticulagdo de coldgeno. HE et al. (2011)



39

investigaram a estrutura de moléculas e microfibrilas de coléageno tipo | e HAN et al. (2003),
avaliaram a estabilizacdo de matrizes de colageno para bioproteses.

2.4.5 Canela

Cinnamomum deriva da palavra grega “kinnamomon” que significa “especiaria” e
“madeira doce” (KUMAR et al., 2019). O género Cinnamomum (familia Lauraceae) foi
descrito por Schaeffer, Jacob Christian (H. von) Schaeffer, no ano de 1760, e contém mais de
300 arvores aromaticas perenes e arbustos de 10 a 15 m de altura, encontradas nas regides
tropicais e subtropicais, frequentemente na Asia e algumas na América do Sul e Central e na
Australia (KUMAR et al., 2019; NABAVI et al., 2015).

As folhas sdo ovais-oblongas e 7-18 cm de comprimento, as flores sdo de cor esverdeada
e dispostas em paniculas e a fruta € uma baga roxa de 1 cm com uma Unica semente. Distribui-
se por florestas tropicais em Vvérias altitudes, desde encostas de terras altas até florestas de terras
baixas, incluindo lugares pantanosos e em solos bem drenados. No entanto, sdo mais raras em
latitudes com condicBes climaticas sazonais (KUMAR et al., 2019).

Quatro espécies tém grande importancia econdémica por seus multiplos usos culinarios
como especiarias comuns em todo o mundo: Cinnamomum verum J. Pres| (canela verdadeira,
canela do Sri Lanka ou canela do Ceil&o, sin6nimo: Cinnamomum zeylanicum), Cinnamomum
loureiroi Nees. (canela vietnamita ou Saigon), Cinnamomum burmanni (Nees & T.Nees)
Blume (Java ou canela indonésia) e Cinnamomum aromaticum Nees (sindnimo: Cinnamomum
cassia (L.) Presl, conhecida como canela céssia ou canela chinesa) (KUMAR et al., 2019;
NABAVI et al., 2015).

O termo canela comumente se refere a casca seca de C. verum ou C. aromaticum usada
para a preparacao de diferentes tipos de chocolate, bebidas, doces picantes e licores. Além disso,
a canela é usada em varios pratos salgados, picles, sopas e doces (NABAVI et al., 2015).

Ainda, a casca de C. cassia tem sido usada como medicamento tradicional para tratar
amenorreia, distdrbios gastrointestinais, palpitacdes cardiacas, diarreia, edema, dismenorreia,
artrite reumatoide, impoténcia e diabetes. O extrato aquoso de canela exibe atividades
imunossupressoras, antioxidantes, antiproliferativas, angiogénicas, antinociceptivas e anti-
inflamatorias (CHANG et al., 2021).

Representa uma das principais fontes de compostos fenolicos, e existem varios
metabolitos secundarios e bioativos, como diterpendides, fenilpropandides, flavonoides,
lignanas, sesquiterpendides, proantocianidinas, &cidos cindmicos, cumarinas, acidos
protocatecuicos e outros compostos (CHANG et al., 2021; LIU et al., 2018).



40

Killday et al. (2011) isolaram duas proantocianidinas triméricas, cinamtanino B-1 e
cinamtanino D-1, da casca de C. cassia juntamente com o tetramero parameritanino A-1 e um
tetrdmero n&o relatado anteriormente, denominado cassiatanino A.

Wu et al. (2021) identificaram em C. cassia e C. verum 108 componentes
caracteristicos, incluindo 58 proantocianidinas, 18 alcaloides e 32 outros componentes.

Poucos estudos com espécies de canela como geradores de proantocianidinas para
crosslinking foram realizados. Habilidades de biomodificacédo da dentina por proantocianidinas
triméricas e tetraméricas isoladas da casca de C. verum foram estudadas por Jinga et al. (2022)
e Nam et al. (2020). Extratos de C. verum e C. cassia também foram estudados por Aguiar et
al. (2014) em interagdo com a matriz da dentina, quanto as propriedades mecanicas e
biodegradabilidade.

2.4.6 Cacau

O cacaueiro, Theobroma cacao L., do grego theo (Deus) e broma (bebida) - “bebida dos
deuses”, ¢ a arvore da qual se origina o cacau, uma eudicotiledonea pertencente a familia das
Malvéceas. Endémica das florestas tropicais da Ameérica, esta frutifera foi domesticada ha cerca
de 3000 anos, tornando-se importante fonte econémica pelo fato das sementes serem a matéria-
prima para a producéo de chocolate (ALEXANDRE et al., 2015; KWIK-URIBE, 2005).

Trés variedades principais sdo cultivadas em todo o mundo: Forastero (grau a granel,
baixa qualidade), Criollo (grau fino, qualidade mais alta) e Trinitario (grau fino, hibrido de
Forastero e Criollo). Forasteiro é a variedade mais produzida e utilizada. Seus gréos
correspondem a 80% da producéo total de chocolate, enquanto os graos Trinitario e Criollo
apenas em 10-15% e 5-10%, respectivamente (ESATBEYOGLU et al., 2015).

Os principais produtores de cacau sdo a Costa do Marfim e Gana, pois cobrem 60% de
todo o cacau usado para a producdo de chocolate em todo 0 mundo. No entanto, 0s maiores
fabricantes de chocolate estdo sediados na América do Norte e na Europa, sendo 0s suigos 0s
principais consumidores (8,8 kg/ano/per capita) (MARTIN; RAMOS, 2021). No Brasil, o sul
da Bahia é o principal produtor de améndoas de cacau, sendo responsavel por cerca de 70% da
producdo nacional seguido dos estados do Para e Espirito Santo, com 25 e 3%, respectivamente
(ALEXANDRE et al., 2015).

Embora grande parte do mundo relacione o cacau somente com o chocolate, o cacau
tem uma longa historia de uso como alimento e como medicamento tradicional. Originario do
Novo Mundo e depois adotado pela Europa no século XV1, o cacau e o chocolate foram usados

como veiculos para a administragio de medicamentos, além de serem considerados
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medicamentos por si s6. Sozinho ou em combinagdo com outras ervas, plantas e alimentos, o
foram administrados para tratar uma série de doencas, como disturbios digestivos, dores
cardiacas, inflamacéo e insénia (KWIK-URIBE, 2005).

Nas ultimas décadas, tem havido um crescente interesse em estudar o cacau e seus
derivados como superalimentos, ndo apenas por suas caracteristicas sensoriais Unicas, mas
também por seus compostos nutricionais benéficos a satde humana (CORTEZ et al., 2023). O
cacau constitui uma rica fonte de fibras (40-26%), lipidios (24-10%), proteinas (20-15%),
carboidratos (15%) e micronutrientes (<2%), incluindo minerais (P, Ca, K, Na, Mg, Zn, Cu) e
vitaminas (A, B, E) (MARTIN; RAMOS, 2021). Ainda, diferentes estudos demonstraram que
0 cacau possui efeitos benéficos a saude, contribuindo para a preven¢do de doencas cronicas,
como cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, diabetes, obesidade e
envelhecimento, portanto, essa espécie apresenta amplo potencial para o desenvolvimento de
farmacos e cosméticos (MARTIN; RAMOS, 2017) .

O cacau também contém grandes quantidades de metilxantinas (teobromina e cafeina)
e compostos fendlicos denominados flavanois, que compdem 13,5% dos grdos de cacau ndo
fermentados secos. As procianidinas, depois dos flavan-3-0is, sdo as principais classes de
polifendis no cacau e nos produtos de cacau que Ihes conferem o sabor adstringente e amargo.
O teor de flavan-3-ol e procianidina em varios produtos de cacau varia de 2 a 500 mg/g principal
flavan-3-ol nos grdos de cacau é a ()-epicatequina, que também € a principal unidade de
extensdo das procianidinas diméricas (B2, B5 e B1). Além disso, ocorrem as procianidinas
trimérica C1 e procianidina tetramérica (cinamtanino A2) e outros polifendis em quantidades
menores (luteolina, apigenina, naringenina, quercetina, isoquercitrina, etc.) (ESATBEYOGLU
et al., 2015; MARTIN; RAMOS, 2021; MARTIN; RAMOS, 2017).

As proantocianidinas presentes no cacau ja foram exploradas como agentes
reticuladores de coldgeno em estudos de odontologia restauradora, com objetivo de melhorar
as propriedades biomecéanicas da dentina através da reticulacdo de colageno, reduzindo suas
taxas de biodegradacdo. Segundo estudos de Aguiar et al. (2014) e Castellan et al. (2010),
induziram um aumento significativo no médulo de elasticidade da dentina desmineralizada, e
no estudo de Castellan et al. (2013), forneceram adeséo imediata aprimorada e estabilizacéo

para dentina desmineralizada apos armazenamento prolongado.
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3 OBJETIVOS
GERAL
Avaliar a eficacia de extratos vegetais aquosos como indutores de crosslinking de

colageno na cornea de suinos, visando alternativas ao tratamento do ceratocone.

ESPECIFICOS

Utilizar dados de DSC para avaliar a efetividade do crosslinking pelos extratos vegetais
aquosos;

Avaliar a toxicidade dos extratos vegetais aquosos na coOrneas suinas através de
histologia e microscopia Optica;

Comparar o perfil de desnaturacao e toxicidade das corneas suinas expostas aos extratos
vegetais aquosos com o das corneas ndo tratadas, e das tratadas com crosslinking tradicional;

Reproduzir estudos prévios com acai e barbatimao para padronizacdo medodoldgica;

Verificar a composicao quimica dos extratos vegetais aquosos em estudo.
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