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RESUMO

Os liquens sdo associagBes simbioticas entre fungos, algas e/ou cianobactérias, os quais
produzem diversas substancias a partir do seu metabolismo secundario, com algumas acgoes
farmacoldgicas. O acido barbatico (BAR) é um depsideo isolado de Cladonia salzmannii que
apresenta diversas propriedades bioldgicas (antiviral, antibiotico, antifingico, antipirético e
antiinflamatdrio). Todavia seu uso na terapéutica é limitado devido sua baixa hidrofilicidade.
As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos capazes de interagir com moléculas
hidrofobicas, formando complexos de inclusdo promovendo assim um aumento na
solubilidade. O objetivo deste trabalho foi preparar complexos de inclusdo entre o acido
barbatico e 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina (BAR-HP-y-CD), incorporar em gel tdpico e
avaliar a contracdo de feridas cutaneas induzidas em ratos. O diagrama de solubilidade de
fases foi obtido a partir da concentracdo do &cido barbatico em funcéo da concentracdo de
HP-y-CD. O complexo de inclusdo foi preparado por liofilizacdo. O acido barbatico em
suspensdo e complexos de incluséo (BAR-HP-y-CD) foi incorporado em formulagdes semi-
solidas tipo gel de natrosol. Estudos in vivo do processo de reparo tecidual foi realizados em
ratos machos Wistar. O diagrama de solubilidade de fases resultou em uma curva do tipo
linear, onde se comprovou que o &cido barbatico em presenca de 100 mM de HP-y-CD
aumenta 45 vezes sua solubilidade em agua. O complexo de inclusdo preparado apresentou
um rendimento de 98 % e um teor de 95 % * 0, 021% do &cido barbatico. A evolugédo das
feridas produzidas nos animais durante o tratamento demonstrou a presenca de crosta,
aumento da proliferacdo fibroblastica e proliferacdo vascular, culminando com uma evidente
reepitelizacdo e colagenizacdo. O &cido barbatico demonstrou, neste estudo, ser capaz de

auxiliar no processo de regeneracéo tecidual.

PALAVRAS CHAVE: liquens; acido barbatico; reparo tecidual



ABSTRACT

Lichens are symbiotic associations between fungi, algae and / or cyanobacteria, which
produce various substances from their secondary metabolism, with some pharmacological
actions. Barbatic acid (BAR) is a depside isolated from Cladonia salzmannii which has
biological properties (antiviral, antibiotic, antifungal, antiinflammatory and antipyretic).
However its use in therapy is limited due to its low hydrophilicity. Cyclodextrins are cyclic
oligosaccharides capable of interacting with hydrophobic molecules to form inclusion
complexes thus promoting an increase in solubility. The objective of this work was to prepare
inclusion complexes between the barbatic acid and 2-hydroxypropyl-y-cyclodextrin (BAR-
HP-y-CD), incorporated into topical gel and to evaluate the contraction induced skin wounds
in rats. The solubility phase diagram was obtained from barbatic acid concentrations
depending on the concentration of HP-y-CD. The inclusion complex was prepared by
lyophilization. Barbatic acid in suspension and inclusion complexes (BAR-HP-y-CD) was
incorporated in such formulations semisolid gel natrosol. Study gel in vivo tissue repair
process was performed in male Wistar rats. The solubility phase diagram resulted in a curve
of the linear type, which proved that barbatic acid in the presence of 100 mM increases of HP-
v-CD 45 times its solubility in water. The inclusion complex prepared showed a yield of 98%
and a content of 0 £ 95%, 021% of the barbatic acid. The evolution of the wounds produced
in the animals during treatment showed the presence of crust, increased fibroblast
proliferation and vascular proliferation, culminating with an evident reepithelialization and
collagen. Barbatic acid demonstrated in this study be able to assist in the process of tissue

regeneration.

KEY WORDS: lichens; barbatic acid; tissue regeneration
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1. Introducéo

Na presenga da luz, os liquens produzem uma variedade de produtos altamente
complexos e peculiares com propriedades biologicas diversas. Estas substancias vém
despertando grande interesse de pesquisadores em diversas areas como farmacologia,
microbiologia e indUstria de cosméticos. A eficiéncia de tais compostos justifica pesquisa por
novas substancias liquénicas. Recentes pesquisas revelam que os metabdlitos secundarios de
liguens exibem atividades interessantes e podem ser Uteis como antivirais, analgésicos e
antipiréticos. (PIOVANO et. al., 2002). E também sdo considerados bons filtros solares, por

absorverem radiacdes ultra-violetas (RANCAN et.al., 2002).

O é&cido barbatico é um depsideo isolado de Cladonia salzmannii com férmula
quimica (C19H2007), formado por dois anéis aromaticos interligados entre si por uma ligacao
éster. Um dos anéis, apresenta um grupo carboxilico (HUNECK e YOSHIMURA, 1996;
HONDA e VILEGAS, 1998). Tém uma massa molecular de 360 Kd e uma limitada
solubilidade na maioria dos solventes organicos, sendo solivel em éter, acetona e
cloroférmio. Seus cristais possuem cor amarelo-palido em forma de pequenas agulhas, com
ponto de fusdo de 187°C (EDWARDS;NEWTON;WYNN-WILLIAM. 2003). Dentre as
atividades bioldgicas citados na literatura, destacam-se os efeitos antiviral, antibidtico,
antifingico (PERRY et al., 1999; PIOVANO et al., 2002), inibidor do crescimento de plantas
superiores e inibidor enziméatico (HUNECK & YOSHIMURA, 1996).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos conhecidos por sua habilidade de incorporar
moléculas apolares, ou parte delas, dentro de sua cavidade hidrofdbica, constituindo uma
verdadeira incorporagdo molecular. O complexo obtido exibe novas caracteristicas fisico-
quimicas quando comparado as moléculas livres; com a complexacdo pode ser visualizados
uma melhoria na estabilidade, maior hidrossolubilidade e biodisponibilidade e redugdo dos
efeitos indesejaveis de compostos lipofilicos (DEL VALLE, 2004; DEVARAKONDA et al.,
2005).

O desenvolvimento de formulagdes semi-solidas transdérmicas é uma estratégia
interessante para o transporte de diversas classes de farmacos, tanto hidrofilicos quanto

lipofilicos, representando uma alternativa para superar aspectos relacionados as caracteristicas
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farmacocinéticas e farmacodindmicas de diversos medicamentos quando utilizados por outras
vias (TEICHMANN et al., 2007).

A cicatrizacdo de ferimentos tem recebido muita atencdo por parte dos profissionais de
salde, campo este que vem se destacando com o crescente aumento de desenvolvimento de
formulacgdes de uso tdpico (KINCAID, 2002; HELMKE, 2004). Uma vez que, a aplicacdo
destas preparagdes pode produzir resultados positivos em tratamentos de fissuras anais,

Ulceras venosas e diabéticas e cicatrizes hipertréficas (HELMKE, 2004).

O objetivo deste trabalho consiste em melhorar a hidrosolubilidade do acido barbatico
através da preparardo de complexos de inclusdo com a 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina,
incorporar este complexo em formulacGes semi-sélidas tipo gel e avaliar no tratamento de

feridas cutaneas induzidas em ratos Wistar.

2. Objetivos

2.1 Geral

Avaliar o efeito do acido barbatico de Cladonia salzmannii no tratamento de feridas

cutaneas induzidas em ratos Wistar.

2.2 Especificos

e Coleta da Cladonia salzamannii Nyl;

e Extracdo, isolamento, purificacdo e identificacdo do acido barbatico;

e Auvaliar a solubilidade de fases do acido barbatico em 2-hidroxipropil-y-
ciclodextrina (HP-y-CD);

e Preparar complexos de inclusdo formados por acido barbatico- hidroxipropil-y-
ciclodextrina (BAR: HP-y-CD);

e Desenvolver formulagdes topicas do tipo gel contendo o &cido barbatico e
complexos de inclusédo (BAR: HP-y-CD);

e Estudo in vivo do processo de reparo tecidual submetido em ratos Wistar.
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3. Revisdo de Literatura

3.1 Liquens

Os liquens s&o organismos simbidticos compostos por fungos (microbionte) e uma ou
mais algas e/ou cianobactérias (fotobionte) (NASH I11, 1996). Calcula-se que existem cerca
de 13.500 espécies (aproximadamente 600 géneros) de fungos liquenizados, o que
corresponde a 20% dos fungos conhecidos (HAWKSWORTH e HILL, 1984; SMITH e
DOUGLAS, 1987). A grande maioria (98%) dos fungos liquénicos correspondem aos
Ascomicetos e 47% desses sdo liquenizados. Os Deuteromicetos ou fungos imperfeitos
representam apenas uma dezena de géneros, ou pouco mais. Os Basidiomicetos formam
diversas associacfes semelhantes a liquens em regibes tropicais e sdo encontrados com algas
azuis. Algumas especies do género Dictyonema ocorrem como Basidiomiceto liquenizado
(HAWKSWORTH e HILL, 1984). Algas mais comuns encontradas em associagdo sdo as
cloroficeas e destas a mais frequente sdo do género Trebouxia, em aproximadamente 70% dos
géneros de liquens. Além desse, ocorrem também espécies de Coccomyxa e Trentepohlia.

Entre as cianobactérias, as mais comuns sdo a Nostoc e Scytonema (AHMADJIAN, 1967).

Estas substancias vém despertando grande interesse de pesquisadores em diversas
areas como farmacologia, microbiologia e indUstria de cosméticos, dentre outras. A eficiéncia
de tais compostos justifica pesquisa por novas substancias liquénicas. Recentes pesquisas
revelam que os metabolitos secundarios especificos de liquens exibem as mais variadas
atividades tais como: antivirais, analgésicos e antipiréticos (PIOVANO, 2002). Também sao
considerados bons filtros solares, por absorverem radiagdes ultravioletas (RANCAN et al.,
2002). A identificacdo de liquens em nivel de género e espécie tem sido conduzida pela
anélise morfoldgica, reacdes de coloracdo no talo, cromatografia, microcristalizacdo e em

alguns casos analises por espectrometria de massas de micro-extratos.

Estudos sistematicos de substancias resultantes do seu metabolismo secundario
tiveram inicio a partir dos trabalhos de Bebert em 1831, Alms em 1832 e Knopp em 1844, os
quais isolaram os acidos vulpinico (Letraria columbina), picroliquénicos e usnico Cladonia

substellata Vainio) respectivamente, de algumas espécies liquénicas ( ALMS, 1832).

Em geral, uma espécie pode ocorrer de um a trés ou mais em alguns casos, compostos

resultantes do metabolismo secundario. Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente 630
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compostos provenientes do metabolismo secundério de liquens. Séo &cidos alifaticos, meta e
para-depsideos, depsideos, ésteres benzilicos, dibenzofuranos, xantonas, antroquinonas,
acidos usnicos, terpenos e derivados do acido pulvinico (HONDA & VILEGAS,1998). A
concentracdo destes metabolitos secundarios pode variar de 0,1 a 10% em relacdo ao peso
seco do talo embora em alguns casos essa concentragdo possa ser mais alta (HALE, 1983;
GALUN;SHOMER-ILAN.1988; HUNECK, 1973).

3.2 Acido barbatico: generalidades e propriedades bioldgicas

O &cido barbéatico tem uma massa molecular de 360 Kd e uma limitada solubilidade na
maioria dos solventes organicos, sendo soluvel em éter, acetona e cloroférmio. Seus cristais
possuem cor amarelo-palido em forma de pequenas agulhas, como ponto de fusdo de 187 °C
(EDWARDS; NEWTON; WYNN-WILLIAMS 2003).

Dentre as atividades bioldgicas citadas na literatura, destacam-se os efeitos antiviral,
antibiotico, antifungico (PERRY etal., 1999; PIOVANO etal.,, 2002), inibidor do
crescimento de plantas superiores e inibidor de enzimatico (HUNECK & YOSHIMURA,
1996). Huneck & Yoshimura (1996) destacam a segui

nte estrutura quimica para o acido barbatico:( Figura 1).

Me Me
8

Figura 1. Estrutura quimica do &cido barbatico (HUNECK & YOSHIMURA, 1996).
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3.3 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas tém sido utilizadas no desenvolvimento de novos sistemas
terapéuticos com a finalidade de aumentar a incorporacéo de farmaco, estabiliza-lo, modelar a
liberacdo e até vetoriza-lo para determinada populacao celular (LOFTSSON e BREWSTER,
1996).

Para uma determinada funcéo bioldgica ocorrer, em nivel de receptores ou enzimas, ha
a formagdo de um complexo “pequena molécula-macromolécula”, uma nova entidade
quimica, envolvendo a formacédo de interacbes de natureza variada (hidrofobicas, de Van der
Waals, dipolo-dipolo, hidrogénio, transferéncia de carga, etc.). Também no reconhecimento
molecular se forma um complexo e se tal formacdo implica a entrada da pequena molécula,
pelo menos parcialmente, para o interior da macromolécula ndo bioldgica a nova entidade
quimica formada é designada de “complexo de inclusao” (ITO et.al., 1988).

As ciclodextrinas (CDs) se tornaram nos ultimos anos um cobicado alvo de pesquisa
em diferentes areas de aplicagdo, com especial interesse no ambito farmacéutico, onde se
publicaram mais de 20.000 trabalhos cientificos e cerca de 8.000 patentes foram registradas,
segundo a base de dados Scifinder Scholar (AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, 2006).
Nos ultimos tempos, tem-se verificado a presenca de varios sistemas de liberagcdo disponiveis
no desenvolvimento de produtos para a pele.

Apesar de serem consideradas como uma nova classe de excipientes farmacéuticos, as
CDs ja desde 1891 eram conhecidas. Schardinger, em 1903, foi o responsavel pela primeira
descricdo detalhada da preparacdo e isolamento destes oligossacarideos ciclicos. A primeira
patente com CDs foi registrada em 1953 por Freudenberg;Cramer;Plieninger e ja inferia sobre
sua possivel utilizacdo em medicamentos baseada na sua capacidade de incrementar a
solubilidade e estabilidade de farmacos (FREUDENBERG;CRAMER;PLIENING 1953).

A ciclodextrina consiste numa molécula de glicose de forma anelar, criada em 1993, na
Universidade de Osaka, no Japdo. Consiste, geralmente, em 6 a 8 moléculas de glicose ligadas
entre si num anel, deixando um espago no seu centro de 4,5 a 8 angstroms, capaz de suster
uma pequena molécula como a do benzeno. As ciclodextrinas sdo muito utilizadas como
aditivos alimentares, em cépsulas de farmacos, como agentes de separagdo de moléculas ou
ions e como catalisadores em reacgdes quimicas. Estas moléculas podem ser unidas de modo a

formarem um tubo ainda menor do que o do ADN, e 0 seu comprimento e didmetro podem
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ser controlados. Poderiam, hipoteticamente, ser utilizadas na producdo em grande escala de
sistemas integrados de computadores.

Ciclodextrinas sdo oligossacarideos cristalinos, sollUveis em &gua, ciclicos, néo
redutores, construidas a partir de seis, sete ou oito unidades de glicopiranose. Todos 0s grupos
hidroxila das ciclodextrinas sdo orientados para fora do ringue, enquanto o oxigénio
glicosidico e dois anéis de atomos de hidrogénio ndo-trocéveis sdo direcionados para o
interior da cavidade. Esta combinacdo da as ciclodextrinas uma cavidade hidrofdbica interior
e um exterior hidrofilico. A cavidade interna hidrofébica fornece a capacidade de formar
complexos de inclusdo com uma variedade de moléculas hidrofébicas, por exemplo,
compostos aromaticos, alcoois, haletos, acidos graxos, ésteres, etc. (DEVARAKONDA et al.;
2005).

Ciclodextrinas tém uma forma truncada especifica: um cilindro apertado cénico com
um exterior hidrofilico (devido a presenca de radicais hidroxila) e uma cavidade hidrofébica
de um tamanho especifico. Geralmente 6-8 unidades de acUcar. Existem trés tipos de
ciclodextrinas: Os mais comuns séo as ciclodextrinas alfa, beta e gama de seis (a), sete (), ou
oito unidades (y) anidroglucose na estrutura do anel. Entre elas, ciclodextrina beta é
principalmente a mais utilizada (HAMILTON; PARK; HEADY1970).(Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica da ciclodextrina (A) e desenho esquematico (B) mostrando a
cavidade hidrofobica, a posicdo das hidroxilas primarias e secundarias e suas dimensoes:
altura (H), diametro interno (DI) e diametro externo (DE) (CHALLA et al., 2005; DEL
VALLE, 2004).

Quando modificadas quimicamente as ciclodextrinas apresentam um aumento
substancial na solubilidade e propriedade de inclusdo de compostos lipofilicos. Esta

propriedade de complexagdo consiste em um fendmeno molecular em que geralmente apenas
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uma molécula hospede interage com a cavidade de uma molécula de ciclodextrina para tornar-
se aprisionado e formar uma associa¢do estavel. Moléculas ou grupos funcionais que sao
menos hidrofilicos do que a agua pode ser incluida na cavidade de ciclodextrina na presenca
de 4gua (CARDELLO & CELESTINO, 1996).

As ciclodextrinas oferecem diversas aplicagfes em varios setores, tais como alimentos,
produtos farmacéuticos, industriais, cosmeéticos e diagnosticos. As ciclodextrinas como
hidroxipropil B e vy-ciclodextrina sdo exemplos desses ciclodextrinas quimicamente
modificadas.

As CDs sdo potencialmente interessantes quando se deseja a estabilizacdo de um
farmaco (LOFTSSON & BREWSTER, 1996; FERIOLI et.al., 2001) Assim sabendo que, a

ciclodextrina pode ser modificada, pode-se utilizar-la como complexo de incluséo.

3.3.1 Complexos de incluséo

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos solGveis em agua que possuem a
capacidade de formar complexos de inclusdo reversiveis com moléculas apolares,
incrementando a forma exponencial sua solubilidade aquosa. A capacidade de encapsular
farmacos proporciona importantes incrementos na biodisponibilidade e estabilidade de
inimeros farmacos (LOFTSSON & BREWSTER,1996; SZEJTLI,1988).

Para que ocorra a complexacdo, a "molécula hdspede" deve caber, pelo menos
parcialmente, na cavidade de ciclodextrina. No tamanho da cavidade, bem como modificacfes
quimicas é possivel determinar a afinidade da ciclodextrinas as varias moléculas. No caso de
algumas moléculas de baixo peso molecular, mais de uma molécula hospede pode caber
dentro da cavidade. Ao contrario, moléculas de alto peso molecular podem vincular mais de
uma molécula de ciclodextrina. Um dos exemplos interessantes de reconhecimento molecular
artificial ¢ a formacdo de complexos de inclusdo entre moléculas variadas, nomeadamente
farmacos, e as ciclodextrinas (LOFTSSON & BREWSTER, 1996; SZEJTLI, 1988). O
interior das ciclodextrinas é de natureza hidrofébica enquanto os bordos e o exterior, contendo
grupos hidroxilas, conferem um carater hidrofilico a esse ambiente (LOFTSSON &
BREWSTER, 1996; SZEJTLI, 1988).
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Conforme Cardello & Celestino (1996), um bom agente encapsulante deve apresentar
as seguintes propriedades: estabilidade em emulsdo, boa capacidade de formacao de pelicula,
baixa hidrofobicidade, baixa viscosidade, gosto suave, auséncia de aroma e baixo custo. As
ciclodextrinas apresentam grandes vantagens no que diz respeito a encapsulagdo molecular:
permitem encapsular grande nimero de compostos; apresentam modificacdes vantajosas nas
propriedades fisicas e quimicas das moléculas encapsuladas e o metodo utilizado é barato e

simples.

A formagédo de compostos de inclusdo de B e y-ciclodextrinas com 06leos essenciais de
liméo, laranja e camomila foram estudados. Os Gleos de limdo e de laranja resultaram na
unido com P e y-ciclodextrina. A industria cosmética e farmacéutica utiliza a formacéo de
complexos de ciclodextrinas com o objetivo de melhorar as caracteristicas do produto final
(solubilidade, estabilidade e fotoestabilidade), assim como para facilitar a absorcdo e
liberagdo dos principios farmacologicamente ativos (PERSECA et.al., 1979). A encapsulacdo
entre farmacos e CDs, tais como nifedipina, ciclosporina e tamazepan foram realizados com
grande sucesso (MENDES, 1994).

3.4 Géis para uso tépico

Segundo os autores (BARRY, 2001; KENDAL; CHONG; COCK 2007) a via topica
tem sido considerada como uma alternativa de interesse para a administracdo de farmacos,
visto que, estas terapias apresentam boa aceitacdo por parte dos pacientes (TORSIELLO e
KOPACKI 2000; ISRAEL, 2003). O desenvolvimento de formulacdes é uma estratégia
interessante para transportar farmacos cuja acdo € na propria pele, representando uma
alternativa para superar aspectos indesejados relacionados as caracteristicas farmacocinéticas

e farmacodinamicas dos farmacos.

A pele, que constitui a principal interface biol6gica entre o organismo humano e o
meio ambiente (HADGRAFT, 2001; MARQUELE-OLIVEIRA, et.al., 2007; WILLIAMS,
2006; CEVEC e VIERL, 2007; SILVA, 2007), apresenta fundamental importancia na
manutencdo da homeostase, atuando no controle de perda de agua, protecdo contra agentes
quimicos e fisicos provenientes do meio ambiente (HADGRAFT, 2001; SILVA, 2007). Em

funcdo destas propriedades, a pele representa a principal barreira a ser vencido pelos
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farmacos, principalmente, devido & sua camada mais externa, o estrato cdérneo (EC)
(HADGRAFT, 2001; WILLIAMS, 2006; CEVEC e VIERL, 2007). O EC é um tecido
queratinizado e se comporta como uma membrana artificial semipermeavel. As moléculas das
substancias ativas, geralmente, penetram essa membrana por difusdo passiva. Assim, a
velocidade de difusdo de um farmaco através dessa camada da pele depende da concentracdo
do mesmo no veiculo, de sua solubilidade, do coeficiente de difusdo e do coeficiente de
particdo entre 0 EC e o veiculo. As substancias que tém caracteristicas de solubilidade tanto
em agua quanto em lipidios sdo boas candidatas a difusdo através do EC, bem como nas
camadas epidérmica e dérmica (SURBER, et.al., 1990, FREITAS, 2005).

A capacidade auto-regenerativa € um fendmeno universal nos organismos Vivos.
Diante de mecanismos involutérios que o tecido lesionado passa 0s cientistas vem
pesquisando forma para auxiliar nesse processo regeneracao tecidual lancam méo de produtos
e métodos que poderdo contribuir para o objetivo final. O reparo completo de tecidos resulta
de alternancias sucessivas de reacdes anabdlicas e catabdlicas que tém os leucocitos como um

de seus mais importantes protagonistas.

Sendo assim, o desenvolvimento de formulagBes transdérmicas é uma estratégia
interessante para o transporte de diversas classes de farmacos, tanto hidrofilicos quanto
lipofilicos, representando uma alternativa para superar aspectos relacionados as caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodinamicas de diversos medicamentos quando utilizados por outras
vias (TEICHMANN, et.al., 2007; BADRAN; KUNTSCHE; FAHR 2009). Nesse sentido, em
um mundo cada vez mais globalizado e competitivo, a eficicia terapéutica dos medicamentos
de liberacdo transdérmica tem chamado A atencdo da sociedade contemporanea (BADRAN;
KUNTSCHE; FAHR 2009). A utilizagdo da via transdérmica oferece vantagens em diversas
circunstancias quando comparada as outras vias de administracdo. Segundo Zhao; Brown;
Jones (2009a) descrevem que farmacos de diversas classes tém sido incorporados em formas
farmacéuticas para serem administrados pela via transcutanea, entre 0s quais a heparina, a
lidocaina e muitos hormonios sexuais que tém sido incorporados em aerossoéis, além da

betametasona e do minoxidil, que sdo incorporados sob a forma de espumas.

Outros pesquisadores fazem colocag6es consideraveis como a de Leal et.al., (2008), a
isotretinoina, um retindide usado no tratamento da acne nodulocistica, apresenta severas

reacOes adversas advindas do uso pela via oral, tais como teratogenicidade, irritacdo cutanea,
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depressdo nervosa, aumento dos &cidos graxos livres no sangue e complicagbes pulmonares,

sendo esses efeitos minimizados quando é administrada pela via cutanea.

Oliveira (2008) relata que farmacos que apresentam uma elevada hidrofilia, quando
incorporados em formulagOes destinadas a permeacdo da via cutanea, terdo dificuldade em
penetrar o estrato cdrneo. Por outro lado, se apresentar elevada lipofilia, tera tendéncia a ficar
retido. Por esse motivo, é importante que o farmaco ndo apresente um grau de lipofilia muito
elevado, mas que o seu equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) permita a sua parti¢cdo, o que
acontece quando o seu coeficiente de particdo situar-se entre cerca de 1 a 3mn (OLIVEIRA,
2008). Como se pode observar, a natureza de alguns farmacos influencia diretamente o

processo de permeacéo cutanea.

Diversas estratégias tém sido pesquisadas e os modernos estudos farmacéuticos
apontam para o uso de promotores de permeacéo, bem como o emprego da nanotecnologia no
desenvolvimento e producdo de sistemas de liberacdo de farmacos com capacidade de
promover sua permeacdo através da pele (SILVA, et.al., 2010). Os desafios implicados no
desenvolvimento de formas farmacéuticas transdérmicas sdo direcionados, sobretudo, a
favorecer da eficiente liberacdo e permeacdo dos principios ativos através das camadas da
pele, que se apresentam como barreira a penetracdo de farmacos. Sobre isso, destacando-se
novas formas farmacéuticas, como as microemulsdes e formulag¢bes semi-solidos tio gel, que
apresentam propriedades fisico-quimicas e parametros farmacotécnicos adequados para 0 uso
transdérmico (SILVA et.al., 2009; ZHAO et.al., 2009b).

As formulacbes semi-sélidas ou hidrogéis podem sob a forma de gel transparente,
amorfo ou placa. As placas sdo geralmente compostas por agua, propileno glicol e

carboximetil celulose ou agua e polivinilpirrolidona.

Existem ainda os hidrogéis que possuem associacdo com alginato, o que Ihes confere
capacidade de maior poder de absor¢do e desbridamento quimico, indicados para feridas com

tecido necrético e com tecido desvitalizado.

O Elasto-gel possui em sua formulacéo 65% de glicerina e 17,55% de &gua destilada,
o que lhe confere alto poder bacteriostatico e fungicida. Sao utilizados em feridas secas ou
com pouco exsudato, com necrose, pois auxilia na remoc¢éo de crostas. Quando associado ao

alginato, pode ser utilizado em feridas com moderado exsudato; feridas limpas, superficiais,
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como laceracdes, cortes, abrasdes; areas doadoras e receptoras de enxerto; Ulceras diabéticas e

Ulceras de pressdo (arteriais, venosas e mistas); queimaduras de primeiro e segundo grau.

3.5 Reparos teciduais: processo de cicatrizacao

Segundo Ansel, Popovich e Allen (2007), a resposta bioldgica a um farmaco é
resultado de sua interacdo com os receptores celulares ou sistemas enzimaticos importantes, e
decorrem de uma alteracdo dos processos bioldgicos anteriores a administragdo do farmaco. A
magnitude da resposta bioldgica relaciona-se com a concentracdo que o farmaco atinge em
seu local de acdo, e essa concentracdo depende da dose administrada, da quantidade absorvida
e da distribuicdo no local, e da velocidade e da quantidade eliminada do corpo. A constituicdo
fisica e quimica do farmaco, particularmente a solubilidade lipidica, o grau de ionizagdo e o
tamanho molecular determinam, em grande parte, sua capacidade de produzir sua atividade
bioldgica.

A capacidade auto-regenerativa € um fendmeno universal nos organismos vivos. Nos
organismos unicelulares, esta restrita a presenca de enzimas responsaveis pela recuperacao de
elementos estruturais (como os constituintes do citoesqueleto, membranas e paredes celulares)
e de moléculas de alta complexidade (como proteinas de elevada complexidade estrutural,
RNAs e 0 DNA) (BALBINO; PEREIRA; CURI 2005).

Existem dois tipos de cicatrizagdo: a cicatrizacdo por primeira intencdo e a
cicatrizacdo por segunda intencdo. A diferenca basica entre estes dois tipos € a intensidade (de
organizacdo, de reparacao, de formacdo de cicatriz). Um exemplo classico de cicatrizacdo por
primeira intencdo € quando é feito um corte na pele durante uma cirurgia e os bordos da ferida
sdo aproximados (por exemplo, com pontos). A perda de tecido neste caso € muito pequena, e
dai ha menos organizacdo, menos formacdo de tecido conjuntivo. Uma cicatrizacdo por
segunda intengdo é quando a ferida é muito grande, os bordos da ferida ndo sdo aproximados,
vai haver mais organizacdo, mais deposi¢cdo de colageno, mais formacdo de cicatriz
(SCHMIDT, 2006).

A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentagdo e a reconstituicdo do

tecido. Tal evento € um processo dindmico que envolve fenbmenos bioquimicos e fisioldgicos
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que se comportem de forma harmoniosa a fim de garantir a restauragéo tissular (BALBINO;
PEREIRA; CURI 2005).

Conforme Mendoncga e Coutinho-Netto (2009), o processo de cicatrizacdo ocorre em
trés estagios: inicialmente um estagio inflamatorio, seguido por um de proliferacdo e
finalizando com o reparo em um estagio de remodelacdo. Também s&o relatos de Mendonga e
Coutinho-Netto (2009), uma classificagdo de uma forma mais completa dividindo o processo
em cinco fases principais: coagulacdo, inflamacdo, proliferacdo, contracdo da ferida,

remodelacdo.

Coagulacao

A formacdo do coagulo serve ndo apenas para coaptar as bordas das feridas, mas
também para cruzar a fibronectina, oferecendo uma matriz provisoria, em que os fibroblastos,
celulas endoteliais e queratindcitos possam ingressar na ferida (MANDELBAUM; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Inflamacéo

O macrofago é a ceélula inflamatoria mais importante dessa fase. Permanece do
terceiro ao décimo dia. Fagocita bactérias, desbrida corpos estranhos e direciona o
desenvolvimento de tecido de granulacdo. O uso de laser de baixa energia em pele de ratos
favorece a cicatrizacdo. Alta atividade fagocitaria dos macréfagos é observada ap6s trauma
(PETROVA; KORTNER; SCHMIDT 1992). Sintetizada por uma variedade de células como
fibroblastos, queratinocitos e células endoteliais, ela adere, simultaneamente a fibrina, ao
colageno e a outros tipos de células, funcionando assim como cola para consolidar o coagulo
de fibrina, as células e os componentes de matriz (MOSHER e FURCHT, 1981).
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Proliferacéo

A primeira das fases da proliferacdo é a reepitelizacdo. Faz-se a migracdo de
queratinocitos ndo danificados das bordas da ferida e dos anexos epiteliais, quando a ferida é
de espessura parcial, e apenas das margens nas de espessura total. Fatores de crescimento sdo
0S provaveis responsaveis pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio
(CHRISTOPHER, 1972).

A segunda fase da proliferacdo inclui a fibroplasia formacdo da matriz, que é
extremamente importante na formagdo do tecido de granulagdo (colecdo de elementos
celulares, incluindo fibroblastos, células inflamatorias e componentes neovasculares e da
matriz, como a fibronectina, as glicosaminoglicanas e o colageno). Inicialmente as células
endoteliais migram para a area ferida, a seguir ocorre proliferacdo das células endoteliais,
acesso para as células responsaveis pelas proximas fases (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

Contracéao da ferida

E o movimento centripeto das bordas da ferida (espessura total). As feridas de
espessura parcial ndo contam com essa fase. Uma ferida de espessura total tem contracédo
mesmo quando ha enxertos, que diminuem em 20% o tamanho da ferida (STEGMAN et al,
1982). Em cicatrizes por segunda inten¢do a contracdo pode reduzir 62% da area de superficie
do defeito cutaneo (LAWRENCE; COMAISH; DAHL 1986).

Remodelacéo

Essa € a Gltima das fases; ocorre no colageno e na matriz; dura meses e é responsavel
pelo aumento da forca de tenséo e pela diminui¢do do tamanho da cicatriz e do eritema. A
neovasculatura diminui, e tardiamente a cicatriz € considerada avascular. Uma cicatrizacéo
normal tem aproximadamente 80% da forca de tensdo da pele normal, ndo é volumosa e €
plana (MANDELBAUM ; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

A matriz extracelular € um elemento muito importante durante a reparagéo celular e
que precisa de se manter integro para que ocorra regeneracao. Esta consiste basicamente, em
proteinas estruturais fibrosas (que incluem varios tipos de colageno e glicoproteinas de

adesdo), e numa matriz intersticial constituida por proteoglicanos. A matriz extracelular tem
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um papel muito importante na estimulacdo da proliferagéo e diferenciacdo celular, direciona a
migracdo celular entre os tecidos e permite a adesdo das celulas aos tecidos. As células
parenquimatosas ligam-se a matriz extracelular através de integrinas. Assim, as integrinas,
medeiam o contacto entre as células e a proteinas da matriz (colageno e fibronectina) e
permitem também a transmissdo de estimulos da matriz para o nucleo da célula. Estes
estimulos induzem proliferacdo, diferenciacdo e sintese de proteinas que interferem na
migracao celular. Para que se processe a reparacao, regeneracdo e cicatrizacao sdo essenciais
a comunicacao entre as células do parénquima e os elementos da matriz (MANDELBAUM,;
DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Devido a grande proliferacdo celular e a desorganizada secrecdo de matriz extracelular
é essencial a existéncia de um processo que organize a cicatriz, processo denominado
remodelacdo. Este processo € regulado por metaloproteinases (metalo, porque sao
dependentes de metais para funcionar, como 0 zinco) e a sua fungdo é a degradacdo do
coladgeno. Os TIMPs (tissue inhibitors of metaloproteinase) sdo ativados conjuntamente com
as metaloproteinases, e sua funcdo é regular o desempenho destas. Para além dos TIMPs,
existem outros inibidores das metaloproteinases, como o TGF- beta (Fator de crescimento
transformador beta) e os corticosterdides. Por outro lado, o PDGF (Fator de crescimento
derivado das Plaquetas), o IGF (fator de crescimento semelhante a Insulina), as citosinas
(interleucinas e TNF (fator de crescimento neutrdfilo)) estimulam a sintese das
Metaloproteinases (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Segundo Ayello e Franz (2003), o sucesso no tratamento de feridas depende mais da
competéncia e do conhecimento dos profissionais envolvidos, de sua capacidade de avaliar e
selecionar adequadamente técnicas e recursos, do que da disponibilidade de recursos e
tecnologias sofisticadas.

Agentes topicos sdo aqueles aplicados diretamente sobre o leito da ferida ou
destinados a limpeza ou protecdo da area em seu redor. Curativo, também chamado por
alguns autores de cobertura, é o recurso que cobre uma ferida, com o objetivo de favorecer o
processo de cicatrizagdo e protegé-la contra agressdes externas, mantendo-a Umida e

preservando a integridade de sua regido periférica (DEALEY, 2001).
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3.6 Uso de produtos naturais no tratamento de feridas

Um novo enfoque vem sendo proposto para o tratamento de diversas lesGes cutaneas
causadas por injurias ou processo patologico a partir de substancias que atuam modificando a
respostas no processo de cicatrizacdo. Diversos estudos vém sendo analisados frente a
diversos modificadores da resposta biolégica (MRB) proveniente de diversas fontes naturais e
mecanismos de acdo que se encontram presentes nestes agentes cicatrizantes (HAN et al,
1999).

No tratamento de feridas tem-se intensificado a pesquisa de produtos naturais para
auxiliar a cicatrizacdo, como 0leos essenciais, cumarinas, taninos (EURIDES et al., 1988;
BONDI 1989; SANCHES NETO et al., 1993). Existem diversos relatos sobre a utilizagdo de
extratos de plantas e liquens para o tratamento de diversos tipos de doencas. Entre os liquens
utilizados na medicina popular brasileira Cladonia salzmannii ocupa lugar de destaque
(RIBEIRO, 2007).

Consistindo assim em utilizar-se da resposta da primeira e segunda intencdo para
buscar uma melhora frente a uma determinada enfermidade, diversos estudos vém sendo
analisados frente da diversos modificadores da resposta bioldgica (MRB) proveniente de

varias fontes e mecanismos de acdo que se encontram presentes (HAN et al, 1999)

Do ponto de vista dos usuarios dos servicos de salde, as plantas medicinais sdo vistas
na maioria das vezes apenas como uma alternativa aos elevados custos dos medicamentos
convencionais e ndo como uma opcao terapéutica devido as propriedades curativas das
plantas (NESS; SHERMAN 1999).

O Brasil possui uma das maiores diversidades vegetal do mundo e inUmeras
experiéncias vinculadas ao conhecimento popular das plantas medicinais e tecnologia para
correlacionar o saber popular e cientifico (COUTINHO et al, 2004; ALBUQUERQUE &
HANAZAKI, 2006). No contexto do uso de plantas medicinais, a pratica da fitoterapia vem
recebendo amparo legal significativo nos ultimos anos (RIBEIRO, 2005; SILVA et al, 2006;
CARVALHO etal, 2008; MARLIERE et al., 2008; VEIGA-JUNIOR, 2008).

A exemplo tem-se o acetato de celulose, permeavel ao vapor (Biofill), possui uma
composicdo semipermeavel e semitransparente. Tendo acdo de manter 0 meio Umido, tem

permeabilidade seletiva e sempre tem indica¢Ges para ferimentos de queimaduras, para areas
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doadoras de enxerto. Como todo produto farmacol6gico ou natural tem suas vantagens que é
do tipo fécil aplicacdo e remocéo; pode ser cortado e adaptado; visibilidade, barreira eficaz;
custo baixo. Quantos as desvantagens é que ndo € indicado na ruptura do curativo em regides

de articulacdo, assim como possui baixo poder de absorc¢éo.

Apesar dos grandes avancos verificados nas ultimas décadas ndo s6 na compreensao
acerca dos diversos fatores e fendmenos envolvidos com o processo de reparagdo tissular,
mas, simultaneamente com a crescente pesquisa e a descoberta de novos recursos e
tecnologias para nele intervir, muito ha que ser descoberto, em especial nos paises
subdesenvolvidos, em que ainda sdo elevadas a incidéncia e a prevaléncia de lesdes cronicas,

particularmente as Ulceras.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi preparar complexos de inclusdo com o &cido barbatico e a 2-
hidroxipropil-y-ciclodextrina (BAR-HP-y-CD), incorporar em gel topico e avaliar a contracdo
de feridas cuténeas induzidas em ratos. O diagrama de solubilidade de fases foi obtido a partir
da concentracdo do acido barbatico em funcdo da concentracdo de HP-y-CD. O A&cido
barbatico e o complexo de inclusdo (BAR-HP-y-CD), em suspensdo, foi liofilizado e
incorporado em formulagdes semi-sélidas tipo gel de natrosol. Estudos in vivo do processo de
reparo tecidual foi realizados em ratos machos Wistar. O diagrama de solubilidade de fases
resultou em uma curva do tipo linear, onde se comprovou que o acido barbatico em presenca
de 100 mM de HP-y-CD aumenta 45 vezes sua solubilidade em &gua. O complexo de inclusdo
preparado apresentou um rendimento de 98,03% e um teor de 95,04% + 0, 021% do acido
barbatico. A evolucéo das feridas produzidas nos animais durante o tratamento demonstrou a
presenca de crosta, aumento da proliferacdo fibroblastica e proliferacdo vascular, culminando
com uma evidente reepitelizacdo e colagenizacdo. O acido barbéatico é capaz de auxiliar no
processo de regeneracao tecidual.

Palavras-chave: liquens, &cido barbatico; 2-hidroxipropil-y-ciclodextrinas; cicatrizagéo.
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Abstract

The objective of this study was to prepare inclusion complexes between the acid barbatic and
2-hydroxypropyl-y-cyclodextrin (BAR-HP-y-CD), incorporate into topical gel and to evaluate
the contraction induced skin wounds in rats. The solubility phase diagram was obtained from
the barbatic acid concentration depending on the concentration of HP-y-CD. The inclusion
complex was prepared by lyophilization. The barbatic acid in suspension and inclusion
complexes (BAR-HP-y-CD) was incorporated in such semisolid formulations like gel
natrosol. In vivo studies of the tissue repair process was performed in male Wistar rats. The
solubility phase diagram resulted in a curve of the linear type, which proved that barbatic acid
in the presence of 100 mM of HP-y-CD increases 45 times its solubility in water. The
inclusion complex prepared showed a yield of 98.03% and a content of 95.04% + 0.021% of
acid barbatic. The evolution of the wounds produced in the animals during treatment showed
the presence of crust, increased fibroblast proliferation and vascular proliferation, culminating
with an evident re-epithelialization and collagen. The barbatico acid is able to assist in the

process of tissue regeneration.

Keywords: lichens, barbatic acid, 2-hydroxypropyl-y-cyclodextrin; healing.
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1. Introdugéo

A interacdo do liqguen com o meio ambiente depende, sobremaneira, do microclima da
area e da pureza do ar, visto que a umidade atmosférica é fator crucial para sua sobrevivéncia.
Recentes pesquisas revelam que os metabolitos secundarios especificos de liquens exibem as
mais variadas atividades tais como: analgésicos e antipiréticos (PIOVANO et. al., 2002).

Foram utilizados alguns procedimentos para a utilizacdo do liquen assim como a
obtencdo do BAR para o estudo descrito. Dentre eles, foi utilizado o0 método de HIGUCHI &
CONNORS (1965), para o estudo de solubilidade de fases, que foi realizado, colocando 3mg
do BAR adicionada em uma solugdo aquosa contendo concentracdes diferentes de HP-y-CD,
submetida a vigorosa agitacdo e temperatura de 25°C, por 72 horas, seguindo por processos
que serdo descritos adiantes.

A cicatrizacdo das feridas é processo altamente complexo com varias fases. Inimeras
substancias tém sido usadas desde os tempos remotos para estimuld—la. Nestes Ultimos anos a
descoberta de novos agentes cicatrizantes tem recebido muita atencdo por parte dos
profissionais de salde, campo este que vem se destacando com o crescente aumento de
desenvolvimento de formulacdes de uso topico (KINCAID, 2002; HELMKE, 2004). Uma vez
que, a aplicacdo destas preparacdes pode produzir resultados positivos em tratamentos de
fissuras anais, Ulceras venosas e diabéticas e cicatrizes hipertréficas (HELMKE, 2004).

O é&cido barbatico é um depsideo presente na Cladonia salzmannii com férmula
quimica (C19H2005), formado por dois anéis aromaticos interligados entre si por uma ligacédo
éster e em um dos anéis, apresenta um grupo carboxilico (HUNECK e YOSHIMURA, 1996;
HONDA e VILEGAS, 1998). Tém uma massa molecular de 360 Kd e uma limitada
solubilidade na maioria dos solventes organicos, sendo solUvel em éter, acetona e
cloroférmio. Seus cristais possuem cor amarelo-palido em forma de pequenas agulhas, com
ponto de fusdo de 187°C (EDWARDS et al., 2003). Dentre as atividades bioldgicas citados na
literatura, destacam-se os efeitos antiviral, antibiotico, antifingico (PERRY et al., 1999;
PIOVANO et al., 2002), inibidor do crescimento de plantas superiores e inibidor enzimatico
(HUNECK & YOSHIMURA, 1996). Todavia seu uso em estudos farmacoldgicos ainda é
limitado devido sua baixa solubilidade.

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos conhecidos por sua habilidade de incorporar

moléculas apolares, ou parte delas, dentro de sua cavidade hidrofdbica, constituindo uma
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verdadeira incorporacdo molecular. O complexo obtido exibe novas caracteristicas fisico-
quimicas quando comparado as moléculas livres; com a complexagdo pode ser visualizados
uma melhoria na estabilidade, maior hidrossolubilidade e biodisponibilidade, bem como uma
reducdo dos efeitos indesejaveis de compostos lipofilicos (DEL VALLE, 2004,
DEVARAKONDA, et al. 2005).

O desenvolvimento de formulagbes semi-sdlidas transdérmicas é uma estratégia
interessante para o transporte de diversas classes de farmacos, tanto hidrofilicos quanto
lipofilicos, representando uma alternativa para superar aspectos relacionados as caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodindmicas de diversos medicamentos quando utilizados por outras
vias (TEICHMANN et al., 2007).

Os objetivos deste trabalho consistem em preparar complexos de inclusdo contendo
acido barbatico: 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina no intuito de melhorar sua solubilidade e
consequentemente incorporar em formulagdes semi-sélidas tipo gel para avaliar sua agdo no

tratamento de feridas cutaneas induzidas em ratos Wistar.

2. Materiais e Métodos

Coleta e armazenamento do material liquénico

Cerca de 4509 de Cladonia salzmannii Nyl, foram coletados no municipio de
Alhandra, Estado da Paraiba, no més de Abril de 2010. O liquen foi acondicionado em sacos
de papel e conservado a temperatura ambiente (28 + 3 °C) até a realizacdo dos testes. A
espécie foi identificada atraves do estudo taxonémico da mesma que foi realizada a partir dos
caracteres morfoldgicos e quimicos do talo, no laboratério de Produtos Naturais da
Universidade Federal de Pernambuco. Uma exsicata foi depositada no Herbario da UFPE, do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco.

Preparacdo dos extratos organicos e extracao/purificacio de 4cido barbatico
Extracéo por esgotamento a frio

Amostra de 20g do talo in natura de C. salzmannii Nyl limpo, foi triturada em
almofariz e colocado em 1(um) erlenmeyer e, a partir do solvente organico, éter etilico
(150ml), foi submetido a duas extracBes sucessivas a frio em agitador mecéanico por 1h. Apds
24h em repouso no refrigerador, o extrato foi filtrado, concentrado em banho-maria em rota

evaporador e mantido em dessecador, sendo posteriormente utilizado nos ensaios biologicos.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=erlenmeyer&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CDgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FErlenmeyer_%28bal%25C3%25A3o%29&ei=K20vT8D0KpKbtwecnIHiDw&usg=AFQjCNG-9U1NUOqLDZqo_twLwMohBj89jA&sig2=DA80kADIbGHCeHX7JH1VAQ&cad=rja
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O residuo foi submetido subseqlientemente a extragdes com cloroférmio e acetona, de forma

similar ao descrito com o extrato etéreo (PEREIRA et al., 1996).

Isolamento e purificacdo do acido barbatico

O talo in natura de C. salzmannii Nyl apresenta como composto principal o acido
barbatico que foi isolado e purificado a partir do extrato etéreo, obtido por extragdo a quente
em Soxhlet conforme metodologia Ashina & Shibata (1954). Este apés filtracdo e
concentracdo até a secura, foi lavado em funil de fundo poroso G-4, com cloroférmio quatro

vezes de acordo com a metodologia citada acima e modificada por Pereira, 1998.

Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos organicos do talo in natura C. salzmannii NYL foram analisados através
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se a metodologia descrita por Culberson
(1972). Foram utilizados como padrdes os &cidos barbatico e Usnico (Merck).

As amostras foram diluidas em seus respectivos solventes, e aplicadas em placas de
silica Gel 60 F254+366 Merk de 20 x 20 cm, e eluidos de forma ascendente no sistema de
solvente A (n-hexano/éter dietilico/acido formico, 5:4;1,v/viv). Apl6s evaporacdo dos
solventes, as bandas foram visualizadas sob luz UV curta (256 nm) e longa (366 nm).
Posteriormente as placas foram borrifadas com acido sulfiirico a 10%, e aquecidas a 60°C por
15 min., para que fossem evidenciadas as bandas por reacdo de coloracéo, segundo Culberson
(1972). Os resultados foram avaliados mediante calculo dos valores de RF, que foram

comparados ao padrdo utilizado (4cido barbatico).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os extratos organicos e o acido barbatico purificado de C. salzmannii NYL foram
analisados quantitativamente através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os
extratos organicos e o0 acido barbatico purificado foram dissolvidos na fase mdvel
(metanol/agua/acido acético, 80:19;5:0,5 v/v/v) a 0,1 mg/mL para a substancia pura e 1,0
mg/mL para os extratos os mesmos foram filtrados em filtros millipore (didmetro do poro-
0,45um) e previamente degaseificado. As analises foram realizadas em cromatografo em
liqguido HITACHI acoplado a um detector de UV a 254 nm, sob um fluxo de 1,0 mL. min™,
volume de injecdo de 20 pL, atenuagdo de 0,04 e temperatura ambiente de 25+3°C. Foi

utilizada coluna de fase reversa C18, com desenvolvimento isocratico de analise, segundo
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metodologia de Legaz & Vicente (1983). Foi utilizado como padrdo acido barbatico e os
resultados foram avaliados mediante area dos picos e tempo de retencdo das substancias na

coluna.

Estudo de solubilidade de fases do acido barbatico (BAR) e 2-hidroxipropil-y-
ciclodextrina (HP-y-CD)

O estudo da solubilidade de fases foi realizado de acordo com o método de Higuchi e
Connors (1965). O acido barbatico (3 mg) foi colocado em microtubo contendo 1 mL de 4gua
deionizada ou solucdes aquosas de HP-y-CD em diferentes concentragdes (0,0; 20; 40; 60; 80
e 100 mM), sendo submetidos a uma agitagao vigorosa na temperatura de 25°C. Apds 72
horas de agitacdo, uma aliquota da mistura foi retirada, centrifugada (15.000 rpm/15min), foi
determinada por espectrofotometria UV em 275 nm (LIRA et al., 2009). O diagrama de
solubilidade de fases foi obtido a partir da concentracdo do éacido barbatico em fungdo da
concentragdo de HPy-CD. Os dados foram analisados por regresséo linear e a equacao da reta
ajustada [BAR] = a [HP-y-CD] + b, onde a e b correspondem a inclinacdo e a ordenada na
origem, respectivamente, foi utilizada para o célculo da constante de associacdo (Kj 1),
considerando uma relagdo molar na formagdo do complexo BAR: HP-y-CD e a solubilidade
do &cido barbatico em agua na auséncia da HP-y-CD (So), pela seguinte formula:

Ky = a/[([BAR] - So) (1- @)]

A eficiéncia de complexacdo (CE) do acido barbatico foi determinada a partir de dados
do estudo de solubilidade de fases de acordo com a equacdo abaixo (LOFTSSON;
BREWSTER, 2005):

CE=a/(1-a)

Preparacéo do complexo de incluséo &cido barbatico: 2-hidropropil-y-ciclodextrina
(BAR:HP-y-CD)

Os complexos de inclusdo BAR: HP-y-CD foram obtidos pela técnica de freeze-drying
(LIRA et al., 2009). Para este procedimento, 88,48 mg de 2-hidoxipropil-y-ciclodextrina (HP-
y-CD) foi inicialmente solubilizada em agua e o acido barbatico (20 mg) posteriormente

adicionado o acido BAR. O complexo acido barbético e a 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina em
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solucdo permaneceu sob agitagdo magnética a temperatura ambiente até atingir condi¢des de
equilibrio (72 h), sendo em seguida congelado a -80 °C para o processo de liofilizacdo. Os
complexos liofilizados foram acondicionados em dessecador a temperatura ambiente. O
rendimento do BAR presente nos complexos de inclusdo foi realizado através da
espectrofotometria UV. Uma curva padrdo do &cido barbético (0,5 a 8 pg/mL) foi realizada

com objetivo de determinar as concentracdes das amostras analisadas.

Preparacao das formulagdes semi-solidas tipo gel natrosol

Foi preparada uma base galénica geleificante de caracteristica hidrofilica empregando-
se como polimero o hidroxietilcelulose (Natrozol®250) comumente empregado na
farmacotécnica de formas farmacéuticas semi-solvidas, na qual foi incorporado o acido
barbatico na forma livre e complexado a 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina (BAR-HP-y-CD).
Para o preparo da base, foram pesados separadamente o natrosol, propilenoglicol,
propilparabeno (Nipazol®), metil parabeno (Nipagin®) e 4gua destilada g.s.p.

O Nipagin® e Nipasol® foram solubilizados no propilenoglicol com auxilio de banho
ultrasdnico e adicionados a agua destilada sob agitacdo e aquecida a 60° £ 2,0 °C. Em seguida
o natrosol foi adicionado em pequenas por¢Bes a mistura sob agitacdo até tornar-se
completamente geleificada. Na preparacdo dos géis contendo o acido barbatico na forma livre
este foi solubilizado em propilenoglicol e adicionado a mistura antes do Natrosol®. Na
preparacdo dos géis contendo complexo de inclusdo (BAR-HP-y-CD), este foi solubilizado
em agua e adicionado durante o processo de geleificacdo. Obtida a dissolucdo, a mistura foi
deixada em repouso a temperatura ambiente por 2 horas. Todos 0s componentes e as
proporcoes empregados na formulacéo estdo descritos na Tabela 1.

A quantificacdo do BAR presente nas formulac6es semi-sélidas tipo gel foi através da
espectrofotometria UV. Uma aliquota (1g) da formulacéo tipo gel obtida foi adicionada a um
baldo volumétrico (10 ml) contendo metanol, permanecendo em agitacdo constante (banho
ultrasdnico), até dissolver os componentes da formulacdo. Uma curva padrdo do &cido
barbatico (0,5 a 8 pg/mL) foi realizada com objetivo de determinar as concentragdes das
amostras analisadas. Uma aliquota do gel base (placebo), também foi submetida ao mesmo
procedimento, objetivando analisar a presenca de interferentes na leitura das amostras em

espectrofotometria UV.
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Tabela 1. Formulacdo da base do gel de natrosol (20g).

COMPONENTES PESO %
HEC (Natrosol®) 0,29 1
Nipargim® 0, 0049 0,02
Niparzol® 0, 0369 0,18
PEG 19 5
H,O 18,649 93,2
Acido barbatico 0,120 9 0,6

Estudo do reparo tecidual em lesdes induzidas em ratos machos Wistar

Para os ensaios in vivo de reparo tecidual foram utilizados 27 ratos machos Wistar
pesando entre 200 a 300g. Todos estes animais foram procedentes do biotério do
Departamento de Nutricdo, Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
acondicionados a temperatura (25 + 2°C) e aclimatizados para um ciclo de 12h: 12h claro:
escuro e alimentados com racdo e agua ad libitum. Os experimentos com os animais foram
conduzidos de acordo com o protocolo da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal
(CEEA) da UFPE, Processo n 23076.007284/2009-23.

Os animais foram marcados e separados aleatoriamente em trés grupos experimentais
(n=27): A= animais que receberam o tratamento com o gel base (placebo); B= animais que
receberam o tratamento com o gel contendo o BAR em suspensdo e C= animais que
receberam o tratamento com o gel contendo o complexo de inclusdo (BAR:HP-y-CD). Os
grupos experimentais (n=9) foram subdivididos em trés subgrupos (n=3) (Al; B1 e C1). Os
subgrupos |(n=3) foram acondicionados em gaiolas pléasticas apresentando dimensdes de 60 X
50 x 22 cm.

Para o procedimento cirdrgico, os animais foram previamente anestesiados com uma
associagdo de ketamina/xilazina por via intramuscular na dose de 15 mg/kg e 50 mg/kg,
respectivamente. Cada animal foi pesado, e disposto em decubito dorsal sobre a mesa
operatdria e submetidos a depilagdo por tragdo manual. Com auxilio de uma punch metélico
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foi incisado o fragmento cutaneo de 7 mm?® de diametro, no centro da area depilada, até a
exposicao da fascia muscular dorsal (PRATA et al., 1988). A hemostasia foi realizada com
leve compressao de uma gaze sobre o leito cirdrgico, por cinco minutos. As aplicacdes foram
realizadas imediatamente apds a cirurgia, periodo pos-operatério (PO), utilizando cinco
aplicacBes por semana, uma vez ao dia e no mesmo horario, dando um intervalo de dois dias
(SEGUNDO et al., 2007).

Todos os animais foram examinados diariamente quanto as suas condicGes fisicas
(mobilidade, disenteria, ritmia) e avaliando também as feridas, observando a presenca de
crosta, secrecdo ou necrose. As feridas foram medidas diariamente com o auxilio de um
paquimetro digital. Para o célculo da area das feridas, foi realizada a medicéo de suas bordas
no momento da bidpsia, observando-se o maior e menor didmetro. A partir desses elementos,
a area foi calculada, utilizando-se a equacdo matematica recomendada por Prata et al.,
(1988), A = m. R. r, onde A corresponde a area da ferida; “n” o pi que ¢ um valor matematico
e que foi utilizado até a quarta casa depois da virgula, ou seja, 3,1415; R o raio maior da
ferida e r o raio menor da ferida. Neste experimento R e r corresponderam aos raios das
feridas no sentido cranio-caudal e latero-lateral, respectivamente.

Em tempos pré-determinados os animais foram sacrificados por eutandsia com
overdose de anestésico (urethame 1,25 g/kg), em seguida as areas das lesdes foram removidas
e conservadas em solucdo de formaldeido tamponada a 10% e posteriormente submetidas a
desidratacdo e diafanizacdo. Os espécimes foram inclusos em blocos de parafina e submetidos
a micrétomia e em seguida coradas com Hematoxilina — Eosina (HE) para avaliacdo
histolégica do processo de cicatrizacdo dos cortes de tecido e com Picrosirius - Hematoxilina
(PSH) para avaliar a presenca de fibras coladgenas existentes nos locais de fibrose do
intersticio.

Foi realizada analise morfométrica do tecido, onde foram anotados os eventos de
reacdo inflamatoria, colagenizacdo e repitelizacdo, contabilizando a presenca de células
inflamatdrias, fibroblastos e vasos sanguineos Os dados foram expressos como média +
desvio padrdo e testes com analise de variancia (ANOVA). O teste T Student foi empregado

para comparar as significancias estatisticas entre os grupos controle e experimentais. P > 0.05.
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3. Resultados e Discusséo
Cromatografia em camada delgada (CCD):
Os extratos organicos etéreo, cloroformio e acetona obtidos de Cladonia salzmannii
Nyl e os padrdes acido barbatico e atranorina, foram submetidos a cromatografia em camada
delgada (CCD) (Figura 1A).
A B

Figura 1A. Cromatograma (CCD) das amostras organicas eluidas em seus respectivos
solventes, e aplicadas em placas de silica Gel 60 Fys4366 Merck de 20 x 20 cm, e
desenvolvida de forma ascendente no sistema de solvente A (n-hexano/éter
dietilico/acido foérmico, 5:4:1 v/v/v). Legenda: 1- Padrdo de atranorina; 2- Padrdo de
acido barbatico; 3- Extrato etéreo; 4- Extrato cloroformio; 5- Extrato acetonico; 6-

Acido barbatico purificado.

Na andlise em (CCD) dos extratos organicos observam-se a presenca do acido
barbatico em todos os extratos, porém nao foi detectada a presenca de atranorina nos mesmos
(Figura 1A). O &cido barbatico purificado a partir do extrato etéreo contém o mesmo valor de
Rf do acido barbatico padrdo quando comparado cromatograficamente em (CCD) (Culberson
1972).( Figura 1B).
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Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
O acido barbatico purificado foi identificado quantitativamente através da

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Figura 2), cuja banda e tempo de retencéo

sdo compativeis com o acido barbatico padrdo (Legaz e Vicente, 1983).
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Figura 2. Cromatograma (CLAE), demonstrando a presenca do acido barbéatico purificado
(BAR) no extrato organico e seu percentual de pureza em relagado ao padrao. A - Padrao, B —
Acido barbatico purificado, C - Extrato etéreo a frio.

Diagrama de solubilidade de fases da 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina

A constante de associacdo obtida do complexo de inclusdo BAR: HP-y-CD foi de 419
M™, confirmando a interacdo entre o farmaco e a ciclodextrina, sugerindo um coeficiente de
encapsulagdo de 0,002 e uma razdo molar de 1:453. Estes resultados indicam que o acido
barbatico em presenca de 100 mM de HP-y-CD aumenta aproximadamente 45 vezes sua
solubilidade em agua (Figura 3). Este aumento de solubilidade também foi comprovado pela
literatura em estudos realizados com ciclodextrinas como agente solubilizante para
metabolitos secundarios liquénicos tais como: acido difractaico, atranorina, &cido
fumarprotocetrarico utilizando a HP-B-CD ¢ o acido usnico utilizando a [-ciclodextrina

(KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005; LIRA et al., 2009).
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De acordo com a literatura a analise do diagrama de solubilidade de fases tem sido o
requisito preliminar para o desenvolvimento de complexos de inclusdo com ciclodextrinas
porque ele permite avaliar a afinidade entre o farmaco e as ciclodextrinas. Através do
diagrama € possivel determinar a razdo molar que o farmaco pode se associar com as
ciclodextrinas (PATEL & PATEL, 2008). O diagrama de solubilidade de fases resultou em
uma curva do tipo A demonstrando uma relacdo linear entre a concentracdo do &cido
barbatico e a concentracdo de HP-y-CD em solugdo aquosa a 25°C, apresentando a seguinte
equacgdo: [BAR] squa= 0, 0022[BAR] + 0, 0055, r = 0, 9993.

0,250 -

y=0,0022x+ 0,0055

0,200 R?=0,9993

0,150

0,100

0,050

0,000

4] 20 40 60 30 100 120

Figura 3. Diagrama de solubilidade de fases do &cido barbatico em funcéo da concentragdo
de HP-y-CD em agua a 25°C.

Os complexos de inclusdo BAR: HP-y-CD (figura 4) obtidos pelo método de
liofilizacdo demonstraram um rendimento aproximado de 98,03 + 0,08%. O teor do &cido
barbatico nos complexos de inclusdo (BAR: HP-y-CD) por espectrofotometria UV (A=275
nm), utilizando a curva padrdo nas concentra¢des (0,5 a 8 pg/mL™), absorbancia = 0,0599.
[BAR] + 0, 0008, r=0, 9999, foi de 95,04 + 0,21 %.
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Figura 4. Complexo de inclusdo BAR: HP-y-CD liofilizado.

As formulacgdes semi-solidas géis de natrosol apresentaram pH de 7,4 £ 0,2, enquanto
as formulacdes tipo gel contendo acido barbatico e complexos de inclusdo apresentaram um
pH de 7,0+ 0,5e 7.2+ 0,8, respectivamente (Figura 5). Observou-se que o rendimento das
formulacdes tipo gel natrosol contendo o acido barbéatico e complexo de inclusdo BAR: HP-y-
CD foi 95% e 98,87% respectivamente. Sendo assim observa-se que na preparacdo das
formulacGes semi-solidas tipo gel natrosol a utilizacdo complexo de inclusdo permite melhor
hidrosolubilidade do &cido barbatico, demonstrando assim, um aprecidvel rendimento do
farmaco na preparacdo de formulagdes topicas. Portanto, o controle de pH também ¢é
essencial, pelo fato de evitar reacdes indesejaveis da pele ao produto, como irritacdo,
vermelhidao, prurido (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS 2002).

As formulacdes semi-solidas de natrosol contendo acido barbatico mantiveram
aparente espalhabilidade durante as analises, quesito que corresponde a uma das
caracteristicas essenciais das formas farmacéuticas destinadas a aplicacdo tépica (MARTINS;
CORTEZ; FELIPE 2008). Estudos de desenvolvimento de formulagdes de uso topico com
Oleo essencial de cravo-da-india, ndo apresentaram boa compatibilidade, ndo sendo
recomendado, portanto, como base para a incorporacdo (MARTINS; CORTEZ; FELIPE
2008).
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Figura 5. Formulacbes semi-solidas tipo géis de natrosol contendo complexos de incluséo
BAR: HP-y-CD (A) e &cido barbético (B).

As avaliacBes clinicas diarias demonstraram adequada recuperacdo, presenca de
atividade fisica e disposicdo para alimentar-se no grupo controle e grupos tratados. Durante
todo o experimento ndao houve formacdo de exsudato e também ndo foram visualizadas
presenca de infecgdo em todos os grupos de animais analisados.

Avaliando a evolucdo da area da ferida entre os grupos experimentais, observou-se que
a érea da ferida diminuiu gradativamente com o decorrer do tempo. A média e 0 desvio
padrdo para cada grupo estdo representados na figura 6. De acordo com figura 6 as areas das
feridas diminuiram progressivamente de maneira significativa nos grupos estudados.
Entretanto quando os grupos foram comparados entre si, observou-se que as médias das areas
do grupo C (formulagdo gel contendo BAR:HP-y-CD), apresentaram-se reduzidas quando
comparadas as obtidas no grupo A (gel base). Também ndo foram visualizadas diferencgas
entre as areas do grupo A (gel base) e o grupo B (formulacdo tipo gel contendo BAR em
suspensdo). Estes dados indicam que a formulacéo gel contendo BAR: HP-y-CD apresentou
uma relevante acdo sobre o reparo tecidual dos animais tratados acelerando, portanto o
processo de reparo tecidual nos animais tratados, com relevante reducdo no 11° dia PO.
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Figura 6. Areas calculadas das feridas cirlirgicas nos grupos experimentais tratados: (Gel
base) = gel natrosol base; (Gel: BAR) = gel natrosol contendo &cido barbatico e (Gel: BAR:
HP-y-CD) = gel natrosol contendo complexos de inclusdo (n=27).

Analisando macroscopicamente a evolucdo das feridas cutaneas produzidas nos
animais experimentais, ndo foi visualizada a presenca de exsudacdo até o 14° dia (As,B3,Cs )
de pos-operatério em todos os grupos experimentais (Figura 7A, 7B e 7C). Nos grupos
experimentais A (controle — animais tratados com gel base) e B (animais tratados com gel:
BAR) foram observados a formacdo de crosta fibrino-leucocitaria até o 14° dia
(A1,2,3,B1,2,3,Ca,2,3 ) de pds-operatorio (Figura 7A e 7B). Todavia, o grupo C (animais tratados
com Gel: BAR: HP-y-CD) desenvolveram crostas fibrino-leucocitarias em maior proporc¢do a
partir do 3° dia (C,,C;) PO, quando comparada aos demais grupos, evoluindo a partir do 14°
dia PO para uma rapida reepitelizacdo do local da lesdo. Todavia aos 21° dia (C,) PO, néo foi
visualizado sinais de cicatrizagdo, pois o tecido demonstrou completo reparo e intenso

crescimento de pelos no local da lesdo (figura 7C).
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Figura 7. Ferida cirdrgica apés o periodo operatorio (PO) em intervalos de tempos pré-
determinados: (1) = 3dias PO; (2) = 7dias PO; (3) = 14 dias PO e (4) = 21dias PO. Grupos
experimentais: A= Gel base; B= Gel: BAR e C= Gel: BAR: HP-y-CD.

As avaliacbes microscopicas dos fragmentos de pele retiradas dos trés grupos
experimentais demonstraram diferencas qualitativas detectaveis entre as variaveis analisadas.
Para a andlise histoldgica foram utilizados dois tipos de coloracdo: Hematoxilina-Eosina
(H.E) e Picrosirius (PS). A primeira para observacdo dos elementos celulares e esta Ultima,
para o estudo do col&geno.

As analises microscépicas demonstraram a presenca de crosta, tecido de granulacéo e
reduzida proliferacdo fibroblastica, poucos vasos esparsamente situados no campo Optico,
infiltrado inflamatdrio e consequente reepitelizacdo, em todos 0s grupos experimentais.

Estudos microscopicos de todos o0s animais dos grupos experimentais estdo
demonstrados nas figuras 8 e 9 respectivamente. Como se pode perceber a presencga de uma
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crosta fibrino-leucocitéaria sobre a superficie da ferida até o 14° dia PO em todos os animais
experimentais.

A partir do 7° ao 14° dia PO, o grupo controle (Gel base), demonstrou a presenca de
crosta, tecido de granulacdo e reduzida proliferacdo fibroblastica, poucos vasos esparsamente
situados no campo Adptico, infiltrado inflamatoério e consequiente reepitelizacdo (Figuras 8A e
9A).

No grupo de animais tratados com Gel: BAR observa-se uma moderada crosta fibrino-
leucocitéaria, tecido de granulacdo, intensa proliferacdo vascular e relevante presenca de
celulas inflamatdrias e fibroblastos a partir do 7° dia PO (Figura 8B), e uma evidente
colagenizacéo e repitelizacdo a partir do 14° dia PO (figuras 9C).

Por outro lado o grupo de animais tratados com Gel: BAR: HP-y-CD, onde foi
evidenciada macroscopicamente uma acentuada crosta fibrino-leucocitaria a partir do 7° dia
PO, observou-se uma marcante presenca de tecido de granulacdo e discreta proliferacéo
vascular, intensa presenca de células inflamatérias (figura 8C), e uma acentuada proliferagdo
de fibroblastos, colagenizacdo culminando com uma rapida repitelizacdo ao 14° dia PO
(figura 9A). Segundo a literatura, uma ferida ndo exudativa acompanhada com formacéo de
crosta favorece o processo de cicatrizacdo (OLIVEIRA, 1992). Sabe-se, portanto que o
fibroblasto, célula fundamental no processo de reparacdo do conjuntivo, é responsavel pela
sintese do material intercelular do tecido de granulagdo (CONTRAN; KUMAR; COLLINS
2001). Somente na presenca dos fibroblastos € que ocorre a diferenciacdo epidermal e a
deposicdo de proteina laminina, colageno tipo IV e VII, elementos essenciais no processo
cicatricial (COUTINHO et al., 2004). Segundo Ribeiro; Leite e Dantas-Barros (2005), a
formacdo de uma crosta é considerada um maior sinal positivo no reparo sendo comprovado
histologicamente com maior formacdo de infiltrado inflamatorio, vasos sanguineos e fibras
colagenas.

Dados da literatura também comprovam que a vascularizacdo também pode contribuir
com a recuperacdo funcional do oOrgdo, tornando-se na recuperacdo do “espago morto”
localizado entre as duas bordas da ferida (EL-GHALBZOURI, 2002; LAZAROV, L;
STRATIEV, 1993). Este fato foi evidenciado nos grupos tratados com Gel: BAR e Gel:
BAR: HP-y-CD. Relatos da literatura afirmam que a reepitelizacdo é favorecida quando o
ambiente torna-se imido, onde 0 movimento dos queratindcitos migrantes € determinado pelo

contetdo de agua no leito da ferida. Feridas abertas e ressecadas reepitelizam mais lentamente
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do que as ocluidas. A crosta, portanto, favorece 0 meio ocluido e imido contribuindo assim

uma acentuada reepitelizagcdo (WINTER, 1962).

Figura 8. Analises histopatoldgicas dos cortes transversais obtidos a partir da ferida cirdrgica
no 7° dia PO. Grupos experimentais: (A) = Controle (Gel base); (B) = Gel: BAR e (C) = Gel:
BAR: HP-y-CD. Legenda: Crosta fibrino-leucocitaria = C, Tecido de granulacdo = G,
Fibroblasto =fb e célula inflamatdria = ci, corados com Hematoxilina-Eosina (H.E.).
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Figura 9. Andlises histopatoldgicas dos cortes transversais obtidos a partir da ferida cirdrgica
no 14° dia PO. Grupos experimentais: A = Controle (Gel base); B = Gel: BAR e C = Gel:
BAR: HP-y-CD. Legenda: Crosta fibrino-leucocitaria (C), Reepitelizagdo (E), Fibroblasto
(fb), célula inflamatoria (ci) e fibras colagenas (fc). Corados com H.E(Hematoxilina e Eosina)

e PS (Picrosirius).

Anélises morfométricas de espécimes obtidas a partir da ferida cirdrgica dos animais
experimentais foram realizadas no intuito de se obter subsidios que realmente comprovem
estes achados, como também estes dados possam confirmar, portanto a aparente aceleracdo no
reparo tecidual visualizada nos animais tratados com gel: BAR: HP-y-CD.

O processo de reparagdo tecidual apresenta varias fases com caracteristicas proprias,
que se desenvolvem concomitantemente. No inicio da fase inflamatoria do processo de
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cicatrizacdo ha aumento da permeabilidade vascular, extravasamento de plasma, hemacias,
plaquetas e leucdcitos, destacando-se os neutrofilos, mondcitos e macrofagos (MARTINS et
al., 2006).

As diferencas entre grupos tratados com Gel base e Gel: BAR foi visivel,
principalmente, em relacdo a quantidade de células inflamatdrias e fibroblastos. A partir do 3°
dia PO foram visualizados perceptivel diferenca significativa nos animais tratados com Gel:
BAR, quando comparado ao grupo controle, quanto a presenca de células inflamatérias e
fibroblastos. Todavia, ndo foram evidenciadas diferencas significativas, quando foi analisado
o0 desenvolvimento da vascularizacdo do grupo tratado com Gel: BAR em relagdo ao grupo
controle.

Sabe-se, que na fase da fibroplasia que ocorre apds 48 horas da lesdo, os fibroblastos
se multiplicam e produzem o colageno. Ha também nesta fase, intensa proliferacdo endotelial,
tendo como consequiéncia a formagéo de tecido de granulagdo (GARROS et al., 2006).

No 14° dia PO as células polimorfononucleares e fibroblastos apresentaram resultados
significativos favorecendo a cicatrizacdo no grupo tratado com Gel: BAR, havendo aumento
consideravel do primeiro e do segundo respectivamente culminando no reparo tecidual ao 21°
dia PO.

Analisando os animais tratados com a formulacdo gel: BAR: HP-y-CD observou-se
uma reducdo significativa na inflamacdo aguda, avaliada pela baixa presenca de células
polimorfonucleares (figura 9A). Também, observou-se uma reduzida vascularizacdo durante
todo periodo PO analisado quando comparado ao grupo controle (figura 9B). Por outro lado,
foi visualizada uma intensa proliferacdo de fibroblastos (figura 9C). Estas analises
demonstraram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p=0,01), tratado com
gel: BAR: HP-y-CD quando comparado aos grupos tratados com Gel base e Gel: BAR
(p>0,05). Sabe-se que os fibroblastos depositam-se e passam a multiplicar-se e a secretar 0s
componentes protéicos do tecido cicatricial. Estes sdo células do tecido conectivo que
sintetizam e secretam coladgenos e produzem fatores de crescimento especializados (EL-
GHALBZOURI, 2002).

O uso topico do acido barbatico incorporado em gel associa-se a presenca de crosta,
aumento da proliferacdo fibroblastica e proliferagdo vascular e evidente reepitelizacdo e
colagenizacéo sugerindo efeito benéfico no processo de cicatricial de feridas cutaneas abertas

em ratos (Figura 10). E importante salientar que o 4cido barbatico complexado a 2-
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hidroxipropil-y-ciclodextrina aumentou sua hidrosolubilidade e viabilizou sua eficécia

terapéutica quando incorporado em formulagdo semi-sélida tipo gel, favorecendo, portanto o

processo cicatrizacdo de feridas cutaneas experimentais.
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Figura 10. Andlise histomorfométrica dos grupos de animais controle e tratados com as
formulacdes tipo gel de natrosol contendo acido barbatico. Legenda: A= Contagem de células
inflamatdrias; B= contagem de vasos sanguineos; C= Contagem de fibroblastos. * (p <0,05%
ou 5%) entre grupos, e quando comparado ao grupo controle (tratado com gel base). Coradas
com Hematoxilina e Eocina (HE).
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4. Conclusoes

A inclusdo do acido barbatico no complexo com 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina aumentou
a solubilidade do farmaco.

Os complexos de inclusdo modificaram significativamente a eficiéncia da cicatrizagéo
como verificado macroscopicamente.

Os ensaios evidenciaram que o complexo contendo o BAR foi capaz de reduzir a area
lesionada produzindo enxugamento do ferimento, granulagdes, remodelacdo e efeito anti-

inflamatorio; produzindo assim a cicatrizagdo esperada.
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