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RESUMO

hY

O cumestrol € um flavonoide pertencente a classe dos coumestanos e é
encontrado principalmente em plantas como a alfafa, trevo e soja. Classificado
como um fitoestrégeno, devido sua afinidade pelos receptores estrogénicos, ao
cumestrol também sé&o atribuidas propriedades antioxidante e antiinflamatéria.
Caracterizando-se como uma molécula com reduzida hidrossolubilidade, a sua
associacdo com ciclodextrina representa uma interessante estratégia para
superar esta limitacdo biofarmacéutica. No presente trabalho, realizou-se
diferentes métodos de associacdo de cumestrol com hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HPBCD) : método de micro-ondas seguido de liofilizac&o, organo-
aguoso seguido de spray drying e simples mistura. As associacfes obtidas
foram caracterizadas, incorporadas em diferentes hidrogeis hidrofilicos
(quitosana e hipromelose - HPMC) e a liberacdo do cumestrol foi avaliada, em
célula de difusdo do tipo Franz. A observacdo, em estudos preliminares
realizados in vitro, de que o cumestrol associado a HPBCD promovia a
proliferacdo de fibroblastos motivou o0 estudo de avaliacdo de suas
propriedades cicatriciais em modelo animal, de avaliacdo da atividade
cicatrizante, numa etapa subsequiente do presente trabalho. Os resultados
revelaram que a associacao cumestrol:HPBCD obtida pelo método de spray
drying incorporado em hidrogel de HPMC (HPMC+COU:CD-SD) apresentou a
melhor desenvoltura no perfil de liberacdo in vitro. Nos ensaios in vivo 0s
resultados observados a partir da avaliacdo da contracdo da ferida excisada,
da andlise da enzima mieloperoxidase (MPO) e da analise histologica ao longo
de 12 dias de tratamento indicaram que o tratamento realizado com
HPMC+COU:CD-SD apresentou resultados interessantes frente ao processo
de cicatrizacdo, sendo semelhante em eficacia, se comparado com o controle
positivo (Dersani®), mas mais eficiente que o mesmo, uma vez que O
fechamento de 50% da ferida foi alcancado em menos tempo. Além disso, as
analises histologicas indicaram que ambos tratamentos apresentaram uma
organizacdo adequada do tecido apos 12 dias. Este conjunto de resultados
inéditos evidencia o uso do cumestrol em preparacfes destinadas a promogéao
da cicatrizagéo.

Palavras-chave: cumestrol, ciclodextrina, cicatrizacdo cutanea, liberacdo do

cumestrol e atividade cicatrizante in vivo.






ABSTRACT

The Coumestrol is a flavonoid which belongs to the coumestans class and is
found mainly in plants such as alfalfa, clover and soybeans. Classified as a
phytoestrogen, because of its affinity to the estrogen receptor, coumestrol is
also meant to have antioxidant and anti-inflammatory properties. Characterized
as a molecule with reduced water solubility, its association with cyclodextrin is
an interesting strategy to overcome this biopharmaceutical limitation. In the
present work, different methods of coumestrol association with hydroxypropyl-3-
cyclodextrin (HPBCD) were performed: microwave method followed by freeze-
drying, organo-aqueous followed by spray drying and simple mixing. The
obtained combinations were characterized, incorporated in different hydrophilic
hydrogels (chitosan and hypromellose - HPMC) and the release of coumestrol
was evaluated in Franz type diffusion cell. The observation, in preliminary
studies in vitro, that coumestrol associated to HPBCD promoted the proliferation
of fibroblasts led to the evaluation study of its wound healing properties in
animal models, of the evaluation of healing activity, in a subsequent stage of
this work. The results showed that the association coumestrol:HPBCD obtained
by the spray drying method incorporated into hydrogel HPMC
(HPMC+COU:CD-SD) showed the best performance in vitro release profile. In
in vivo assays the observed results from the assessment of the contraction of
the excised wound, the analysis of myeloperoxidase enzyme (MPO) and
histological analysis over 12 days of treatment indicated that the treatment
carried out with HPMC+COU:CD-SD had interesting results across the healing
process, being similar in efficacy if compared to the positive control (Dersani®),
but more efficient than the same, once the closure of 50 % of the wound was
achieved in less time. Furthermore, histological analyzes showed that both
treatments presented a proper organization of the tissue after 12 days. This set
of new results showcases the use of coumestrol in preparations intended for the
promotion of healing.

Keywords: coumestrol, cyclodextrin, skin healing, coumestrol release and
healing activity in vivo.
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A descoberta de novas substancias ativas visando novos alvos
terapéuticos, bem como o0s avangos tecnoldgicos relacionados com o0s
sistemas de liberacdo de moléculas bioativas vem sendo objeto de pesquisas
em todo o mundo, buscando novos farmacos ou o rejuvenescimento dos
existentes (SIMOES, 2010). Neste panorama observa-se que estudos com
relacdo a avaliacdo terapéutica de extratos e compostos isolados de origem
vegetal vém ganhando espaco

Neste contexto, destacam-se os flavonoides, metabdlitos secundarios de
varias plantas. Nesta classe estdo inseridos os isoflavonoides que se dividem
em duas subclasses, a das isoflavonas e a dos coumestanos (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2004). O cumestrol € o principal representante da classe dos
coumestanos sendo sua presenca evidenciada, principalmente, na familia
Fabaceae. E classificado como um fitoestrogeno, por possuir caracteristicas
estruturais semelhantes ao estrogénio (CHANDSAWANGBHUWANA e
BAKER, 2014). Os flavonoides destacam-se pelas atividades antioxidante,
antiinflamatdria e cicatrizante (LEE et al.,, 2007; MURALIDHAR et al., 2013).
Até o presente, ndo foram encontrados relatos na literatura com relagdo a
toxicidade do cumestrol administrado por via cutanea, tampouco sobre seu uso
para prevencao do envelhecimento cutaneo ou da cicatrizacdo. Nosso grupo de
pesquisa tem se debrucado sobre estudos de avaliacdo da viabilidade
tecnologica de utilizacdo desta molécula na pele visando prevencdo do
envelhecimento cutaneo, tendo em vista suas propriedades estrogénicas e
antioxidantes (FRANCO et al., 2009; ARGENTA et al., 2011).

Os resultados destes estudos demonstraram o0 potencial das
ciclodextrinas (BCD e HPBCD) para a viabilizagdo da incorporacdo desta
molécula bioativa pouco hidrossoluvel em formulagdes hidrofilicas, bem como
para promover a sua penetracdo cutdnea. Mais recentemente, estudos
realizados in vitro, em parceria com a Dra. Claudia O. Simdes (UFSC), no
ambito da Rede de Nanobiotecnologia (Projeto Nanobiotec 902/2009),
BIANCHI e colaboradores (2014) revelaram que o cumestrol associado a
HPBCD promovia a proliferacdo de fibroblastos, o que motivou a avaliacdo de

suas propriedades cicatriciais em modelo animal numa etapa subseqiente do
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presente trabalho, numa colaboragdo com o grupo de pesquisa da Dra.
Cristiana Lima Dora (FURG), no ambito do Projeto PROCAD552457/2011-6.
Este conjunto de resultados revela o interesse desta molécula para o
desenvolvimento de formulacdes destinadas ao uso topico visando a
cicatrizacdo cutanea, sem descartar a sua potencialidade para outras
aplicacbes. Neste contexto, a presente dissertacdo de mestrado tem como
objetivo preparar e caracterizar associacdes de cumestrol com HPBRCD, por
diferentes métodos (micro-ondas seguido de liofilizagcdo e spray drying), e
incorpora-las em dois diferentes hidrogeis, com caracteristicas diferentes um
nao ibnico e outro catidnico, (respectivamente, hipromelose (HPMC) e
quitosana) avaliar a liberacdo do cumestrol in vitro, selecionar o hidrogel com o
melhor perfil de liberacdo e avaliar o efeito deste sobre a cicatrizacdo em

modelo animal.
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A dissertacdo esta estruturada em dois capitulos:

O capitulo | apresenta uma revisdo da literatura relativa ao tema abordado,
sintetizando os aspectos relevantes para a compreensao e desenvolvimento do
presente trabalho: (i) pele: estrutura cutanea e processo cicatricial; (ii)
flavonoides: atividade estrogénica e cicatrizante; (iii) cumestrol e sua
associacdo a ciclodextrinas, incorporacdo em hidrogeis de hipromelose
(HPMC) e quitosana.

O capitulo Il apresenta os resultados experimentais realizados no que se refere
a associacado de cumestrol/hidroxipropil-B-ciclodextrina. Contempla a utilizac&o
de dois métodos de complexacdo, a caracterizacdo fisico-quimica e fisica da
associagao, sua incorporacdo em hidrogeis obtidos com polimero ndo i6nico e
cationico e a avaliacado do perfil de liberacéo in vitro. O hidrogel apresentando o
melhor perfil de liberacdo foi selecionado e sua atividade de cicatrizacao

cutanea foi avaliada em modelo animal.






OBJETIVOS
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Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar associacdes de cumestrol com HPBCD, por
diferentes métodos de complexacao, avaliando sua liberacéo in vitro, a partir de

diferentes hidrogeis e sua atividade cicatrizante em modelo animal.

Objetivos especificos

Realizar estudos de complexacdo utilizando dois diferentes métodos,
método de micro-ondas seguido de liofilizacdo e spray drying, e as
caracterizagOes das associacdes cumestrol:HPBCD obtidas;

Incorporar o cumestrol e suas associacdes com HPBCD em hidrogeis de
hipromelose (HPMC) ou de quitosana e determinar a concentragdo de
cumestrol nos diferentes hidrogeis por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

Realizar estudo de liberacéo (in vitro) do cumestrol nas diferentes formas,
livre ou associado a ciclodextrina, incorporado em hidrogeis de HPMC e/ou
quitosana, selecionando o hidrogel de melhor perfil de liberacdo do cumestrol;
Avaliar a atividade cicatrizante (in vivo) do cumestrol em diferentes formas: livre

ou associada com HPBCD, incorporados em hidrogel.






CAPITULO |
Revisao da literatura
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Pele: estrutura e cicatrizacao.

A pele é o maior 6rgdo, em extensdo, do corpo humano, sendo
constituida por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme (ANISSIMOV et
al., 2013; SIMON, 2013). Cada uma das camadas tem suas caracteristicas e
funcBes especificas. Além de revestimento corporal, a pele apresenta diversas
outras fungBes como a de protecdo frente a agentes quimicos, fisicos e
bioldgicos, regulacdo térmica e excrecdo. Caracteriza-se também como um
orgao provido de percepcéo tatil, capacidade de cicatrizacdo, de sintese de
vitamina D, absorcéo de radiacdes ultravioleta, dentre outras (REMINGTON et
al., 2006; BAUMANN, 2009; SIMON, 2013).

A epiderme é a camada mais superficial da pele, a qual é constituida por
um epitélio multiestratificado de células achatadas justapostas, com cerca de
50 um de espessura. Na medida em que envelhecem estas células tornam-se
mais achatadas e passam a produzir e acumular queratina (HERNANDEZ e
MERCIER-FRESNEL, 1999). Sob o prisma histoldgico e funcional a epiderme
pode ser subdividida em quatro camadas, sendo elas: camada germinativa ou
basal, camada espinhosa ou malpighiana, camada granulosa e camada cérnea
(JUNQUEIRA, 2008; KAMEL et al., 2013).

A camada germinativa ou basal € constituida por células basais e
melandcitos, 0s quais, juntamente com 0s queratindcitos sao responsaveis pela
sintese da melanina que atua diretamente na protecdo da pele contra as
radiacOes ultravioleta. Na camada basal ocorre renovacao celular constante
devido a atividade mitética intensa. A camada espinhosa ou malpighiana é
composta por células que se achatam e tem como fung&o conferir resisténcia
ao atrito. Ja& a camada granulosa € constituida por células escuras, com
presenca de granulos de querato-hialina envolvidos na queratinizacédo da pele
(MICHALANY e MICHALANY, 2002; GARTNER e HIATT, 2007; JUNQUEIRA,
2008; BEM et al.,, 2010; KAMEL et al., 2013). Quando as células mais
superficiais tornam-se completamente queratinizadas estas passam a constituir
um revestimento resistente ao atrito e impermeavel a agua, o estrato cérneo
(HERNANDEZ e MERCIER-FRESNEL, 1999; BAUMANN, 2009).

O estrato corneo situa-se, portanto, na porcdo mais externa da pele,
sendo constituido de células mortas queratinizadas sobrepostas entre si,
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representando a maior barreira para penetracdo de substancias externas na
pele. E formado por uma estrutura bifasica de lipidio-proteina, composto por
cornedcitos, que sdo células anucleadas dispersas em uma matriz rica em
lipidios (GRATIERI et al., 2008). Dentre as principais funcdes do estrato cérneo
estdo a reducdo da penetracdo de luz ultravioleta, o retardamento da perda de
adgua pelos tecidos inferiores, barreira para a entrada de microrganismos,
substancias téxicas e medicamentos (HERNANDEZ e MERCIER-FRESNEL,
1999; MAGNUSSON et al., 2001; REMINGTON et al., 2006).

Sob a epiderme estd localizada a derme, constituida por tecido
conjuntivo elastico, o qual contém: fibras proteicas, fibras de elastina, vasos
sanguineos e linfaticos, terminagcfes sensoriais e nervosas, glandulas e anexos
como pélos e unhas. Com espessura em torno de 250 um apresenta como
principal funcdo a de proporcionar resisténcia fisica ao corpo, frente a choques
mecanicos, de fornecimento de oxigénio e nutrientes para a epiderme por meio
de difusdo capilar, ja que a mesma é desprovida de vasos sanguineos
(HERNANDEZ e MERCIER-FRESNEL, 1999; BEM et al., 2010).

A camada mais profunda da pele é composta pela hipoderme, formada
por tecido conjuntivo frouxo, rico em fibras e adipocitos (células que
armazenam gordura). A hipoderme tem como fung¢do dar sustentacdo e uniao
as camadas celulares superiores, protecdo contra choques mecanicos,
isolamento térmico e reserva energética (HERNANDEZ e MERCIER-
FRESNEL, 1999; REMINGTON et al., 2006).

A ferida é considerada uma lesdo que afeta a fisiologia da pele, em
especial aquelas que acometem a camada dérmica. A cicatrizacdo de feridas
ocorre através da re-pavimentagdo e a reconstituicdo do tecido lesionado, onde
ha uma interacdo celular e molecular perfeita. Este evento € um processo
dindmico que envolve fendbmenos bioquimicos e fisioldgicos, com a finalidade
de garantir a restauracao tecidual. A cicatrizagcdo também depende de varios
fatores como: localizacdo anatdmica, raga, tipo de pele e técnica cirdrgica,
quando utilizada (MANDELBAUM et al., 2003).

Duas formas principais de reparacdo tecidual tém sido relatadas: a
regeneracao tecidual e a cicatrizacdo (SCHREML et al., 2010). A regeneracao
€ um processo que ocorre quando ha uma lesédo dita de espessura parcial

(derme incompleta), a qual ocorre comumente apdés procedimentos
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dermatolégicos como peeling quimicos e dermoabrasdo, no qual ja houve
morte celular. Estas células sé@o substituidas pelas células parenquimatosas do
mesmo 6rgdo. Ja a cicatrizacdo € uma lesdo com espessura total (derme
completa) através de cortes e/ou perfuracdes que necessitam da formacao de
um novo tecido. Neste processo as células que sofreram lesdo, ndo sao
substituidas por células parenquimatosas, mas sim por tecido fibroso. Sabe-se
que as cicatrizes cutaneas muitas vezes causam graves danos estéticos e até
mesmo psicologicos. Apds a lesdo, no mesmo tecido, pode ocorrer um ou
ambos 0s processos, regeneracdo e/ou cicatrizacdo (MANDELBAUM et al.,
2003; KONDO e ISHIDA, 2010; GANTWERKER e HOM, 2012).

O processo de cicatrizacdo da pele é considerado extremamente
complexo, visto que envolve varias linhagens celulares, matrizes e moléculas
de sinalizacdo, as quais atuam para atingirem a perfeita regeneracdo. A
cicatrizacdo normal € composta por trés etapas sobrepostas, mas distintas,
sendo elas: fase inflamatoria, proliferativa e de remodelagdo (ISAAC et al.,
2010; SARNOFF, 2011). A fase inflamatodria é o primeiro estagio do processo
de cicatrizacdo, que pode ser observada no periodo inicial da lesdo até o
terceiro dia, sendo considerado o processo mais importante (MANDELBAUM et
al., 2003; BALBINO et al., 2005). Nesta primeira etapa ocorrem varias reacdes
inflamatorias (edema, calor e dor), marcadas por células como neutrofilos,
macrofagos e mastoécitos, que se infiltram na lesdo de forma gradativa. Os
neutréfilos atuam eliminando todo corpo estranho e bactérias existentes na
lesdo (BALBINO et al.,, 2005; CAMPOS et al., 2007). Eles liberam a enzima
mieloperoxidase (MPO) que desempenha papel fundamental nos mecanismos
bactericidas. A MPO est4d diretamente relacionada com 0s mecanismos
bactericidas dependentes de O,, sendo catalizadora do processo de formacéao
de radicais altamente reativos como o acido hipocloroso (HCLO), a partir de
H,O, e ions halogénicos, constituindo, portanto, importante mecanismo de
defesa contra microorganismos patogénicos (VAN DER VEEN et al., 2009).
Esta enzima é utilizada como indicativo da presenca de neutréfilos no tecido
analisado, constituindo assim, um importante marcador de inflamacdo. Além
disso, os neutrofilos, também séo responsaveis pela producdo de citocinas e
fatores de crescimento (DAVIES, 2010), de realizarem a eliminag&o bacteriana,

os neutréfilos sofrem apoptose ou acabam sendo fagocitados por macréfagos
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que estdo presentes na lesdo. Os macréfagos por sua vez fornecem o fator de
crescimento para a granulacdo e posterior formacdo do tecido (SARNOFF,
2011). Ja os mastdcitos tendem a migrar até a lesdo liberando fatores de
crescimento pro-inflamatério, como o fator ativador de plaquetas (PAF) e varias
citocinas para a formacéao da cicatriz (BALBINO et al., 2005).

A segunda etapa é a proliferativa, responsavel pelo fechamento da
lesdo. Esta etapa é dividida em trés fases: reepitelizacdo, granulacdo e
angiogénese. Inicialmente, ocorre o processo de reepitelizacdo, que visa cobrir
a superficie da lesdo com uma camada de epitélio e baseia-se na
diferenciacdo, proliferacdo e migracdo dos queratinécitos epidérmicos (ISAAC
et al., 2010). Apds o leito da ferida ter sido adequadamente estabelecido com
fibroblastos em proliferacdo, uma nova matriz de colageno se estabelece e o
processo de reepitelizacdo se inicia. Os queratinécitos sdo ativados e migram
para o local da leséo, a partir das bordas (BALBINO et al., 2005). Os fatores de
crescimento sdo 0S provaveis responsaveis pelo aumento das mitoses e
hiperplasia do epitélio. Em seguida, ocorre o processo de recrutamento e
proliferacdo dos fibroblastos ou fibroplasia responsavel pela formacdo da
matriz, tecido de granulacao (fibroblastos, células inflamatérias e componentes
neovasculares). A formacéo do tecido de granulacdo depende dos fibroblastos,
considerados células criticas na formacdo da matriz. Longe de ser apenas
produtor de colageno, os fibroblastos produzem elastina, fibronectina,
glicosaminoglicana e proteases (MENDONCA e COUTINHO-NETTO, 2009). A
ultima fase da segunda etapa é a angiogénese, essencial para o suprimento de
oxigénio e nutrientes para a cicatrizacdo, na qual as células endoteliais migram
para a area ferida (MANDELBAUM et al., 2003; ISAAC et al., 2010; SARNOFF,
2011).

E por fim, a remodelagem, ultima etapa do processo de cicatrizacdo que
envolve o coldgeno e a matriz, que conferem resisténcia e reducdo do tamanho
da cicatriz e do eritema. Este é considerado o processo mais longo, ja que
pode demorar meses até cessar. Nesta etapa ha reabsorcdo de agua,
diminuicAo da neovascularizacdo, aumento da espessura da cicatriz, que
dependendo da profundidade da lesdo podera ser aparente ou néao
(MANDELBAUM et al., 2003).
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Figura 1. Estagios da cicatrizacdo da ferida. 1) Momento da lesdo, sangramento dos
vasos sanguineos;2) Forma-se o coagulo e os leucdcitos limpam a ferida. 3) Os vasos
sanguineos regridem e o tecido de granulacao é formado. 4) Regeneracao do epitélio

http://biology-

e formacdo de fibrose do tecido conjuntivo. (adaptado de

forums.com/index.php?action=gallery;sa=view;id=15063").

As células por si s6 tem capacidade de cicatrizar feridas em todas as
partes do corpo através da reparagdo e regeneracdo do tecido em seres
humanos e animais. No entanto, sabe-se esta capacidade pode variar de
acordo com fatores como sexo, idade, situacbes de estresse, obesidade,
habitos como alcoolismo e tabagismo, tamanho da lesdo e gravidade da
mesma, entre outras condicbes como baixa imunidade e problemas
relacionados ao estado de saude do paciente (GHOSH e GABA, 2013). Por
exemplo, pacientes que fazem uso constantemente de alcool sdo mais
suscetiveis a acidentes que causam lesGes cutaneas. Estudo realizado por

FITZGERALD e colaboradores (2007), revelou que as primeiras respostas
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inflamatorias dérmicas, incluindo atividade da enzima MPO, eram prejudicadas
em ratos que receberam quantidade de alcool antes da lesdo o que,
consequentemente, pode influenciar as etapas mais tardias da cicatrizacao.

A administracdo de moléculas bioativas visa a auxiliar e a promover o
processo de cicatrizacdo da pele. Neste caso, a principal barreira para a
penetracdo, o0 estrato corneo, ndo esti presente nos primeiros dias apos a
lesdo, o que permite a distribuicdo das mesmas nos fluidos fisiologicos locais e
a penetracdo nas membranas celulares mais facilmente. Sob este prisma, a
dissolucdo das substancias nesses fluidos e a sua disponibilidade para
captacdo nas membranas celulares se revelam crucial para a promocao do
efeito cicatrizante durante todo o processo de cicatrizacdo. Dai decorre o
interesse do uso de sistemas de liberacdo capazes de promover a veiculagao
das substancias de baixa solubilidade, como é o caso do cumestrol, e de libera-

las junto as membranas celulares.

Flavonoides: atividade estrogénica e cicatrizante

O corpo tem alta capacidade de reposicdo de células lesadas ou até
mesmo mortas. A cicatrizagdo cutdnea ocorre por meio de processos
biolégicos, que inicialmente envolve hemostasia (processo de vasoconstricao e
formacao de coagulo), fase inflamatoria, fase proliferativa e de remodelacao da
matriz (ISAAC et al., 2010), podendo esses processos serem influenciados por
mediadores enddgenos ou substancias exdgenas como € o caso de produtos a
base de plantas medicinais (REUTER et al., 2009).

O estrogénio exerce sua funcéo na pele por meio de sua ligacdo aos
receptores estrogénicos (ER), os quais sdo subdivididos em alfa (a) e beta(p).
Estes ER séo expressos nos fibroblastos da pele humana (derme) regulando a
acdo de estrégenos em nivel cutaneo. Na pele néo tratada, o 173-estradiol, um
estrogénio endbégeno, exerce um papel importante na prevencdo do
envelhecimento e na cicatrizagdo cutanea (THORNTON et al., 2003;
VERDIER-SEVRAIN et al., 2004).
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Os ERPB estdo mais presentes na epiderme, fibroblastos dérmicos e
vasos sanguineos. Na epiderme, estes estdo mais presentes nos
queratinocitos das camadas basal e malpighiana e em menor proporgdo na
camada granulosa estando envolvidos diretamente na cito protecédo. Ja os ERa
sdo também expressos em queratindcitos epidérmicos, predominantemente na
camada basal e camada malpighiana, mas agem especialmente na promoc¢ao
da proliferacdo celular. Além disso, ambos o0s receptores estrogénicos séo
expressos também nas glandulas sebaceas (THORNTON et al., 2003; HALL e
SCHWARTZ, 2004; VERDIER-SEVRAIN et al., 2004; SHU e MAIBACH, 2011).

Assim, o 17B-estradiol ao ativar os receptores (ERa e ERB) em
fibroblastos dérmicos, aumenta os niveis do fator transformador de crescimento
B (TGF-B), responsavel pela producdo de colageno, acelerando a cicatrizacao
cutanea. Na menopausa, devido a reducdo dos niveis de estrogénio sistémico,
ocorre diminuicdo da cicatrizacdo cutanea, visto que ha um decréscimo da
producéo de colageno e da proliferacdo celular (VERDIER-SEVRAIN, 2007).

Os isoflavonoides, como os demais flavonoides séo caracterizados, por
uma cadeia arila-C3-arila, mas do tipo difenil-1,2-propano e se dividem em
isoflavonas, isoflavanonas, isoflavanas, pterocarpanos, coumestanos entre
outros. De maneira geral os flavondides séo constituidos por trés anéis, e 0s
seus carbonos podem sofrer algumas variacées quimicas, como hidroxilacao,
metilacdo, glicosilacdo, acilacdo e sulfonacdo, possibilitando a formacdo de
varios flavonoides, os quais sao agrupados em diferentes classes (GEORGIEV
et al., 2014). No reino vegetal, apresentam-se na forma de agliconas,
glicosideos, acetilglicosideos e malonilglicosideos. Dentre suas propriedades
bioldgicas destacam-se a antibacteriana, antifungica, atividade estrogénica e
cicatrizante, sendo as duas ultimas peculiares das subclasses de isoflavonas e
coumestanos (ZUANAZZI e MONTANHA, 2004; ANTONELLI et al., 2005;
SEHN et al., 2009; ROUTRAY e ORSAT, 2012).

Os isoflavonoides na maioria das vezes encontram-se na forma de
heterosideo, ou seja, ligados a uma molécula de agucar através de ligacdo 7-B-
D-glicosidica. A forma glicosidica das isoflavonas € inativa, por isso necessita
da hidrdlise da ligacéo heterosidica e a liberacéo da aglicona para exercer suas
atividades bioldgicas, o que a diferencia da forma de aglicona (LEE et al.,
2007). Administrados pela via oral enzimas do trato intestinal realizam a
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hidrolise, o que nao ocorre na administracdo pela cutanea (IOVINE et al.,
2012).

Os isoflavonoides sao capazes de interagir com receptores estrogénicos,
por apresentarem estrutura quimica semelhante a do estradiol, presentes nos
sistema biolégicos (SETCHELL et al., 2005). Os coumestanos sdo conhecidos
por serem 0S compostos com a maior atividade estrogénica entre o0s
flavonoides (KOUKI et al., 2005). Sdo frequentemente incluidos na subclasse
isoflavonas devido a semelhanca estrutural e de atividade com essa classe de
flavonoides (GANRY, 2005; KOUKI et al., 2005; MLYNARCZUK et al., 2013).

O cumestrol € uma substancia ativa isolada principalmente de plantas da
familia Fabaceae ou Leguminosea, abrange uma das maiores familias
encontradas em regides subtropicais e temperada de ambos o0s hemisférios. E
utilizado sob a forma de aglicona (fracdo biologicamente ativa). Além de
atividade estrogénica (KOUKI et al., 2005), estudos relatam sua potente
atividade antioxidante relacionada a doag&o de hidrogénio/elétrons da hidroxila
fendlica (ZUANAZZI e MONTANHA, 2004; LEE et al.,, 2007; SCOTTI et al.,
2007).

Grande parte dos relatos na literatura sobre a atividade cicatrizante de
isoflavonoides refere-se a flavonoides de uma forma geral, aos quais €
atribuida capacidade de inibir uma variedade de enzimas, como é o caso das
prostaglandinas-sintetases, enzimas que tém papel importante na inflamacéo e
no reparo tecidual. Além disso, ha referéncia de que os flavonoides atuam
inibindo a enzima hialuronidase, mantendo o0s proteoglicanos do tecido
conjuntivo, prevenindo a propagac¢ao bacteriana e diminuindo assim, o tempo
de cicatrizagdao (HAVSTEEN, 2002; VIEIRA et al., 2008). Os flavonoides
também se destacam por possuirem atividade antimicrobiana e/ou antioxidante
e antiinflamatéria (GHOSH e GABA, 2013).

Em estudo realizado em ratos wistar, AMBIGA e colaboradores (2007),
isolaram o kaempferol e seu derivado glicosilado (3-O-a-D), partir das flores de
Ipomoea carnea, e avaliaram sua atividade cicatricial em feridas excisadas, na
dose de 200 mg/Kg/dia. A atividade cicatrizante observada se mostrou potente
frente ao controle positivo (sulfatiazol, um antimicrobiano derivado da sulfa),

tanto para o kaempferol quanto para seu derivado glicosilado.
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J4 PANDA e colaboradores (2015) avaliaram o efeito de diferentes
extratos de folhas de Crotalaria pallida, da familia Fabaceae, obtidos por
sucessivas extracdes em soxhlet com os solventes: etanol, acetato de etila, n-
butanol e éter de petroleo, sobre a cicatrizacdo de feridas excisadas em ratos
wistar. O resultado do estudo indicou que o extrato etandlico de Crotalaria
pallida foi o que mais promoveu a cicatrizacdo, comparativamente aos extratos
obtidos com os demais solventes. A cura da ferida com o extrato foi atribuida a
presenca de diversos constituintes quimicos presentes no extrato e conhecidos
por sua atividade antimicrobiana, como: flavonoides, fenois, terpenoides,
saponinas, esteroides e taninos, individualmente ou combinados,podendo
exibir efeito sinérgico. Os autores reconhecem, no entanto, a necessidade de
aprofundamento da investigacdo, com testes de atividade dos constituintes
isolados.

No que se refere aos isoflavondides, JOSE DACAMPORA e
colaboradores (2007) realizaram um estudo de cicatrizacdo de feridas
cutaneas, submetidas a contaminacdo com 1 mL de cada indculo (S. aureus e
posteriormente  S. pyogenes), administrando quercetina (dihidrato de
quercetina) por via intraperitoneal, em ratos wistar, na dose de 50 mg/Kg/dia
diluida em dimetilsulfoxido (P.A) e solucéo fisiolégica suficiente para completar
o volume de 0,5 mL, por sete dias. Os grupos foram diferenciados por nimero
de aplicacBes de quercetina antes e apds o procedimento cirdrgico (todos com
in6culo), controle positivo (tratados somente com indculo e sem quercetina) e
controle negativo (tratados sem in6culo e sem quercetina). Os autores
observaram um aumento na reepitelizacdo nos grupos tratados por esta
isoflavona, quando comparado com o grupo controle, e também constataram
gue havia uma menor separacdo entre as fibras musculares subcutaneas nos
grupos tratados.

MURALIDHAR e colaboradores (2013) avaliaram a atividade cicatrizante
de fracéo flavonoidica obtida através de extrato etanolico de cascas de Butea
monosperma (Lam). No referido estudo, utilizaram como modelo ratos wistar e
a aplicacdo topica do extrato incorporado em pomada, comparada com 0S
grupos controle (apenas a base-pomada) e pomada antibacteriana. A fracao

contendo flavonoides demonstrou atividade cicatrizante, que foi atribuida



40

principalmente as isoflavonas prunetina e genisteina, presentes nas cascas de

Butea monosperma (Lam).

Cumestrol (COU)

O cumestrol é a substancia bioativa que mais se destaca entre o0s
coumestanos, sendo amplamente encontrado em brotos de alfafa e trevos, e
tém sido estudado devido suas propriedades estrogénica e antioxidante (AL-
MAHARIK e BOTTING, 2004; GANRY, 2005).

O cumestrol, descoberto em 1958 por Bickoff e colaboradores, possui
férmula molecular C15H805 e massa molecular de 268,22 g, apresentando-se
na forma de cristais que sublimam em 325 °C e, em alto vacuo, préximo dos
175°C. Apresenta maximos de absorcédo (em metanol) na regido do ultravioleta
em 208, 243 e 343 nm e exibe fluorescéncia azulada em meio alcalino forte.

Com relacdo a sua solubilidade, é praticamente insolivel em agua em
pH acido, neutro ou alcalino (pH entre 11-12) e em éter de petroleo;
ligeiramente solivel em metanol, cloroférmio e éter, além de ser soluvel em
tetracloreto de carbono e benzeno (BICKOFF et al., 1960; WILLIAMS, 2006).

Figura 2. Estrutura quimica do cumestrol.

O cumestrol é classificado como um fitoestrogeno, devido a sua
semelhanca aos estrogenos naturais (AL-MAHARIK e BOTTING, 2004). E um
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agonista estrogénico, tendo afinidade de ligacdo com os receptores (ER), mas
também apresenta atividade antiestrogénica dose-dependente, pois em altas
concentracbes compete com o estrogénio (173- estradiol) pela ligagdo com os
receptores, bloqgueando-os (BUROW et al., 2001; PINNELL, 2003). O cumestrol
apresenta afinidade tanto pelos receptores ERa quanto pelos ERB. E
importante destacar que a forma livre (aglicona) é forma que interage com
esses receptores (KRAZEISEN et al., 2001; POCOCK et al., 2002).

A Dbiossintese do cumestrol se da a partir dos fenilpropanoides:
fenilalanina— acido p-hidroxicinamico CoA—  7,4’hidridoxiflavanona—
daidzeina— compostos intermediarios— cumestrol (ZUANAZZI e MONTANHA,
2004; BRUNETON, 2008). Existem varias fontes vegetais de cumestrol, entre
elas destacam-se: sementes, folhas (alfafa, e trevo vermelho) e brotos (alfafa,
soja, feijiio e trevo amarelo) (LAPCiK et al., 2003; ANTONELLI et al., 2005;
PATRI et al., 2006; KONAR et al., 2012).

As concentracdes de cumestrol encontradas nas fontes vegetais podem
variar de acordo com os fatores externos (condicbes ambientais e
contaminagdo por microorganismos) e as condicbes de processamento. Tem
se observado um aumento em sua concentragdo como mecanismo de defesa
da planta (KONAR et al., 2012; JEON et al., 2013). LEUNER e colaboradores
(2013), relatam um rendimento de 105 mg/Kg de cumestrol a partir do trevo
amarelo (Melilotus officinalis), enquanto que PATRI e colaboradores (2006),
obtiveram no trevo vermelho (Trifolium pratense) 5.611 mg/Kg e nas folhas de
brotos de alfafa (medicago sativa), 1,2 e 720 mg/Kg, respectivamente.

Diversas atividades biolégicas sdo atribuidas ao cumestrol, no entanto
sdo encontrados poucos relatos para atividades relacionadas a pele.

Estudos recentemente realizados por nosso grupo de pesquisa, em
colaboracdo com o grupo da Dra Claudia O. Simbes, da UFSC, BIANCHI,
(2014), avaliaram a migragao celular e a capacidade proliferativa em cultura de
fibroblastos, através de ensaio por scratch, observando que a associagao
cumestrol associado a HPBCD induziu um aumento do numero de células, nas
concentracdes de 50 uM (66,1 %) e na concentracdo de 10 uM (56,3 %), sendo
o efeito foi comparavel ao controle positivo (PDGF). Resultados
consideravelmente mais baixos foram atingidos para o coumestrol dissolvido

em DMSO, 50 uM a 10uM. Por outro lado, quando o cumestrol livre foi
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dissolvido em DMSO numa concentracdo dez vezes maior, 100 uM,
observaram-se uma reducao de 73,4 % da migracao celular observada para o
controle positivo, enquanto que quando dissolvido em DEMEM 50 pM a
reducado foi de apenas 30,0%. Esse efeito negativo observado para cumestrol
dissolvido em DMSO (100 uM) ainda néo esta devidamente elucidado, ndo se
descartando a hipGtese de toxicidade nesta concentracdo, ou diminuicdo da
atividade estrogénica por niveis elevados de cumestrol, a exemplo do que
ocorre com altas concentracdes de estrogénio. JA o efeito observado para
cumestrol disperso em DEMEM 50 uM pode ser devido a baixa solubilidade do
cumestrol neste meio, aspecto que foi superado pela sua associacdo a
ciclodextrina.

Com relacdo a toxicidade do cumestrol, destacam-se alguns estudos.
KULLING (1997), descreveram que o cumestrol exerce um efeito genotdxico
(pela indugéo de micronucleos em células V79) e mutagénico (N0 cromossomo
X sobre o locus HPRT), em hamster. O cumestrol induziu quebras do DNA em
células V79 (25 - 100 uyM de cumestrol), além disso, a frequéncia da mutacéo
aumentou em até 10 vezes com relacdo ao controle em concentracdes de 5-50
MM.

Ciclodextrinas (CD)

O grande avancgo cientifico na area farmacéutica tem sido resultado,
dentre outros fatores, do surgimento de novas moléculas terapeuticamente
ativas. No entanto, muitas destas moléculas apresentam limitacbes com
relacdo a sua aplicabilidade, como por exemplo, baixa hidrossolubilidade, baixa
biodisponibilidade ou até mesmo caracteristicas sensoriais indesejaveis. Com o
objetivo de superar estes obstaculos as ciclodextrinas tém espaco importante.
Devido a sua natureza anfifilica sdo capazes de incluir moléculas ou
grupamentos hidrofébicos em sua cavidade, formando complexos de inclusao,
assim como associar-se externamente a moléculas hidrofilicas resultando no

aumento da sua hidrossolubilidade, estabilidade e biodisponibilidade
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(LOFTSSON e BREWSTER, 1996; SINGH et al., 2002; MUNRO et al., 2004;
SANTOS et al., 2015).

As ciclodextrinas sé@o oligbmeros ciclicos de glicose, dispostos na forma
de cone, unidos por ligacdo a-(1,4), que encontra emprego em preparacoes
cutaneas especialmente visando a promocédo da algumas substancias, na pele
saudavel (CAVALLI et al., 1999; FICARRA et al., 2002; MALPEZZI et al., 2004;
TOMMASINI et al., 2004; XIE et al., 2015). As ciclodextrinas naturais
diferenciam-se pela quantidade de unidades de glicose, sendo a-CD, 3-CD e y-
CD que sao compostas por seis, sete e oito unidades respectivamente(CHIN et
al., 2015). Estas estruturas sdo obtidas por meio da degradagdo do amido
através da acdo da enzima ciclodextrinaglicosiltransferase, a qual é sintetizada
por alguns microrganismos (FENELON et al., 2015).

A B-ciclodextrina é uma das ciclodextrinas mais empregadas por seu
baixo custo, didmetro de cavidade adequado a inclusdo de inumeras
substancias ativas ou parte de suas moléculas. Sua férmula molecular é
C42H70035, encontra-se na forma de cristais em paralelograma, com ponto de
fusdo entre 255 e 265°C (ARTHUR e PRICE, 2000; NEIL, 2006). Diferentes
métodos de complexacdo com ciclodextrinas podem resultar em associacoes,
que podem apresentar maior ou menor hidrossolubilidade. Sua principal
desvantagem reside na sua nefrotoxicidade e baixa hidrossolubilidade,
comparativamente a seus derivados hidrofilicos. Neste sentido, ao derivado
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), tem sido amplamente utilizado como
agente solubilizante para moléculas hidrofébicas. Além disto, ao contrario da [3-
ciclodextrina, a maior solubilidade em agua e a baixa toxicidade da HPBCD tém
permitido sua utilizacdo em ensaios que envolvem cultura celular, bem como
administragdo parenteral, ocular nasal, pulmonar e outras vias, revelando a
extrema vantagem de seu emprego em relagdo a ciclodextrina natural.
(LOFTSSON e BODOR, 1988; OLIVIER et al., 1991; BELLRINGER et al.,
1995). Além disto, a patente deste derivado sintético expirou, a mais de uma

década, o que abre a perspectiva de sua utilizagdo mais ampla.
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Figura 3. Estrutura quimica da HPBCD

As ciclodextrina, por meio de associacfes supramoleculares, séo
capazes de modificar as caracteristicas de molécula héspedes de diferentes
formas, como aumentar a hidrossolubilidade de farmacos lipofilicos, mascarar
sabores e odores desagradaveis e estabiliza-los contra possiveis degradacées
pela luz, calor e oxigénio, promover a penetracdo na pele e em mucosas
(LOFTSSON e MASSON, 2001; DEL VALLE, 2004; PINHO et al., 2014).

Diversos métodos de obtencdo de associacfes/complexos de inclusao
entre a ciclodextrina e molécula hospedes tém sido relatados. A selecdo do
método baseia-se, primordialmente, nas propriedades da molécula, facilidade
de complexacédo e o custo envolvido (MARQUES, 2010). Dentre os métodos
mais comumente relatados na literatura, estdo: complexacdo em solucéo,
pasta, extrusdo, mistura a seco, evaporagdo, freeze-drying, spray-drying,
micro-ondas, granulacédo, neutralizacdo e co-precipitacdo (LOFTSSON e
BREWSTER, 1996; GIORDANO et al., 2001; DEL VALLE, 2004; YATSU et al.,
2013).

Entre os métodos descritos para a obtencdo de complexos com
ciclodextrina, nosso grupo de pesquisa tem utilizado a complexacdo em meio
aquoso (também conhecido como solugcdo ou co-precipitacdo), seguida de
secagem por liofilizacdo (BIANCHI, 2014) e o método em meio organo-aquoso
(hidroetandlico), seguido de secagem por spray drying (FRANCO et al., 2009;
YATSU et al., 2013). A etapa de secagem tem como objetivo a producao de um

produto final pulvéreo, mas ndo se pode descartar a possibilidade de ocorrer
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complexacdo durante o processo de secagem (CUNHA-FILHO e SA-
BARRETO, 2009; YATSU et al., 2013).

No método em solucdo a ciclodextrina é dissolvida em agua e a
molécula héspede (B-ciclodextrina) é adicionada sob agitacdo constante, em
excesso, a solugdo contendo ciclodextrina em diferentes proporges molares.
Ainda que algumas ciclodextrinas apresentem baixa hidrossolubilidade, como é
0 caso da B-ciclodextrina (1,85 g/100 mL), com o aumento da temperatura sua
concentragdo pode aumentar até 20 %. Todavia, deve-se analisar a
estabilidade térmica da B-ciclodextrina (DEL VALLE, 2004).

As ciclodextrinas podem complexar moléculas de maneira parcial ou até
mesmo total, através de interacbes ndo covalentes, formando estruturas
supramoleculares. As forcas que promovem a formacédo de complexos séo a
alta entalpia das moléculas de &gua, presentes na cavidade apolar da
ciclodextrina; a saida da agua da cavidade da espaco a entrada de moléculas
menos polares, sendo favorecida termodinamicamente. Além disto, no
complexo ha presenca de forcas de Van der Walls, ligacdes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas. A formacdo de complexos se da por interacdo néo
covalente, constituindo um processo dindmico no qual ha associacdo e
dissociacao constantemente (BIBBY et al., 2000; ZARZYCKI e SMITH, 2001;
SINGH et al., 2002).

Em nosso grupo de pesquisa, diversos trabalhos tém sido conduzidos
com o uso de ciclodextrinas e flavonoides para a via cutanea. SCHWINGEL
(2013) avaliou o perfil de penetracdo dos flavonoides 3-O-metilquercetina e
guercetina nas camadas da pele a partir de hidrogeis de hipromelose e
quitosana, observando que a presenca de [-ciclodextrina aumentou a
penetracdo dos dois flavonoides nas camadas da pele em ambos os hidrogeis.
No entanto, o hidrogel com quitosana favoreceu a penetracdo da quercetina.
Estudos de dinamica molecular revelaram diferentes comportamentos
estéricos, sendo a metila presente na 3-O-metilquercetina um grupo funcional
que confere maior energia e impedimento estérico a molécula,
comparativamente a quercetina.

Recentemente BIANCHI e colaboradores (2014), demonstraram por
meio de estudo de permeacdo cutanea, utilizando cumestrol 1 % incorporado

em hidrogel de HPMC 3,5 %, em célula de Franz, utilizando pele de orelha de
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suino, em que a presenca de HPBCD promoveu a penetracéo de cumestrol na
pele e que houve formacgao de complexo de ndo-inclusao.

A associagcdo de moléculas com ciclodextrina pode ser caracterizada por
diferentes técnicas analiticas como: calorimetria diferencial exploratoria (DSC),
analise térmica diferencial (DTA), espectroscopia no infravermelho (IR, FTIR),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ressonancia magnética nuclear
(RMN), espectrofotometria no ultravioleta e visivel (UV-visivel), diagrama de
solubilidade, difracdo de raio-X, microscopia eletrébnica de varredura (MEV),
entre outros (GIORDANO et al., 2001; CALABRO et al., 2004; CRUPI et al.,
2007; YATSU et al., 2013).

Quanto a possibilidade de absor¢cdo das ciclodextrinas, em aplicacéo
tépica HPBCD radiomarcada em ratos com pele intacta, 0,02 % da molécula
radiomarcada foi absorvida, enquanto que no mesmo estudo, utilizando com
pele lesionada (sem estrato cérneo) houve absorcao de 24 % (TANAKA et al.,
1995), evidenciando o bem conhecido papel de barreira do estrato corneo e a

baixa absorcédo do adjuvante através da pele.

Hidrogeis

Hidrogel de Hipromelose (HPMC)

Dentre as formulacdes tépica, os géis vem se destacando devido as
grandes vantagens com relacdo aos outros produtos de uso topico, seja com
relacdo a producédo, envase e aplicagdo. Normalmente proporcionam um
aspecto agradavel e boa aceitagdo pelos pacientes, além do seu baixo custo
de producéo e facil aplicagéo.

Os hidrogeis ou géis hidrofilicos vém sendo muito utilizados como base
na producdo de produtos dermatologicos, pois sdo facilmente manipulados,
possuem grande capacidade de geleificagdo em meio aquoso, com relagcéo a
variabilidade na massa molecular e grau de substituicdo sdo capazes de
produzir géis com diferentes viscosidades, ndo sdo oleosos, possuem 6tima

espalhabilidade, e podem ser utilizados para incorporar varias substancias
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ativas hidrossoluveis e liposssomas. A hipromelose (HPMC), pertence a familia
dos polimeros hidrofilicos n&o-ibnicos, sendo amplamente empregada em
formulagbes com administragdo por via topica. Também é utlizado como
espessante em formulacdes e € amplamente utilizado em produtos cosméticos
por apresentar baixo potencial de irritacdo e toxicidade (ARTHUR e PRICE,
2000; EL-KATTAN et al., 2000; ROWE et al., 2009).

Estudos do incremento da hidrossolubilidade obtido através da
complexacao de quercetina com BCD ou HPBCD, na presenga ou auséncia de
HPMC, realizado por PETRY e colaboradores (2007), demonstraram que a
associacao quercetina:CD na auséncia de HPMC teve um incremento de 4,6
vezes na hidrossolubilidade, enquanto que com a presenca de HPMC a mesma
associacdo apresentou um incremento de 6,5 vezes. No entanto, quando a
BCD era substituida por HPBCD nas mesmas associagdes com a quercetina,
observou-se que: associacdo quercetina:HPRBCD na auséncia de HPMC
apresentou um incremento de 38 vezes na hidrossolubilidade, enquanto que,
na presenca de HPMC apresentou um incremento de 62 vezes na
hidrossolubilidade. Enquanto que, a associa¢do quercetina:HPMC apresentou
um incremento de apenas 2,8 vezes. O estudo claramente evidencia um
sinergismo entre as duas ciclodextrinas e a HPMC no que diz respeito a
hidrossolubilidade da quercetina.

Em estudo realizado para avaliar as propriedades tixotrOpicas em
formulacbes farmacéuticas (LEE et al.,, 2009)observaram que a HPMC
apresentava propriedade promotora de viscosidade quando combinada com
acido poliacrilico (PAA). Quando realizada a mistura aquosa HPMC 1,5 % e
PAA 0,3 %, esta combinacg&o exibiu caracteristicas semelhantes a solucdo de
PAA 2,0 %. Ja o estudo reologico que continha uma combinacdo de HPMC e
PAA na proporgdo 2:1 mostrou que a formulagdo apresentou maior
viscosidade, e comportamento tixotrépicopseudoplastico aparente, mostrando-

se adequado para a utilizacdo em géis de uso tépico.
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Hidrogel de quitosana

A quitosana, um polissacarideo catibnico obtido pela acetilacdo da
quitina, vem sendo amplamente estudada devido suas propriedades como
adjuvante farmacéutico e também terapéuticas (MADHUMATHI et al., 2009;
ARAIN et al., 2013). A protonacdo de seus grupamentos aminicos lhe confere
caracteristicas catibnicas. Este grupamento esta envolvido tanto na solvatacéo
do polimero e consequente geleificacdo, quanto na atividade antimicrobiana
que lhe é atribuida (KOIDE, 1998; SIMONCIC e TOMSIC, 2010).

E uma substancia dispersivel em meio aquoso e tem sido amplamente
utilizada no preparo de géis e solugbes. A formacdo de dispersdes coloidais
com a quitosana é realizada com a adicdo de acidos, sendo a concentracdo de
prétons necessaria pelo menos igual a concentracdo de grupos NH; envolvido
na reagdo (RINAUDO et al., 1999).

Foram relatados em alguns estudos, que quando em presenca de
glicerol 2-fosfato, em pH neutro, a quitosana se mostrou sollvel em agua. Em
temperatura ambiente, com pH em torno de 7, obteve-se uma solucéo estavel,
engquanto que na presenca de aquecimento, em torno de 40 °C, observou-se a
formacao de gel. Verificando-se assim, que da fase sol para gel foi depende da
temperatura de geleificacdo e parcialmente reversivel (CHENITE et al., 2000;
CHENITE et al., 2001; MOLINARO et al., 2002; CHO et al., 2005).

A quitosana e a quitina destacam-se dentre os polissacarideos, devido
sua atividade antimicrobiana. Esses polimeros provocam a inibicdo de varios
microorganismos, podendo ser explicado pelos grupos aminicos, que em
contato com os fluidos fisiolégicos (provavelmente protonados), ligam-se a
grupos anibnicos desses microorganismos, resultando na inibicdo do
crescimento, devido a aglutinacao das células microbianas (SILVA et al., 2006).

Além das caracteristicas de viscosidade dos géis empregados como
base para preparacdes farmacéuticas e cosméticas, a bioadesdo também se
constitui numa caracteristica relevante. Esta caracteristica vem sendo
amplamente explorada na administracdo de moléculas bioativas em mucosas,
no entanto, pouco se conhece sobre este fenbmeno em locais em que ha
auséncia de muco, como é o caso da pele. Existem algumas caracteristicas

dos polimeros que vém sendo consideradas importantes na bioadesao, como a
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sua elevada massa molecular, facilidade de dispersdo em agua, a presenca de
elevado numero de hidroxilas e/ou carboxilas, flexibilidade da cadeia
polimérica, capacidade de formar ligacées de hidrogénio e presenca de carga
negativa na superficie. Dentre 0s principais mucoadesivos encontram-se a
quitosana, os carbdmeros e derivados da celulose como a HPMC. Quando se
trata de pele, deve-se levar em consideracdo que a mesma € livre de cargas,
diferentemente do muco, portanto, esta caracteristica ndo parece ser primordial
para a adesdo na pele (VILLANOVA et al., 2010; YOSHII, 2011).

Neste contexto, considerando as importantes atividades biologicas do
cumestrol, especialmente os resultados preliminares obtidos por BIANCHI
(2014) relativos aos indicativos de atividade de promocdo da cicatrizacao
observada em cultura de fibroblastos, bem como as pobres caracteristicas
biofarmacéuticas da molécula para administracdo em lesdes cutaneas, a
pesquisa de estratégias que promovam a sua hidrossolubilidade e permanéncia
no local de aplicagéo se revela de grande interesse. Neste sentido, o presente
trabalho propde avancar nos estudos que vem sendo realizados por nosso
grupo de pesquisa no PPGCF/UFRGS, propondo realizar um estudo de
utilizacéo de diferentes métodos de associacao do cumestrol com HPBCD, em
meio organo-aquoso seguido de spray drying e por meio do método de micro-
ondas seguido de liofilizacdo, selecionando o método mais adequado. Na
sequéncia, incorporacao da associacdo em duas bases hidrofilicas (HPMC ou
quitosana) e realizacdo de estudos de liberacdo in vitro do cumestrol,
comparando-se a simples mistura cumestrol.ciclodextrina e cumestrol livre.
Finalmente, a proposta inclui a avaliagdo da atividade cicatrizante do hidrogel
selecionado em modelo animal (ratos wistar), etapa que serd junto a Instituicao
de origem da co-orientadora Dra. Cristiana Lima Dora, Fundacéo Universidade
Federal de Rio Grande, no ambito (PROCAD - FURG/UFPEL/UFRGS
Processo 552457/2011-6).






CAPITULO Il

Associacdo de cumestrol/hidroxipropil-B-Ciclodextrina:
caracterizacgao, incorporagéo em hidrogel , avaliagdo da liberacdo e da
atividade cicatrizante.

Publicacdo a ser submetida a Phytotherapy Research







53

Associacdo de cumestrol/hidroxipropil-B-Ciclodextrina:
caracterizacao, incorporacdo em hidrogel , avaliacdo da liberacdo e da
atividade cicatrizante.

Barbara E.K. Machado, Sara E. Bianchi', Marilia G.C. da Silva?,
Michelle Maidana ?, Lidiane Dal Bosco ?, Magno Marques °, Ana P.Horn?, Cristiana L.
Dora?, Valquiria L. Bassani®

'Programa de P6s Graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre,
RS, Brasil

2 Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS, Brasil

% Programa de P6s-Graduagao em Fisiologia Animal Comparada, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande,
RS, Brasil

Resumo

O cumestrol (COU) € um dos constituintes que mais se destaca na classe dos
coumestanos. O interesse por esta molécula esta especialmente relacionado
as propriedades estrogénicas e antioxidantes que apresenta. Uma das
principais limitagbes para seu emprego farmacéutico ou cosmético se é sua
baixa hidrossolubilidade. Recentes estudos do grupo revelaram o potencial de
utilizacdo de hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD) para a promocao da
solubilidade da molécula, bem como o potencial dessa associacdo para a
promocao da cicatrizacdo em cultura de fibroblastos. No presente trabalho sé&o
comparados dois métodos de obtencéo da associagdo cumestrol: HPBCD, em
micro-ondas seguido de liofilizacdo (COU:HPBCD-MO-LI) e meio organo-
aguoso seguido de secagem por spray dryer (COU:HPBCD-SD). As
associacfes obtidas foram incorporadas em dois diferentes hidrogeis, gel de
hipromelose (HPMC) e de quitosana e a liberacado do cumestrol foi avaliada em
célula de difuséo do tipo Franz, utilizando tamp&o:etanol (50:50 v/v) como meio
aceptor e membrana de éster de celulose de 0,05 um. O melhor perfil de
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liberagcdo do cumestrol foi obtido pela associagdo COU:HPBCD-SD incorporado
em hidrogel de HPMC, o qual foi utilizado no experimento de atividade
cicatrizante in vivo, onde se destacou por ter melhor desenvoltura frente a
cicatrizacédo, visto que a contracdo da lesédo parece ser harmdnica. Além disso,

em 12 dias de tratamento apresentou 99,05 % de contracéo da ferida.

Palavras chave: cumestrol, ciclodextrina, cicatrizacdo cutanea, liberacdo do

cumestrol e atividade cicatricial in vivo.

Introducao

O cumestrol (COU) é uma substancia bioativa isolada principalmente da
familia Fabaceae, na forma de aglicona. Estudos relatam sua potente atividade
estrogénica e antioxidante (LEE et al.,, 2007; SCOTTI et al, 2007;
CHANDSAWANGBHUWANA e BAKER, 2014). Este constituinte tem
demonstrado ser capaz de ligar-se aos receptores de estrogénio ERa e ERp,
mesmo quando em reduzidas concentracdes (OSENI et al., 2008; LORAND et
al., 2010), e por este motivo o cumestrol é considerado um fitoestrogeno (AL-
MAHARIK e BOTTING, 2004).

No que tange aos efeitos benéficos do estrogénio sobre a cicatrizagédo
de feridas na pele, ha indicios de que estes sejam mediados, principalmente,
pela ativacdo do receptor por ERB, uma vez que este sinaliza a producéao de
colageno via TGF-B (CAMPBELL et al., 2010). Por outro lado, a ativacdao do
receptor ERa estd envolvida na ativagcdo da proliferacdo celular, portanto,
também pode contribuir na promocao do processo de cicatrizagdo (VERDIER-
SEVRAIN, 2007). Neste sentido, as atividades estrogénica e antioxidante
atribuidas ao cumestrol sdo caracteristicas que revelam seu potencial para a
promocdo da cicatrizacdo. Em se tratando de molécula de reduzida
hidrossolubilidade (WILLIAMS, 2006), a associa¢ao do cumestrol com HPRCD
revelou-se oportuna, (FRANCO et al., 2009; BIANCHI, 2014) visto que em
estudos de solubilidade pelo método de HIGUCHI e CONNORS realizados
anteriormente a propor¢cao molar 1:1 (COU:HPBCD) apresentou um incremento
de solubilidade de 12 vezes (BIANCHI, 2014). Uma avaliacdo da atividade
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cicatrizante da associacdo cumestrol:HPBCD, em cultura de fibroblastos,
utilizando o modelo experimental scratch, demonstrou aumentar a proliferacao
e a migracdo celular na cultura de fibroblastos, quando comparado com o
controle positivo (PDGF)(BIANCHI, 2014).

O presente trabalho foi desenhado para comparar dois métodos de
obtencdo da associagdo cumestrol:HPBCD, incorporar as associagdes obtidas
em duas bases hidrofilicas utilizando, respectivamente, hipromelose (HPMC) e
quitosana e avaliar os perfis de liberacdo do cumestrol a partir das mesmas,
em células de difusdo do tipo Franz. Ainda serd avaliado o potencial de
promocao da cicatrizacéo in vivo do hidrogel que apresenta o melhor perfil de

liberagcdo do cumestrol.

Metodologia

Obtencéo da matéria prima

Cumestrol (95 % de pureza) foi obtido da Sigma-Aldrich (Brasil).
Acetonitrila (grau HPLC, Tedia, USA), &cido trifluoroacético (Vetec, Brazil) e
agua purificada (sistema Milli-QTM, Millipore, USA) foram utilizadas para
compor a fase movel nas analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) e quitosana (grau de desacetilacdo-80%)
foram adquiridas, da Roquette Fréres (Franca) e da Sigma-Aldrich (Brasil),
respectivamente. Hidroxipropilmetilcelulose (hipromelose, HPMC, Methocel®

K4M) foi gentilmente fornecida pela Colorcon (Brasil).

Associagao do cumestrol com a HPRCD

Método utilizando micro-ondas seguido de liofilizacdo

Foram dissolvidas quantidades de cumestrol e de HPBCD (relagédo molar
de 1:1) em etanol 66 % (v/v) a 60°C. A solucéo foi submetida ao aquecimento

em forno micro-ondas, numa poténcia de 245 watts, a 60 °C, durante 30

segundos. O solvente foi evaporado sob vacuo, em rotaevaporador. O soélido
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obtido foi refrigerado a -18 °C por 24 horas e seco utilizando o liofilizador
Edwards EF4 MODULYO, resultando numa dispersao sélida denominada

associacao cumestrol:HPBCD.

Método de associacdo em meio organo-aquoso, seguido de spray drying

Uma fracdo de cumestrol foi adicionada a HPBCD (relagdo molar de 1:1)
e posteriormente dissolvida em etanol 77% (v/v) a 60 °C. A solucéo resultante
foi arrefecida até a temperatura ambiente e o solvente eliminado em mini Spray
Dryer B-290 acoplado a inert loop B-295 (Buchi, Suica). A secagem foi
realizada nas seguintes condi¢cdes: temperatura de entrada de 130 °C,

temperatura de saida de 60 °C e o fluxo de alimentacdo 3 mL/min.

Preparagéo da mistura fisica de cumestrol:HPBCD

Para fins de comparacédo, uma simples mistura de cumestrol e HPBCD,
designada mistura fisica, foi preparada (relacdo molar de 1:1), em gral de vidro,

durante 30 minutos.

Caracterizagao das associagdes cumestrol:HPRCD

Doseamento do cumestrol por CLAE

As andlises cromatograficas foram realizadas de acordo com meétodo
previamente validado (BIANCHI et al., 2016), utilizando sistema Shimadzu LC-
20A (Kyoto, Japédo) equipado com detector UV/Visivel com comprimento de
onda varidvel SPD-20 AV, bomba LC-20AT e amostrador automatico SIL-20A.
A fase estacionaria foi composta por uma coluna C18 PhenomenexGemini®
(150 x 4,6 mm, id; de tamanho de particula, de 5 um) que foi acoplada a uma
pré-coluna Waters (20 x 3.9 mm ID; tamanho de particula, 10 mm) (Milford,
MA, EUA). A fase movel utilizada foi constituida de uma mistura de &cido
trifluoroacético 0,1% em agua e acetonitrila (40:60 v/v), eluida em fluxo
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isocratico. Todas as amostras foram previamente filtradas em membrana de
PVDF da Millipore (com diametro de poro de 0,45 pm). O fluxo utilizado foi de
0,8 mL/min, enquanto que o comprimento de onda de detec¢cédo e volume de

injecdo foram, respectivamente, 343 nm e 20 L.

Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

O cumestrol e as associagcdes cumestrol:HPBCD e correspondente
mistura fisica foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), na faixa 4000-400 cm™, através de 20 scans
de 4 cm™cada, utilizando um espectro de BX FTIR.

Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

A andlise térmica foi realizada utilizando calorimetro diferencial
exploratoério (Shimadzu DSC-60). Amostras de 1 a 2 mg, exatamente pesadas,
foram colocadas em panelas de aluminio e seladas. As amostras foram
submetidas as seguintes condi¢des: atmosfera de nitrogénio de 50 mL/mine
taxa de aquecimento de 10°C/min (25 a 500 °C). Foram analisadas amostras
de cumestrol, HPBCD, associacbes e mistura fisica cumestrol:HPBCD, na
proporcdo molar 1:1. Os dados foram analisados por software TA-60 WS®

sendo utilizada como referéncia uma panela de aluminio vazia selada.
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras foram depositadas sobre suporte (stubs) de aluminio,
fixadas com fita adesiva dupla-face e recoberta por fina camada de ouro. As
fotomicrografias foram analisadas em microscopio eletronico de varredura
(MEV-JSM 6060), com voltagem de 10 kV. Foram analisadas amostras de
cumestrol, HPBCD, associacbes e mistura fisica cumestrol:HPBCD na

proporcao molar 1:1.
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Preparacéo dos Hidrogeis

Hidrogel de Hipromelose (HPMC)

Foram preparadas quatro formulagbes para este hidrogel.
Primeiramente, dispersou-se 3,5% de HPMC em &gua. Posteriormente,
amostras de cumestrol livre (Formulacdol- HPMC+COU), mistura fisica
cumestroHPBCD  (Formulacdo 2- HPMC+COU:CD-MF), associagao
cumestrol:HPBCD obtida pelo método de micro-ondas seguido de liofilizacéo
(Formulagdo 3- HPMC+COU:CD-MO-LI) e a obtida em meio organo-aquoso e
secagem por spray drying (formulacdo 4- HPMC+COU:CD-SD) foram
separadamente dispersas em propilenoglicol (1%), e incorporadas nos
diferentes hidrogeis de HPMC. A concentracdo de cumestrol em todas as

formulacdes foi de 0,1 % (m/m).

Hidrogel de quitosana

Foram preparadas quatro formulacbes para este hidrogel.
Primeiramente, dispersou-se 2,25 % de quitosana (PM= 171,26 g) em agua e
adicionou-se 0,76 % &cido acético. Posteriormente, amostras de cumestrol livre
(Formulacao5- quitosana+COU), mistura fisica cumestrol:HPBCD antes da
(Formulacdo 6- quitosana+COU:CD-MF), associagao cumestrol:HPRCD obtida
pelo método de micro-ondas seguido de liofilizagdo (Formulagdo 7-
quitosana+COU:CD-MO-LI) e a associacdo cumestrol: HPBCD obtida em meio
organo-aquoso e secagem por spray drying (formulacdo @ 8-
guitosana+COU:CD-SD) foram separadamente dispersas em propilenoglicol
(1%), e incorporadas nos diferentes hidrogeis de quitosana. A concentragao de
cumestrol em todas as formulagdes foi de 0,1 % (m/m).

Todas as formulacdes foram deixadas em repouso durante 24 horas
antes do estudo de liberacdo. O perfil reolégico dos hidrogeis de HPMC (3,5 %)
e gquitosana (2,25 %) foi analisado em viscosimetro rotativo (DV-Il +
Viscosimetro Brookfield, EUA). Também foram analisadas as caracteristicas

organolépticas e a espalhabilidade pelo método de placas.
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Ensaio de Liberagéo in vitro

As avaliacOes da liberacdo do cumestrol a partir das formulacdes 1, 2, 3
e 4, preparadas para hidrogel de HPMC e formulac¢des 5, 6, 7 e 8 para hidrogel
de quitosana, foram realizadas em células de difusdo do tipo Franz, por 12
horas em temperatura de 37 °C, utilizando membrana de éster de celulose
(Millipore) com abertura nominal de poro de 50 um, e solucdo tampéao:etanol
(50:50 v/v) como fluido aceptor. A coleta de amostras do fluido aceptor foi
realizada a cada hora, sendo o volume correspondente de meio aceptor
adicionado a cada coleta, de forma a manter o seu volume constante, com 0
intuito de manter a condicdo sink. A concentracdo de cumestrol foi analisada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nas amostras coletadas
utilizando-se o método descrito por (BIANCHI, 2014).

Modelo matematico

Os resultados da liberacdo forma analisados utilizando a modelagem
matematica com o software micromath scientist®. Para a escolha do modelo
matematico que melhor se enquadram aos pontos experimentais foram
analisados os melhores ajustes graficos e os coeficientes de variacdo obtidos.

A descricdo matematica das curvas foram realizadas pelo ajuste dos
dados experimentais aos modelos monoexponencial (Eqn 1) e biexponencial
(Egn2).

Conc =100e™ (Eqn 1)

Conc= 100(1-A+B™® (Eqn 2)
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Avaliacdo da atividade cicatrizante in vivo

Animais

Ratos Wistar, machos, com 10 semanas de idade, pesando 300 * 50g,
adquiridos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foram utilizados
neste estudo. Os animais foram colocados em gaiolas individuais, junto ao
Biotério da FURG, permanecendo em macro ambiente controlado (fotoperiodo
de 12h claro/escuro, temperatura 23 +2°C e umidade 55 = 10 %) com
fornecimento ad libitum de &gua e racdo. As gaiolas foram mantidas em
estantes, a pelo menos 50 cm do chéo e 50 cm do teto, com espaco suficiente
entre as prateleiras para aeracdo adequada das gaiolas. A cada 48 h ou 72 h,
conforme a condicdo sanitaria da gaiola foi trocada a maravalha. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA)
da Fundacdo Universidade Federal do Rio Grande (FURG) sob numero

23116.003350/2015-11 de acordo com as normas nacionais e internacionais.

Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, sendo eles: o
que recebeu tratamento com Dersani® (controle positivo), tratamento com
hidrogel de HPMC (controle negativo), associagdo cumestrol:HPRCD por
meétodo de spray drying incorporado em hidrogel de HPMC (HPMC+COU:CD-
SD) e cumestrol livre incorporado em hidrogel de HPMC (HPMC+CQOU). Os
animas receberam tratamento, diariamente, por 12 dias, de acordo com o
definido por SUNTAR e colaboradores (2011). Com intuito de analisar cada
uma das fases de cicatrizacdo das feridas (fase inflamatoria: apds 2 dias; fase
proliferativa: do 2° ao 7° dia e fase de maturacdo: do 8° ao 12° dia ), foram
utilizados18 animais por grupo, sendo n=6 para cada uma das fases da cura da
ferida (2 dias, 7 dias e 12 dias).
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Tabela 1. Constituicdo dos grupos, dose e modo de administracdo dos grupos para
realizacdo do ensaio de cicatriza¢ao in vivo.

Modo de
Grupos Dose - ~
administracéo
1. DERSANI® (4cidos graxos essencias) 15l Topica
2. HPMC 15 uL Topica
3. HPMC+COU:CD-SD 15 pL Tépica
4 HPMC +COU 15 L Tépica

O experimento foi dividido em dois momentos, devido ao grande nimero
de animais envolvido nos ensaios e a necessidade da utilizacdo de uma gaiola

por animal.

Ensaio de atividade cicatrizante in vivo

Os animais ficaram aclimatando por quinze dias no Biotério de Animais
Convencionais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da FURG ap6s sua chegada
e antes dos experimentos foram identificados e pesados.

Para realizacdo do ensaio, primeiramente realizou-se o procedimento de
analgesia dos animais com carprofeno 5 % (5mg.Kg™), por via subcutanea e
posteriormente os ratos foram anestesiados com quetamina 10 %(90 mg.Kg™)
e xilazina 2 % (10 mg.Kg™) pela via intraperitoneal. Em seguida cada animal foi
tricotomizado na regido dorsal e realizada a assepsia utilizando iodopovidona
1 %.

A ferida cutanea foi produzida com auxilio de um punch metélico
descartavel de 8,0 mm de didametro (Kruuse) delimitando uma area na regiédo
dorsal do térax. O segmento circular de pele foi removido com o auxilio de
pinca de disseccdo e tesoura de pontas tipo fina/fina, até sua disseccéo,
expondo as fascias musculares. O tratamento dos animais foi realizado
aplicando 15 pL dos hidrogeis (contendo 10ug de cumestrol) em cada leséo
com o auxilio de pipeta para semi-sélidos (Brand®) ou 15 pL de Dersani® com
pipeta automatica (Brand®).

Diariamente, durante 12 dias, os animais foram pesados, a temperatura

foi medida (Minipa-MT320), as lesdes foram avaliadas clinicamente e o raio
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maior e menor da leséo foi medido com o auxilio de um paquimetro digital (King
tools).

A é&rea da leséo foi calculada pela equag¢do 3 formulada por Prata e
colaboradores (1998):

A=T1.R.r (Egn 3)

Onde:
“A” é a area (cm?);
“R”, o raio maior;

r’, 0 raio menor.

J& a contracéo da ferida foi calculada de acordo com a equacéo 4

. . Area inicial da lesio —Area final da lesd
CDI]_t["ﬂ[;aD da fEr]_dEl (%j — red 1niclal a lezdo red rina a EEE.DX 100 (Eqn 4)

Area inicial da lesdo

No 2° 7° e 12° dias do pos-operatério os animais foram escolhidos
aleatoriamente, de cada um dos grupos, anestesiados e mortos por inje¢éo via
intraperitoneal de uma dose letal de tiopental (100 mg.Kg™). Em seguida, foram
realizadas biopsias das feridas retirando-se fragmentos de pele através de
incisdo, abrangendo pele integra e area da ferida. Este fragmento foi dividido
em duas partes, uma para analise histologica e outra para analise da atividade

da enzima mieloperoxidase (MPO).
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Avaliacgéo histolégica

Os fragmentos de pele foram fixados em formaldeido 10 % por 12 horas
e posteriormente desidratados em alcoois com concentracdes crescentes (70
a 100 %), diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast® (Sigma). Foram
confeccionadas laminas histolégicas em cortes seriados com 5 pum de
espessura. Para a andlise histolégica foi realizada a coloragdo com tricomico
de Mallory (onde o colageno da pele pode ser visualizado em azul). A anélise
quantitativa dos vasos foi realizada por meio da contagem manual. Em cada
lamina foi analisado um campo central, utilizado objetiva de 20x (aumento total
200x de 100 um) e nesse campo foram contados os vasos. Ja as medidas da
espessura do epitélio foram realizadas com auxilio do software do microscépio
otico (Olympus Bx51). Foi capturada e captada toda a extensao da epiderme
das laminas histologicas. Para a analise do epitélio foi utilizada a objetiva de
20x (aumento total 200x de 100 uym). A medida da espessura da camada foi
expressa em um e estimada realizando-se quatro medidas, sendo duas

centrais e duas nas extremidades.

Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) em feridas

cutaneas

A determinacéo da atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada no
2° e 7° dias. ApOs a eutanasia, foi realizado um retalho cutaneo no local da
ferida. As amostras foram pesadas e armazenadas em ultrafreezer (-80 °C).

Os tecidos ainda congelados foram cortados e pulverizados com a
adicdo de N; liquido, com o auxilio de um biopulverizador. Foi acrescentado
tampao NaCI/EDTA na proporcéo de 1:20, e a amostra foi homogeneizada.

Para extracdo da enzima, o conteudo obtido foi transferido para tubo
falcon contendo 2 mL de tamp&o NaCI/EDTA. As amostras foram submetidas a
trés ciclos de choque térmico (banho-maria 37°C - nitrogénio liquido),
submetidas ao banho de ultrassom por 15 segundos e centrifugadas a 10.000
rpm, 4 °C durante 15 minutos. Aliquotas do sobrenadante foram coletadas

para a realizacdo do ensaio enzimatico.
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O ensaio enzimatico foi realizado em microplaca, ao abrigo da luz. Para
isso, foi preparada uma solucdo de tetrametilbenzidina (TMB) em DMSO na
concentracdo 1,6 mM. Uma aliquota de 10 pyL de solugdo de peréxido de
hidrogénio (H202) 30% foi diluida em 90 pL de solucédo tampédo NaPO, (0,08M).
Uma aliquota de 6,94 uL desta solucéao foi diluida em 12,5 mL de solucéo
tampao NaPO4 (0,08M) resultando numa solucdo de H,O, 0,3 mM. Em placa
de 96 pocos, adicionou-se, em triplicata 25 pL do tampao NaPO, 0,08M
(branco) e, na sequéncia, 25 yL das amostras também em triplicata. Foi
adicionado em todos os pocos, 25 pL da solucdo de TMB (1,6 mM) e a placa f
oi incubada em estufa (37°C), durante 5 minutos. Foi adicionado 100 pL da
solucéo de o H,0,0,3 mM e a placa foi incubada novamente a 37 °C, durante 5
min. A absorbancia foi medida em espectrofotbmetro com leitor de placas, no
comprimento de onda de em 650 nm, nos tempos 0, 1, 5 e 10 minutos

subsequentes a incubacdo da amostra.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média e
submetidos a analise por ANOVA, seguidos do post-hoc de Bonferroni. Foram

considerados significativos valores com p<0,05.

Aspectos éticos

A etapa de avaliacdo in vivo do efeito cicatrizante do cumestrol e suas
associacdes com HPBCD foi realizada na Fundagao Universidade Federal de
Rio Grande (FURG), numa colaboragdo com a Profa. Dra. Cristiana Lima
Dora, no ambito do projeto PROCAD /Casadinho processo n°® 552457/2011-6,
com vinculo ao Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude/FURG. O
projeto foi submetido e aprovado pelo CEUA/FURG, processo n°
23116.003350/2015-11.
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Descarte de residuos

Quimicos

Foram seguidas as normas preconizadas pela Comissao de Seguranca
do Trabalho da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul-UFRGS (COAST) para o descarte e separacdo de residuos

produzidos nos experimentos realizados.

Biologicos

ApOs a eutanasia, as carcacas dos ratos foram armazenadas em freezer
no Biotério Setorial do ICB da FURG. O recolhimento pela empresa Rio Grande
Ambiental e o material biolégico foram mantidos em containers refrigerados.
Posteriormente, a empresa Aborgama (Sapucaia do Sul) realizou o
recolhimento do material para autoclavagem e posterior depdsito em aterro

sanitario localizado em Sapucaia do Sul.

Resultados e Discussao

Apés a realizagdo das associacdes cumestrol:HPBCD pelo método de
micro-ondas seguido de liofilizagdo (COU:CD-MO-LI), método organo-aquoso
seguido de spray drying (COU:CD-SD) e mistura fisica (COU:CD-MF) para
simples comparacdo; as caracterizacbes das associacbes foram realizadas
através de rendimento, analise macroscopica e microscépica por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia no infravermelho (FTIR) e
calorimetria diferencial exploratéria (DSC). ApOs a caracterizacdo as
associacdes foram incorporadas em hidrogeis de (HPMC e quitosana) e foram
realizados ensaios de liberacdes in vitro, em célula de difusdo do tipo Franz.

Foram realizados diferentes métodos de associa¢cdes com ciclodextrinas.
Dentre os utilizados com o cumestrol estd o empregado por BIANCHI e

colaboradores (2014), onde se utilizou o método em solugcdo seguido de
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liofilizacdo. Esta associacdo apresentou maior permeabilidade a pele, atingindo
a derme, demonstrou poder ter potencial como um agente de cicatrizacdo de
feridas, uma vez que em estudos realizados em cultura de fibroblastos onde
apresentou Otimos resultados com relacéo a proliferacdo e migracao celular. A
fim de aperfeicoar as técnicas de associagbes cumestrol:HPBCD o presente
trabalho propds utilizar o método de micro-ondas como aprimoramento apés a
etapa inicial da solucdo e o processo posterior manteve-se 0 mesmo. Para
comparar a este meéetodo foi proposta a técnica de spray drying para a
complexacao, ja utilizada anteriormente em associacfes utilizando ciclodextrina
(YATSU et al., 2013).
Observou-se que o rendimento da associacdo COU:CD-MO-LI foi de
86,07 % e caracterizado como um pé levemente amarelado, com aspecto de
‘nuvem”. Enquanto que COU:CD-SD teve um rendimento de 45,71 %, sendo
caracterizado como um po branco, fino e caracteristico de p6 seco por aspersao.
As fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do
cumestrol, HPBCD, e das associacbes COU:.CD-MF, COU:CD-MO-LI e
COU:CD-SD (razdo molar 1:1) estdo apresentadas na Figura 1. O cumestrol
apresentou-se na forma de particulas esferoidais de didametro aproximado de
20 um, superficie rugosa e presenca de fissuras, enquanto que as particulas de
HPBCD apresentaram didmetro na ordem de 50 um superficie lisa e
arredondada, com depressbes e pequenas irregularidades. Na mistura fisica
(COU:CD-MF) nao é possivel distinguir as particulas do cumestrol das
particulas de HPBCD, a associagao apresentou diametro em torno de 50 pum.
A associacdo COU:CD-SD, revelaram particulas esferoidais e uniformes de
didmetro na ordem de 2 um, enquanto que, na associacdo COU:CD-MO-LI as
particulas apresentam-se como aglomerados amorfos, de forma e dimensao

variadas.
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Figura 1. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura
(A)COU, (B) HPBCD, (C) COU:CD-MF, (D) COU:CD-SD, (D’) COU:CD-SD,
(E) COU: CD-MO-LI e (E’) COU: CD-MO-LI.

Resultados similares foram relatados em estudo realizado com
miconazol associado metil-B-ciclodextrina (MBCD) na proporcdo 1:1, que
utilizaram comparativamente os métodos de liofilizacdo e spray drying para a
secagem dos complexos de inclusdo obtidos. Os autores observaram na
andlise por MEV dos pés, a presenca de estruturas esféricas e agregados
amorfos, mostrando-se homogéneo, para o produto seco por spray drying.
Contrariamente, o método de liofilizagdo mostrou a formacgéo de particulas e
agregados de forma e tamanho variavel (RIBEIRO et al., 2008).

A andlise por espectroscopia no infravermelho (FTIR) tem sido utilizada

para auxiliar a detec¢cdo de interagbes entre grupos funcionais de moléculas
hospedes e ciclodextrinas (SPRICIGO et al.,, 2008). A comparagao entre 0s

espectros da molécula na forma livre e associada a ciclodextrina permite verificar
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ocorréncia de alteracdes na posicédo e na forma das bandas de absorbancia das
mesmas, no presente trabalho, entre o cumestrol e a HPBCD, na mistura fisica e
nas associacdes (cumestrol:HPBCD). A andlise foi aplicada as associagfes
obtidas, tanto pelo método de micro-ondas seguido de liofilizacdo, quanto pelo
método de mistura em meio organo-aquoso, seguido de spray drying. A figura 2
apresenta espectros de FTIR correspondentes.

O espectro correspondente aos diferentes grupamentos funcionais da
molécula de cumestrol tem bandas de absorcédo na faixa de 1800 a 1100 cm’
1(CANNAVA et al., 2008). A banda de absor¢éo na regido entre 3450-3000 cm™
é atribuida a deformacdo axial da ligagdo OH e a ligacdo de hidrogénio
intramolecular. A banda 1701.1 cm™ é atribuida ao alongamento C=0, enquanto
que a banda 1370.9 cm™ & vibracdo de flexdo de OH. J& a absorcdo
correspondente ao alongamento da ligacgdo C=C do grupo fenila pode ser
observada nas bandas 1632.1 e 1628.1 cm™. Os estiramentos das ligacdes C-C
absorvem no comprimento de onda de 1442.2 cm™, das ligagdes C-O-C em
1301.0 cm™ e C-O em 1273.2 € 1258.8 cm™.

Com relagdo ao espectro FTIR da HPBCD, identifica-se uma banda
correspondente ao estiramento vibracional do grupamento OH primario e
secundério, situada entre 3700-3000 cm™. J& no intervalo de 3000-2800 cm™,

observa-se sinal correspondente ao estiramento C-H (YATSU et al., 2012}
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Figura 2. Espectro FTIR (A) HPBCD, (B) COU, (C) COU:CD-MF,
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(D)COU:CD-SD e (E) COU:CD-MO-LI.

Comparando-se os espectros de infravermelho do cumestrol, HPBCD,
das associagbes (COU:CD-MF; COU:CD-MO-LI e COU:CD-SD) pode-se
observar que as bandas encontradas em 3400-2900 cm™ eram semelhantes as
bandas da HPBCD, no entanto apresentaram maior intensidade. Ja a banda de
1750 cm™ indicou a presenca de cumestrol nos espectros das associacoes,
sendo todos com menor intensidade. A partir da banda de 1200 cm™ em todos
0S espectros, as bandas se tornaram semelhante as da HPBCD, sendo todas
com maior intensidade. Sumarizando, a analise demonstra que o cumestrol e a
HPBCD estiveram presentes em todos os espectros de associagcoes
(cumestrol:HPBCD), no entanto ndo ha como inferir sobre a ocorréncia de
interacdo entre 0s mesmos.

A existéncia de interacdes na formacdo de complexos ou associacdes
pode ser identificada nos perfis de DSC, pelas variagOes de entalpia e pelo
desaparecimento de picos endotérmicos e exotérmicos, comparando-se as
moléculas livres com as associadas (FIGUEIRAS et al., 2007). Esta técnica
vem sendo amplamente utilizada na caracterizacdo das interacdes da
ciclodextrina com o ativo estudado pela rapidez de andlise e por necessitar de
quantidade reduzida de amostra. Representa uma contribuicdo para a
caracterizacdo dos complexos e, normalmente, vem sendo complementada
pela andlise de ressonancia nuclear de prétons (RIBEIRO et al., 2008). A
Figura 3 mostra os termogramas obtidos para o cumestrol, HPRCD e
associacbes (COU:CD-MF; COU:CD-MO-LI e COU:CD-SD) na razao molar
1:1.

Todas as amostras apresentaram evento endotérmico relativo a perda
de agua residual, até cerca de 100 °C. O cumestrol utilizado, caracterizado
como po amorfo, apresenta um evento endotérmico em 385 °C relativo a sua
fusdo e HPBCD apresenta um pico endotérmico largo, em torno de 318.22 °C.
Nas associacdes (COU:CD-MF; COU:CD-MO-LI e COU:CD-SD), o pico
endotérmico em 385 °C correspondente ao ponto de fusdo do cumestrol
desapareceu, indicando possivel associacdo. Também se observa, tanto na
mistura fisica quanto na associacdo (cumestrol:HPBCD) o deslocamento da
banda endotérmica da HPBCD sugerindo uma possivel interagdo entre as

moléculas.
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Figura 3. Curvas de calorimetria diferencial exploratéria de (A) COU, (B)
HPBCD, (C) COU:CD-MF, (D) COU:CD-SD e (E) COU:CD-MO-LI.

O incremento de solubilidade aportado pela associacdo de moléculas de
baixa hidrossolubilidade com ciclodextrina depende da caracteristica da
associacdo formada. A afinidade da molécula héspede pela ciclodextrina, a
capacidade de formacdo de complexos de inclusdo (p.ex.conformacdo e
tamanho do grupo hidrofébico), tipo de ciclodextrina empregada e potencial de
formacao de agregados sdo alguns aspectos determinantes do incremento de
solubilidade obtido. A escolha da ciclodextrina a ser utilizada deve considerar,
além de sua capacidade de incremento da solubilidade (ou melhora de
estabilidade) da molécula ativa, mas também de sua compatibilidade com a via
de administracao e o custo.

O primeiro trabalho que relata a complexacdo do cumestrol com
ciclodextrina foi publicado por FRANCO e colaboradores (2009), empregando
BCD e o método de complexacdo em solucdo. A complexacdo resultou num
aumento de solubilidade do cumestrol de 4 vezes, que foi limitado pela baixa
solubilidade da prépria ciclodextrina. Recentemente, por BIANCHI e

colaboradores (2015) empregou a HPBCD para a complexacao, evidenciando
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que a presenca dos substituintes hidroxipropila representou impedimento para
a inclusdo do cumestrol na cavidade. No entanto, a formagao de complexo de
nao inclusdo (1:1) também resultou em aumento de solubilidade do cumestrol
(12 vezes), bem como na melhora de seu efeito biolégico, promovendo

significativamente a proliferacdo e migracao celular em cultura de fibroblastos.

Caracterizacao dos hidrogeis

A caracterizagao dos hidrogeis utilizados como base para a incorporagéo
do cumestrol e suas associacdes foi realizada por meio das caracteristicas
organolépticas, avaliacdo do perfil reoldgico e espalhabilidade.

Observou-se que o hidrogel de quitosana apresentou coloracao
levemente amarelada, odor caracteristico e translicido. Enquanto que o
hidrogel de HPMC se mostrou incolor, inodoro e transparente.

As duas bases hidrofilicas foram preparadas de forma a apresentar
perfis reoldgicos proximos, com vistas a eliminar este parametro como
determinante da liberacdo do cumestrol no estudo comparativo. Desta forma os
hidrogeis foram preparados contendo 3,5 % de HPMC e 2,25 % de quitosana.

A Figura 4 apresenta os perfis reolégicos dos hidrogeis de HPMC (3,5
%) e quitosana (2,25 %). Os hidrogeis demonstraram que a medida que a taxa
de cisalhamento aumenta ha um decréscimo da viscosidade, que caracterizam
um comportamento pseudoplastico ndo newtonianos, para ambos, sendo
também verificado por BRANGEL (2011). Este resultado vem ao encontro do
preconizado por CHEN e colaboradores (2008), que se refere as dispersdes
coloidais de polimeros como o HPMC na concentragdo em torno de 2 %
apresenta, em geral, comportamento pseudoplastico. Concentracbes de
polimeros superiores a 2 % apresentaram aumentada viscosidade e a transicdo

para um comportamento ndo newtoniano (ROMANSKI et al., 2011).
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Figura 4. Perfil reolégico dos hidrogeis: (A) quitosana 2,25 % e
(B) HPMC 3,5 %.

Os testes de espalhabilidade foram realizados utilizando o método de
placas paralelas, amplamente empregado na avaliacdo de preparacdes
semissolidas. Este parametro é afetado significativamente pela concentracéo
do polimero e pela viscosidade da formulagéo.

Com relacdo a espalhabilidade dos hidrogeis preparados (Figura 5)
observa-se que o hidrogel de HPMC 3,5 %, apresentou boa espalhabilidade.
Enquanto que o hidrogel de quitosana 2,25 %, além de apresentar odor

desagradavel, apresentou espalhabilidade inferior ao hidrogel de HPMC.
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Figura 5. Curva de espalhabilidade em funcéo do peso adicionada (A) HPMC e

(B) quitosana.

Os hidrogeis de HPMC e quitosana apresentaram resultados
semelhantes com relacdo a viscosidade, no entanto, o hidrogel de HPMC

demonstrou ter vantagens em relacéo a espalhabilidade.
Liberagéo in vitro

A liberacdo de farmacos € um processo no qual a substancia ativa deixa
a forma farmacéutica e fica disponivel para absorcéo (SINKO, 2008). Células
de difusdo do tipo Franz, sdo dispositivos que vem sendo amplamente
utilizados para avaliar a liberacéo in vitro (SIEWERT et al., 2003; THAKKER e
CHERN, 2003) de produtos semissolidos, entre outros. No presente trabalho
foram avaliados os perfis de liberagdo do cumestrol livre, e associacOes
(COU:CD-MF; COU:CD-MO-LI e COU:CD-SD) todos previamente incorporados
aos hidrogeis de HPMC ou quitosana.

Comparando-se os perfis de liberacdo do cumestrol livre a partir do
hidrogel de HPMC e quitosana (figura 6) observa-se que, ao final de 12 horas,

72,47 % do cumestrol (formulacdo 1- HPMC+COU) foi liberado, enquanto que o
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cumestrol (formulacéo 5- quitosana+COU) teve liberacdo de apenas 42,24 %. A
baixa hidrossolubilidade do cumestrol, se por um lado deveria favorecer a sua
liberacéo a partir de matrizes hidrofilicas, como é o caso de hidrogeis, por
outro, ndo apresenta afinidade pelo meio aceptor, resultando numa liberacao
pouco efetiva. A hipdtese que formulamos para explicar a retencdo do
cumestrol livre pela matriz mais pronunciada para o hidrogel de quitosana é a
presenca de interacdes entre os grupamentos polares do cumestrol, como as
hidroxilas fendlicas com o0s grupamentos catidnicos da quitosana. Ambos
hidrogeis apresentam mecanismo de liberacdo de substancias ativas por
difusdo, mas para o hidrogel de quitosana também pode ocorrer o fenébmeno de
erosdo do polimero (QUINTASA et al.; BHATTARAI et al, 2010). O
esclarecimento deste fendmeno requer o aprofundamento dos estudos
especialmente no que tange o mecanismo de liberacdo envolvido para esta

molécula ativa, uma vez que a viscosidade das duas bases hidrofilicas é

semelhante.
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Figura 6. Liberagcdo do cumestrol livre incorporado em hidrogel: (A)
HPMC+COU e (B) quitosana+COU.

O perfil de liberagdo do cumestrol a partir dos hidrogeis contendo a

mistura fisica (figura 7) revela tendéncia idéntica a liberacdo do cumestrol na
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forma livre, no entanto percebe-se o efeito da ciclodextrina na promoc¢éao da
liberag@o, mesmo incorporada na forma de mistura fisica. Na figura 7 observa-
se que, no final de 12 horas, houve liberagédo 85,52% do cumestrol presente no
hidrogel de HPMC (formulagcdo 2- HPMC+COU:CD-MF) e de 51,43 % do
cumestrol presente no hidrogel de quitosana (formulacdo @ 6-
quitosana+COU:CD-MF). Mesmo que a ciclodextrina tenha sido incorporada
como uma simples mistura, os hidrogeis constituem-se num meio hidrofilico
que pode propiciar a maior interacdo entre a ciclodextrina e o cumestrol,
promovendo sua solubilizacdo e liberacdo da matriz. Mesmo assim, o efeito da

matriz catidnica na retengao do cumestrol parece preponderar.
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Figura 7. Liberacdo da mistura fisica (COU:CD) incorporado em com hidrogel:
(A)JHPMC+COU:CD-MF e (B) quitosana+COU:CD-MF.

Ja a liberagdo para a associacdo (COU:CD-MO-LI) demonstrada na
Figura 8, incorporada em hidrogel de HPMC e quitosana resultou, ao final de
12 horas, na liberagcdo da totalidade do cumestrol da formulagdo 3-
HPMC+COU:CD-MO-LI (104,05 %) e de 93,09 % do cumestrol da formulacao 7
(quitosana+COU:CD-MO-LI). A mesma hipotese formulada para a liberacdo da

mistura fisica a partir destas matrizes poderia ser aplicada a estas formulagdes,



76

no entanto, com um efeito de solubilizacdo maior propiciado por maior
interagcdo do cumestrol com a ciclodextrina. No entanto, mesmo que menor a
diferenca na liberacdo da associacdo a partir da matriz HPMC e quitosana da
indicacdes de efeito menor da matriz catibnica sobre a retencdo do cumestrol,

mas ainda presente.
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Figura 8. Liberacdo da associacdo (COU:CD) pelo método de micro-ondas
seguido de liofilizag&o incorporado em hidrogel: (A) HPMC+COU:CD-MO-LI e
(B) quitosana+COU:CD-MO-LI.

O estudo de liberacdo da associacdo COU:CD-SD, incorporada nos
hidrogeis de HPMC e quitosana (figura 9), demonstra que, ao final de 12 horas
o hidrogel de HPMC liberou 101,14 % do cumestrol incorporado e o hidrogel de
quitosana 101,29 %. O modelo matematico monoexponencial foi que melhor
explicou o comportamento de liberacdo do cumestrol de ambos os hidrogeis,
apresentando coeficiente de correlacdo de respectivamente R? =0.9938 e
R%=0.9898, ndo sendo esta diferenca significativa sob o prisma estatistico.
Observando-se neste caso, além do efeito de solubilizacdo da ciclodextrina,
que o efeito de retengcédo do cumestrol pela quitosana foi anulado, alcangcando

liberacdo em patamar semelhante ao hidrogel néo i6nico de HPMC,



77

caracteristica que pode estar relacionada com o método de obtencédo por spray
drying, que resultou em particulas esferoidais homogéneas, de forma diversa
aos demais métodos empregados na obtencdo da associagdo com
ciclodextrina (mistura fisica, micro-ondas seguido de liofilizag&o e spray drying).
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Figura 9. Liberacdo da associacdo (COU:CD) pelo método de spray drying
incorporado em hidrogel: (A) quitosana+COU:CD-SD e (B) HPMC+COU:CD-
SD.

Em suma, os resultados obtidos no estudo de liberagdo apontam para a
selecdo da associacdo cumestrol:HPBCD obtida em meio organo aquoso
seguido por secagem por spray drying (COU:CD-SD) para ser incorporada em
hidrogeis, uma vez que apresenta nitida e significativa promoc¢éo da liberacao
do cumestrol a partir de matrizes hidrofilicas tanto em matriz ndo idnica
(hidrogel de HPMC) quanto em matriz catibnicas (hidrogel de quitosana).
Assim, para a realizagcdo dos testes de atividade cicatrizante em modelo
animal, selecionou-se como base para incorporacdo desta associacdo 0
hidrogel de HPMC, por tratar-se de matéria prima mais barata e com
caracteristicas menos variaveis do que a quitosana, a qual necessita de
controle de massa molecular e grau de substituicdo a cada compra realizada.
Além disso, o aspecto sensorial do hidrogel de quitosana revelou-se pouco

atrativo denotando pouca probabilidade de adesé&o ao seu uso.
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Ensaio de atividade cicatrizante in vivo

Neste ensaio foi investigada a atividade cicatrizante de hidrogeis
contendo cumestrol livre ou associado com ciclodextrina em feridas excisadas.
Para esta andlise foram feitos diferentes tratamentos, sendo eles: Dersani®
(controle positivo), hidrogel de HPMC (controle negativo), associacao
COU:HPBCD pelo método de spray drying incorporado em hidrogel de HPMC
(HPMC+COU:CD-SD) e cumestrol incorporado em hidrogel de HPMC
(HPMC+COU). O peso dos animais, a area das feridas excisadas e a
temperatura das feridas, foram avaliadas ao longo dos 12 dias de experimento.
A andlise histologica foi realizada no 2° dia, durante a fase inflamatoria, no 7°
dia, durante a fase proliferativa e no 12° dia durante a fase de maturacdo. Ja a
atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada nos 2° e 7° dias, onde pode
ser observado o processo inflamatorio.

A Tabela 2 demonstra os valores dos pesos dos animais antes do inicio
do experimento (To) e no 2°, 7° e 12° dias de tratamento. Pode se observar que
0 peso dos ratos nado foi influenciado pelos tratamentos uma vez que 0s
animais aumentaram de peso durante o experimento. Este dado indica que
nenhum tratamento causou dano aos ratos que pudesse fazer com que 0s
mesmos deixassem de se alimentar. A alimentacdo dos ratos tem papel
importante na cicatrizacdo, visto que uma nutricdo deficitaria pode afetar os
mecanismos de defesa, diminuindo assim a resisténcia a infeccdo (MARTINS
et al., 2006).

Tabela 2. Evolucéo do peso dos ratos ao longo do tratamento

Tratamento/ Peso dos ratos (média (g) £ erro padréo)
Tempo (dias) To T, T, Ti2
DERSANI® 323,9+435 326,7 + 29,3 339,5+24,0 366,5+ 18,8
HPMC 309,0+47,2 319,7+46,4 334,5+44,4 345,6+42,7
HPMC+COU:CD-SD 321,9+24,5 320,0+£28,4 331,9£29,3 341,5£23,9

HPMC+COU 299,8+41,0 315,6+52,2 333,3+49,8 342,3+44,8
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A temperatura das feridas foi avaliada para tentar identificar se algum
tratamento teria efeito no processo inflamatério, uma vez que este se
caracteriza por alguns sinais como: edema, dor, calor e rubor (CARNEIRO e
JUNQUEIRA, 2008). Neste caso, pode-se observar na tabela 3 que todos os
grupos tiveram a temperatura da ferida aumentada, quando comparado a
temperatura inicial verificada (To), mas que essa temperatura foi maior no 2°
dia.

A reacdo inflamatéria € um evento complexo, que envolve o
reconhecimento do agente ou estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e
formacéo de novos tecidos (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). O reconhecimento
desencadeia a ativagdo e a amplificacdo do sistema imunolégico, resultando na
ativacdo de células e na liberacdo de diversos mediadores inflamatorios, que
sdo responsaveis pela vasodilatacdo, extravasamento do plasma e migracéo
de leucdcitos (CORSINI et al., 2005; SCHMID-SCHONBEIN, 2006). Na
primeira fase da cicatrizagdo, a vasculatura ao redor do local da lesao reage
para recrutar as células do sistema imunoldgico ocasionando a dilatacdo das
arteriolas e vénulas e levando a um aumento do fluxo sanguineo para o local
da lesdo, produzindo os sinais clinicos de vermelhiddo e calor. Desta forma,
este aumento da temperatura observado, especialmente no 2° dia, parece estar
relacionado com o processo inflamatério da ferida no estagio inicial da
cicatrizacdo. E importante salientar que entre os grupos ndo houve diferenca

estatistica para este parametro (Tabela 3).

Tabela 3. Evolucdo da temperatura das les6es ao longo do tratamento

Tratamento/ Temperatura das lesdes (média(C®) + erro padr&o)

Tempo (dias)

To 1> T7 T2
DERSANI® 32,3+t23 358+05 35,8+£0,4 345+1,0
HPMC 32,7+0,3 35,7+1,3 36,4+0,6 34,9+1,8
HPMC+COU:CD-SD 33,0+0,6 36,2+2,0 35,4+1,4 35,3+1,0

HPMC+COU 32,7+0,4 35,4+1,8 35,4+1,3 35,4+1,3
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A medida da area das feridas foi avaliada ao longo dos 12 dias de
tratamento, podendo ser observada na figura 10. Nos primeiros dois dias de
tratamento o tamanho da ferida se manteve igual ao tempo zero ou apresentou
uma leve diminuicdo nos grupos tratados com hidrogel contendo ou ndo COU
livie ou associada & ciclodextrina. No entanto, o grupo tratado com Dersani®
(controle positivo) apresentou um aumento significativo da ferida (p<0,001) em
relacdo ao tamanho inicial (To). Desta forma, em 2 dias todos os grupos tiveram

o tamanho da ferida menor (p<0,001), se comparado com o grupo tratado com

0 controle positivo.
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Figura 10. Area da ferida ao longo do tratamento. Analise estatistica realizada
por ANOVA, sendo estatisticamente significativo comparando o grupo Dersani®
no tempo de 2 dias com o tempo zero ("¥p<0,001) e estatisticamente
significativo comparando todos os grupos com o controle positivo de cada
tempo (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Sabe-se que em alguns casos, nos primeiros dias pode ocorrer um
aumento do tamanho da lesdo ao invés da diminui¢do. Este fato parece estar
relacionado a inumeros fatores, dentre eles o grau do processo inflamatorio

gerado nos primeiros dias apos a cirurgia. Segundo MARTINS e colaboradores
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(2006), em estudo de cicatrizacdo em ratos, utilizando-se extrato aquoso de
babacu, por via intraperitoneal, a diminuicdo da lesdo do grupo controle e do
grupo experimental ocorreu somente a partir do 7° dia, sendo um aumento
também observado nos primeiros dias. As lesfes tiveram tamanho inicial médio
de 052 cm® e 0,43 cm? para 0 grupo experimental e o controle,
respectivamente, e ambas chegaram a atingir um tamanho de
aproximadamente 1,3 cm? para depois passar para a fase proliferativa,
havendo a contracédo do tamanho da leséo.

O Dersani® é composto por uma mistura de triglicerideos de &cidos
caprico e caprilico, 6leo de girassol clarificado, lecitina, palmitato de retinol,
acetato de tocoferol e alfa-tocoferol e apresenta potencialidade na aceleracéo
da cicatrizacdo de feridas abertas e limpas. Seu mecanismo de acdo parece
estar relacionado a capacidade quimiotatica dos acidos graxos para ajudar no
recrutamento das células mono e polimorfonucleares (DE NARDI et al., 2004).
Também age facilitando a agéo de fatores de crescimento, mantém o ambiente
umido e estimula a formacéao de tecidos de granulacédo, acelerando o processo
de cicatrizacdo (MARQUES et al., 2004). Esta caracteristica do Dersani®, de
manter o ambiente da ferida umido, foi observada até o 7° dia de tratamento
(Figura 11). Enquanto que para os demais grupos, a ferida apresentou

formacdo de uma crosta seca, ja a partir do 2° dia de avaliacéo.
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Tratamento/dias To T2 T7 T12
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Figura 11. Fotografias representando a contracdo da ferida nos diferentes

tratamentos ao longo do tempo.

Observou-se também que o tamanho da ferida comecou a reduzir com o
passar dos dias. No 7° dia, quando comeca a fase proliferativa, a maioria dos
tratamentos apresentou uma reducdo no tamanho da ferida se comparado com
o tempo inicial. O melhor desempenho frente a contracéo da ferida no 7° dia foi
observado pelo tratamento HPMC+COU:CD-SD, se mostrando diferente
estatisticamente do grupo que recebeu Dersani® (p<0,001) e dos demais
tratamentos (p<0,05). O Unico tratamento que neste tempo ndo apresentou
reducdo do tamanho da ferida, foi o tratado com Dersani®, visto que neste
grupo, o tamanho da lesdo aumentou muito durante a fase inflamatéria.

A Figura 12 indica a porcentagem de contracdo das feridas ao longo do
experimento. Constatou-se que todos os grupos foram eficazes para resolver a
lesédo em 12 dias de analise. No entanto, o grupo que foi tratado com
HPMC+COU:CD-SD foi o mais eficiente, uma vez que 50% da contracdo da
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ferida foi alcangada a partir do 6° dia, enquanto que para o grupo Dersani® este
valor foi verificado apenas a partir do 10” dia e os outros tratamentos a partir do
7° dia.
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Figura 12. Porcentagem de contracao das feridas ao longo do experimento

O resultado encontrado neste ensaio indica que o0 processo de reparo
tecidual com tratamento realizado com a associacdo do cumestrol com
ciclodextrina (HPMC+CQOU:CD-SD) pode interferir na fase inflamatéria do
processo de cicatrizacdo de feridas, reduzindo seu tempo e permitindo que a
fase proliferativa inicie antes do 7° dia.

Normalmente o tempo para o fechamento da ferida encontrado na
literatura € de 14 a 22 dias (MURTHY et al., 2013), porém as lesdes tratadas
com nosso protocolo experimental apresentaram um fechamento significativo
em 12 dias de experimento. Porém, foi verificado que o grupo tratado apenas
com hidrogel de HPMC também teve um efeito cicatrizante interessante.

Hidrogeis contendo carboximetilcelulose, propilenoglicol e pectina
(Curatec ®) sdo utilizados para o tratamento de feridas, assim como o Dersani®.
A indicacdo do seu uso parece estar associada a melhoria do grau de
hidratacdo e ao amolecimento e remoc¢do do tecido desvitalizado através do
desbridamento autolitico. Desta forma, a incorporacdo do complexo neste
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veiculo pareceu apresentar um efeito sinérgico para o tratamento das lesdes.
Por outro lado, ndo pudemos comparar os resultados encontrados com um
tratamento sem nenhum efeito na lesdo, assim, para proximos ensaios seria
interessante manter um o grupo sendo tratado com salina para comparar estas
diferencas.

N&o existem relatos avaliando o uso de cumestrol livre ou associado em
ciclodextrinas em modelo de cicatrizacdo in vivo. Mas estudos recentes
realizados por nosso grupo de pesquisa, em colaboracdo com o grupo da Dra
Claudia Simf@es, da UFSC, BIANCHI, (2014), avaliaram a migracao celular e a
capacidade proliferativa em cultura de fibroblastos, através de ensaio por
scratch. Como resultado foi observado que o cumestrol associado a
ciclodextrina induziu a proliferacdo das células, nas concentracdes de 50 uM
(66,1 %) e na concentracdo de 10 uM (56,3 %), sendo o efeito comparavel ao
do controle positivo utilizado (PDGF), corroborando com os dados encontrados
neste trabalho.

Atividade da mieloperoxidase (MPO)

Com intuito de avaliar o grau de processo inflamatério nas feridas nos
diferentes grupos, a quantidade de neutrofilos presentes na area da leséo foi
determinada indiretamente pelo ensaio enzimatico de mieloperoxidase (MPO).
Como a inflamagéao pode ser observada nos primeiros dias de tratamento, as
analises foram realizadas em amostras de ferida em 2 e 7 dias.

Como pode ser observado na figura 13, 2 dias apdés a inducdo das
feridas, todos os grupos testados apresentaram um quantidade alta de
mieloperoxidase no local da lesdo, indicando a presenca de neutrofilos e de
inflamacé&o local. Mas apenas o grupo que foi tratado com HPMC (controle
negativo) apresentou maior atividade quando comparado com o controle
positivo (p<0,05). A presenca elevada de MPO nos primeiros dias ja era
esperada, sendo anteriormente descrita por outros autores (SONG et al., 2008;
MURTHY et al., 2013).

No entanto, no 7° dia foi verificado que houve uma diminuicdo da
quantidade de enzima tanto no grupo tratado com Dersani® como com HPMC e
no grupo tratado com HPMC+COU:CD-SD a quantidade se manteve
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praticamente igual. Por outro lado, no grupo que continha cumestrol livre
incorporado em HPMC (HMPC+COU) foi observado um aumento significativo
da quantidade da enzima. Desta forma, em 7 dias ambos tratamentos que
continham cumestrol foram diferentes quando comparados com o Dersani®.
Este fato pode indicar uma atividade pro-inflamatdria do cumestrol na dose
testada, sendo este efeito mais pronunciado quando este composto encontra-
se na forma livre. Este efeito do cumestrol livre pode também estar relacionado
a sua falta de solubilidade, gerando uma maior reacédo inflamatoéria no local de

aplicacao.
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Figura 13. Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) ao longo do
experimento. Andlise estatistica realizada por ANOVA, sendo estatisticamente
significativo comparando todos os grupos com o controle positivo de cada

tempo *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001.

Na literatura é relatado que a atividade cicatrizante de isoflavonoides
pode ser atribuida a capacidade destes em inibir uma variedade de enzimas,
como é o caso das prostaglandinas-sintetases, enzimas que tém papel
importante na inflamacao e no reparo tecidual (HAVSTEEN, 2002; VIEIRA et
al., 2008). Por outro lado, outros trabalhos indicam que uma acédo pro-
inflamatoria pode também ser interessante para a cicatrizacdo. Se a fase
inflamatoria for acelerada, tendo maior formacéo de crosta e re-epitelizacdo em

menor tempo, as feridas apresentam maior retragao cicatricial nos primeiros
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dias, acelerando o processo de reparo tecidual (RIBEIRO BARROS CARDOSO
et al., 2004).

Na avaliagdo da éarea das feridas foi verificada uma maior contracdo da
ferida durante a fase inflamatoria (até 7 dias), especialmente no grupo tratado
com a associacdo do cumestrol com a ciclodextrina (HPMC+COU:CD-SD),
indicando que este tratamento interferia de alguma forma no processo
inflamatdrio, corroborando com os dados encontrados nesta analise. No
entanto, ensaios avaliando mediadores da inflamacédo sdo necessarios para

confirmar este resultado.

Procedimento histolégico

A andlise histologica foi avaliada através da observacdo de varios

parametros nos tempos de 2 dias (Tabela 4, Figura 14), 7 dias (Tabela 5,

Figura 15) e 12 dias de tratamento (Tabela 6, Figura 16).

Tabela 4. Andlise histol6gica em 2 dias apoés a lesao.

2 dias

Histologia Dersani” HPMC HPMC+COU:CD-SD____HPMC+COU
Processo inflamatério 6(6) 100% 6(6) 100% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Hemorragia 6(6) 100% 5(6) 83% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Edema 6(6) 100%  6(6) 100% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Neoangiogénese 6(6) 100%  6(6) 100% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Fibroblastos 6(6) 100%  6(6) 100% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Depésito de colageno 6(6) 100 % 6(6) 100% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Re-epitelizagao 1(6) 17% 06) 0%  0(6) 0% 0(6) 0%

Apéndices 06) 0% 06) 0%  0(6) 0% 0(6) 0%

Na analise histolégica apés 2 dias de tratamento (Tabela 4 — Figura 14)
pode-se observar que o edema, o0 processo inflamatério e a hemorragia
estavam presentes em todos os grupos. Estes resultados eram esperados para
a fase inflamatéria, da mesma forma que verificado por MARTINS (2006)
utilizando extrato de Orbignya phaherata (babacu).



87

Figura 14. Aspecto histolégico das peles coletadas apdés 48 horas do
tratamento. a,b,c,d: respectivamente, DERSANI® HPMC, HPMC+COU:CD-SD,
HPMC+COU. (A: processo inflamatério, B: hemorragia, C: edema, D:
neoangiogénese, E: colageno, F: re-epitalizacdo). Coloracdo tricomico de
Mallory. Aumento: 200X (100 pm).

No 7° dia de tratamento, em todos os grupos ainda ha presenca de
processo inflamatério, estando presente em 100 % dos ratos. No entanto, ndo
foi possivel identificar o niumero de células inflamatérias para comparar com 0s

dados encontrados na avaliacdo da enzima mieloperoxidase.
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Tabela 5. Analise histolégica em 7 dias ap6és a leséo.

7 dias

Histologia Dersani” HPMC HPMC+COU:CD-SD___HPMC+COU
Processo inflamatoério 6(6) 100% 6(6) 100% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Hemorragia 6(6) 100% 6(6) 100% 5(6) 83 % 6(6) 100 %
Edema 6(6) 100 % 6(6) 100% 6 (6) 100%  6(6) 100 %
Neoangiogénese 6(6) 100% 6(6) 100% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Fibroblastos 6(6) 100 % 6(6) 100% 6 (6) 100%  6(6) 100 %
Deposito de colageno 6(6) 100% 6(6) 100% 6 (6) 100 % 6(6) 100 %
Re-epitelizacao 6(6) 100% 4(6) 67% 6(6) 100 % 1(6) 17%
Apéndices 06) 0% 0®6) 0% 1(6) 17 % 0®) 0%

A hemorragia estava presente 83 % dos ratos tratados com
HPMC+COU:CD-SD enquanto que para 0os demais grupos este parametro foi
ainda de 100 %. Por outro lado, a re-epitelizacdo foi observada no grupo
tratado com Dersani ® e HPMC+COU:CD-SD, assim como a presenca de
queratina, o que indica um epitélio em funcionamento. Ainda, apéndices foram
observados em 17% do grupo tratado com a associacdo de cumestrol com
ciclodextrina. Estes dados corroboram com os resultados observados na
anélise da contracdo das feridas, em que foi verificado que no 7°dia 0 grupo
tratado com HPMC+COU:CD-SD apresentou a menor lesdo, demonstrando
que este tratamento permite que a fase proliferativa da cicatrizacdo da ferida

inicie antes se comparada com 0s outros tratamentos.
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Figura 15. Aspecto histolégico das peles coletadas apo6s 7 dias do tratamento.
a,b,c,d: respectivamente, DERSANI® HPMC, HPMC+COU:CD-SD,
HPMC+COU. (A: processo inflamatério, B: hemorragia, C: edema, D:
neoangiogénese, E: colageno, F: re-epitalizacdo). Coloracdo tricomico de
Mallory. Aumento: 200X (100 pm).

No 12° dia nenhum dos grupos tratados apresentou processo
inflamatério. Além disso, o grupo tratado com Dersani® ainda apresentou
hemorragia e edema nas lesdes de 5 ratos. Por outro lado, no grupo tratado
com HPMC+COU:CD-SD também foi observado a presenca de hemorragia nas

lesbes de 5 ratos, mas o edema foi verificado em apenas 4 ratos.
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Tabela 6. Analise histologica em 12 dias ap6és a leséo.

12 dias

Histologia Dersani” HPMC HPMC+COU:CD-SD ~ HPMC+COU
Processo inflamatoério 0®B) 0% 0@®B6) 0% 0 (6) 0% 06) 0%

Hemorragia 5(6) 83% 6(6) 100% 5 (6) 83 % 4(6) 67%
Edema 5(6) 83% 6(6) 100% 4 (6) 67 % 6 (6) 100 %
Neoangiogénese 6(6) 100 % 6(6) 100% 6 (6) 100 % 6 (6) 100 %
Fibroblastos 6 (6) 100 % 6(6) 100% 6 (6) 100 % 6 (6) 100 %
Deposito de colageno 6(6) 100 % 6(6) 100% 6 (6) 100 % 6 (6) 100 %
Re-epitelizacao 6(6) 100 % 6(6) 100% 6(6) 100 % 6 (6) 100 %
Apéndices 3(6) 50% 0@6) 0% 2 (6) 33% 0@ 0%

Todos animais tiveram 100 % de re-epitelizagcdo, mas os apéndices
foram observados apenas nas lesbes tratadas com HPMC+COU:CD-SD e
Dersani, evidenciando que estes tratamentos foram mais efetivos. ROGALSKI
(2008) verificou a presenca de re-epitelizacdo somente a partir do 14° dia,
demonstrando que os hidrogeis utilizados em nosso estudo tem a capacidade
de cicatrizar as lesdes em menor tempo que uma pomada contendo 2 % de

extrato de llex paraguariensis.
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Figura 16. Aspecto histolégico das peles coletadas apos 12 dias do tratamento.
a,b,c,d: respectivamente, DERSANI® HPMC, HPMC+COU:HPBCD-SD,
HPMC+COU. (B: hemorragia, C: edema, D: neoangiogénese, E: colageno, F:
re-epitalizacéo). Coloracao: tricomico de Mallory. Aumento: 200X (100 pum).

Sabe-se que a presenca de vascularizagdo pode auxiliar no processo de
cicatrizacdo nas primeiras fases do processo. Desta forma, a quantidade de
novos vasos foi quantificada e avaliada (Figura 17). No entanto, ndo houve

diferenca estatistica entre os diferentes tratamentos nos tempos analisados.
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Angiogénese 48 hs Angiogénese 7 dias Angiogénese 12 dias

Quantidade de vasos
Quantidade de vasos
Quantidade de vasos

Figura 17. Andlise da quantidade de vasos ap0s a lesdo nos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. Analise estatistica realizada por
ANOVA.

Os dados apresentados no ensaio in vivo indicaram que o tratamento
realizado com a associacdo do cumestrol com ciclodextrinas
(HPMC+COU:HPBCD-SD) apresentou resultados interessantes frente ao
processo de cicatrizacdo, sendo semelhante em eficicia, se comparado com o
controle positivo (Dersani®), mas mais eficiente que o mesmo, uma vez que o
fechamento de 50% da ferida foi alcancado em menos tempo. Ainda foi
verificado que o tratamento apenas com o hidrogel também apresentou um
efeito cicatrizante e que, portanto, a utilizacdo dessa base para veicular a
associacdo do cumestrol com ciclodextrinas é adequada. Por mais que os
tratamentos apenas com hidrogel ou com hidrogel contendo cumestrol livre
também tenham tido um bom desfecho do problema em 12 dias, as analises
histolégicas demonstraram que o tecido estava melhor organizado,
apresentando apéndices apenas ap0s o tratamento com Dersani ou com
HPMC+COU:HPBCD-SD.

A cicatrizacdo cutdnea ocorre por meio de processos biolégicos,
podendo esses processos ser influenciados por mediadores enddgenos ou
substancias exogenas, como € 0 caso de produtos a base de plantas
medicinais (REUTER et al., 2009). Conforme dito anteriormente, o estrogénio
exerce sua funcdo na pele por meio de sua ligacdo aos receptores
estrogénicos (ER), alfa (a) e beta (B) que séo expressos na pele humana
(derme) regulando a acao de estrégenos em nivel cutaneo, sendo que o 17p3-
estradiol exerce um papel importante na prevencdo do envelhecimento e na
cicatrizacdo cutanea (THORNTON et al.,, 2003; VERDIER-SEVRAIN et al.,
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2004). Os ERP estdo mais presentes nos fibroblastos dérmicos sendo
relacionados a producdo de colageno. J& os ERa agem especialmente na
promogdo da proliferacdo celular (THORNTON et al, 2003; HALL e
SCHWARTZ, 2004; VERDIER-SEVRAIN et al., 2004; SHU e MAIBACH, 2011).

O cumestrol, como analogo do 17B-estradiol, ao ativar os receptores
ERa e ERB, pode ter aumentado a producdo de colageno e a proliferacédo
celular (evidenciado na analise da contragdo da ferida) ainda durante a fase
inflamatoria da lesdo, acelerando o processo de cicatrizacdo cutanea. Além
disso, conforme dito anteriormente, os flavonoides podem apresentar uma
atividade pro-oxidante, relacionada a dose, podendo influenciar na fase
inflamat6ria do processo, acelerando esta etapa e diminuindo o tempo
necessario para o reparo. Contudo, neste caso, é necessario ter cuidado em
aplicacdes a longo prazo uma vez que essa atividade implica na persisténcia
de células inflamatorias, retardando o processo de remodelagdo, no entanto,
para esclarecer esses resultados, ensaios avaliando os mediadores
inflamatorios sdo necessarios.

Desta forma, conclui-se que utilizacdo de cumestrol associado a
ciclodextrinas incorporado em gel de HMPC parece ser interessante para o
tratamento para feridas abertas e extensas e com risco de contaminacgéao,
visando a aceleracdo do processo cicatrizante inicial e a formacédo da crosta

como barreira protetora.
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o A avaliacdo das associagdes cumestrol:HPBCD por espectroscopia no
infravermelho (FTIR), calorimetria diferencial exploratoria (DSC), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) demonstram existir interacdo entre o0s
constituintes nas associa¢cdes, no entanto ndo puderam ser evidenciadas. Com
relacdo a microscopia eletrénica de varredura revelam a formacédo de po
homogéneo, com particulas esferoidais, na ordem de 2um quando o método de
associacdo em meio organo-aquoso seguido de secagem por spray dryer foi
empregado, ao contrario do emprego do método de micro-ondas seguido de
liofilizacao.

o Os hidrogeis de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC Methocel® K4) na
concentracdo de 3,5 % e quitosana concentracdo de 2,25 % apresentaram
comportamento do tipo ndo newtoniano pseudoplastico.

o As formulagbes utilizando hidrogel de HPMC apresentaram maior
liberagédo do cumestrol quando este foi incorporado na forma livre ou de mistura
fisica cumestrol:HPBCD, bem como na forma associada obtida pelo método de
micro-ondas seguido de liofilizagdo. Quando a associagdo cumestrol:HPRCD
obtida em meio organo-aquoso seguida de secagem por spray drying ndo se
observa diferenca estatistica na liberagdo do cumestrol a partir de hidrogel de
HPMC e quitosana, denotando o efeito do método de associacdo sobre a
liberacdo do cumestrol.

o A comparacédo entre a liberacdo por difusdo do tipo Franz demonstrou
que a maior liberagcdo nas 12 horas foi a formulagdo contendo a associagéo
COU:HPBCD pelo método de micro-ondas seguido de liofilizac&o incorporado
em hidrogel de HPMC (HPMC+COU:CD-MO-LI). No entanto esta associagao
demonstrou-se heterogénea conforme analise por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Por isso optou-se por utilizar a associacdo por método de
spray drying, que se mostrou mais homogéneo por microscopia eletrénica
(MEV), e por ser uma técnica com menor custo, incorporada em hidrogel de
HPMC. Ja que ndo houve diferenca estatistica com relacdo ao hidrogel de
quitosana e o HPMC teve melhor resultado com relacdo a espalhabilidade e
melhor aspecto optou-se pela utilizacdo deste hidrogel como veiculagéo.
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o Nos ensaios in vivo foi verificado que o tratamento realizado com a
associagao do cumestrol HPBCD pelo método de spray drying incorporado em
hidrogel de HPMC (HPMC+COU:CD-SD) apresentou resultados interessantes
frente ao processo de cicatrizacdo, sendo semelhante em eficacia, se
comparado com o controle positivo (Dersani®), mas mais eficiente que o
mesmo, uma vez que o fechamento no periodo inicial foi mais rapido. Foi
verificado também que o tratamento apenas com o hidrogel apresentou um
efeito cicatrizante e, portanto, a utilizacdo dessa base para veicular a
associacdo do cumestrol com ciclodextrinas € adequada para ampliar o efeito
farmacoldgico.

o Nas analises histologicas foi verificado que o hidrogel desenvolvido
(HPMC+COU:CD-SD) apresentou resultados semelhantes ao grupo controle
positivo, se mostrando eficaz para a reparacéo tecidual;

o A presencga da ciclodextrina (HPBCD) foi fundamental para melhorar a
eficacia do cumestrol, frente a hidrossolubilidade, liberac&o in vitro e atividade

cicatrizante in vivo.
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