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RESUMO

NISSOLA, Candida. Hidrogel contendo (1—6)-p-D-glucana (lasiodiplodana):
desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo da atividade cicatrizante. 2019. 83f.
Dissertacdo - Programa de Pdés Graduagdo em Biotecnologia. Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2019.

B-glucanas tem despertado grande interesse de pesquisadores e de industrias
farmacéuticas e cosméticas, por apresentam diversas propriedades biotecnologicas e
funcionais. Dentre as B-glucanas a lasiodiplodana (LAS), um exopolissacarideo (EPS)
do tipo (1—6)-p-D-glucana, produzida pelo ascomiceto Lasiodiplodia theobromae
MMPI e descrita recentemente tem demonstrando diferentes potencialidades
bioldgicas. O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento, a caracterizagao
e avaliagdo do potencial de indugdo de cicatrizagdo de um hidrogel contendo
lasiodiplodana (0,5%). A formulagdo desenvolvida foi avaliada quanto a parametros
fisico-quimicos (cor, odor, pH, espalhabilidade, viscosidade, atividade de agua e
umidade), microbiologicos (pesquisa de bactérias mesdfilas, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Coliformes a 35 e a 45 °C e contagem total de bolores e
leveduras) e testes preliminares de estabilidade. O potencial antioxidante da
formulacao foi avaliado pela capacidade de captura dos radicais DPPH, hidroxila
(OH?¢) e poder redutor férrico (FRAP). Analise histologica do tecido cutaneo oriundo
da regido dorsal (ratos Wistar) submetida a excisdes foi realizada. Apés 4, 7, 10 e 14
dias, os animais experimentais foram eutanasiados e as feridas cutaneas foram
avaliadas quanto ao seu aspecto macroscopico e histolégico. No final de cada
periodo, foi avaliada a reepitelizacao, proliferagcao celular e a producao de colageno.
O hidrogel contendo LAS demonstrou estabilidade fisico-quimica, atendeu aos
parametros de qualidade microbiologica pré-estabelecidos e demonstrou potencial
antioxidante, especialmente em relacdo a capacidade de eliminagcao de radicais
hidroxilas. O hidrogel contendo LAS estimulou a reepitelizagao e proliferacao celular
em todos os dias de tratamento em relagéo ao hidrogel controle (sem LAS). O hidrogel
contendo LAS estimulou o aumento das fibras de colageno, sendo verificada diferenca
significativa das fibras colagenas tipo | nos dias 7, 10 e 14 e nas do tipo lll, no sétimo
e décimo dia. A lasiodiplodana apresentou atividade imunomoduladora na indugao da
cicatrizagcado e o hidrogel contendo essa macromolécula pode ser uma alternativa no
tratamento de feridas.

Palavras-chave: Bioatividade, exopolissacarideo, cicatrizagao, macromoléculas.



ABSTRACT

NISSOLA, Candida. Hydrogel containing (1—6)-p-D-glucan (lasiodiplodan):
development, characterization and evaluation of healing activity. 2019. 83f.
Dissertation — Postgraduate Program in Biotecnology. Federal Technological
University (UTFPR). Dois Vizinhos, 2019.

B-Glucans have attracted the interest of researchers and industries in the
pharmaceutical and cosmetic sectors due to its biotechnological and functional
properties. Among the 3-glucans, lasiodiplodan (LAS) an exopolysaccharide (EPS) of
the type (1—6)-B-D-glucan produced by the ascomycete Lasiodiplodia theobromae
MMPI and recently described in scientific literature, has demonstrated different
biological potentialities. The present study aimed to develop, characterize and evaluate
the healing stimulant potential of a lasiodiplodan-containing hydrogel (0.5%). The
developed formulation was evaluated for physicochemical (color, odor, pH,
spreadability, viscosity, water activity and moisture) and microbiological parameters
(research of mesophilic bacteria, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Coliform at 35 and 45 ° C and total mold and yeast count) and preliminary stability
tests. The antioxidant potential of the formulation was evaluated for its ability to
scavenge DPPH and hydroxyl (OHe) radicals and ferric reducing power (FRAP).
Histological analysis of cutaneous tissue from the dorsal region (Wistar rats) subjected
to excisions was performed. After 4, 7, 10 and 14 days, the experimental animals were
euthanized and the skin wounds were evaluated for macroscopic appearance and
histological analysis. At the end of each analysis period, re-epithelialization, cell
proliferation and collagen production were evaluated. The hydrogel containing LAS
demonstrated physicochemical stability, microbiological quality and antioxidant
potential, especially in relation to its ability to scavenge hydroxyl radicals. The LAS-
containing hydrogel stimulated cell re-epithelialization and proliferation on all treatment
days compared to the control hydrogel (without LAS). The hydrogel stimulated an
increase of collagen fibers, with significant difference of type | collagen fibers on days
7, 10 and 14 and type lll on the seventh and tenth day. Lasiodiplodan (1—6)-B-D-
glucan showed immunomodulatory activity in wound healing and the hydrogel
containing this macromolecule may be an alternative in wound care.

Keywords: Bioactivity, exopolysaccharide, healing, macromolecules.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 - Representacado molecular da (1—6)-p-D-glucana (lasiodiplodana) .......... 21
Figura 2 - Camadas estruturais da pele ..........ouuviiiiiiiiiiiiie e, 24
Figura 3 - Aspecto visual da lasiodiplodana (A) e do gel contendo lasiodiplodana (B)

.................................................................................................................................. 32
Figura 4 - Picndbmetro de ago inOXidAvel .............ccoooiiiiiiiiiiiiic e, 33
Figura 5 - Dispositivo para determinacao da espalhabilidade ...................cccccoooooennil. 34

Figura 6 - Procedimento realizado para a confecgao das feridas nos ratos, epilagao
(A), marcacao da ferida (B), retirada de pele, formacéao da ferida (C), decalque das
L0 E= TSI (I ) TP 40
Figura 7 - Espalhabilidade das formulagdes de hidrogéis controle (-=-) e contendo
lasiodiplodana (-m)- Resultados expressos como média + DP de triplicatas.............. 47
Figura 8 - pH das formulagdes de hidrogel controle (-=-) e contendo lasiodiplodana (-
m-) durante o periodo de teste preliminar de estabilidade..............c.ccccooeeiiiiiiiiiinnnnnnn. 49
Figura 9 - Viscosidade aparente das amostras de hidrogel ( controle e (-m-)
contendo lasiodiplodana. Resultados expressos como média + DP de ftriplicatas ....50
Figura 10 - Coordenadas de cor das amostras de hidrogel (-=-) controle e (-m-)
contendo lasiodiplodana. Resultados expressos como média £ DP de triplicatas ....52
Figura 11 - Fotografia da regido dorsal do animal apds confecgao das feridas ........ 56
Figura 12 - Comparagao das areas excisionais (A) apos 4, 7, 10 e 14 dias de
tratamento com hidrogel contendo (1 —6)-B-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento
com gel controle (m) e gel contendo lasiodiplodana (m) (n=6, *p<0,05). Imagens da
regido dorsal do animal (B) apos excisdes e respectivos dias de tratamento............ 58
Figura 13 - Contracao das areas excisionais apos 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento
com hidrogel contendo (1 —6)-B-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento com gel
controle (=) e gel contendo lasiodiplodana (m) .............ccceeeeiiiiiiiiiiiici e, 59
Figura 14 - Fotomicrografia de corte histolégico com coloragao HE para medida da
reepitelizagao da ferida excisional no dorso do rato, tratada com gel contendo
lasiodiplodana por um periodo de 4 dias (ampliagcao de 10x). Destaque para: crosta
(a), tecido de granulacao (b), tecido integro (c). As setas indicam o inicio e o final da
area reepitelizada em um dos lados daferida...........cccooeeeiiiiiiiiiiiii e 61
Figura 15 - Efeito do tratamento das feridas excisionais apos 4, 7 e 10 dias com
hidrogel contendo (1 —6)- B-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento com gel
controle (=) e gel contendo lasiodiplodana () .........ccooeeiiiiiiii 62
Figura 16 - Fotomicrografias de cortes histologicos com coloragdo HE para medida
da espessura da epiderme neoformada de feridas excisionais no dorso de ratos,
tratadas com gel controle (A) e com gel contendo lasiodiplodana (B) aos 14 dias. As
setas indicam o centro da ferida, com a epiderme completamente reestabelecida

(€= 0] o1 1=To= Lo T o L= 0t I 0 63
Figura 17 - Medida da espessura do epitélio apds 14 dias de tratamento das feridas
excisionais com hidrogel contendo (1 —6)-B-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento
com gel controle (=) e gel contendo lasiodiplodana (m).............ccoeeeeeeeeeeeeeeeee e, 63
Figura 18 — Fotomicrografia de corte histolégico com coloracdo HE para a contagem
de células em metafase na epiderme da ferida excisional do dorso do rato



(ampliacao de 40x). Destaque para: crosta (a), tecido de granulacéo (b), tecido
integro (c). As setas indicam as células em metafase na camada basal da epiderme.

Figura 19 - Numero de células em metafase na extensao da epiderme apés 4, 7, 10
e 14 dias de tratamento com hidrogel contendo (1 —6)-B-D-glucana (lasiodiplodana).
Tratamento com gel controle (=) e gel contendo lasiodiplodana (m) ............cccceee..... 65
Figura 20 - Fotomicrografias de cortes histoloégicos com coloragao Picrossirius para a
quantificacdo de colageno tipo | (verde) e tipo Il (vermelho) da derme neoformada
de feridas excisionais no dorso de ratos, tratadas com gel contendo lasiodiplodana, 4
dias (A) e 14 dias (B). (ampliagao de 20X) .......ccevmrrrriiiieeeeeeeeeiee e 67
Figura 21 - Comparagao da area percentual de colageno tipo | (A) e tipo Il (B) apos
4,7,10 e 14 dias de tratamento com hidrogel contendo (1 —=6)-B-D-glucana
(lasiodiplodana). Tratamento com gel controle (=) e gel contendo lasiodiplodana (m)



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracterizacao fisico-quimica e potencial antioxidante do hidrogel

contendo [asiodiplodaNna.............iiiiiiiiie e 44
Tabela 2 - Parametros de cor do hidrogel contendo lasiodiplodana e amostra

controle (hidrogel sem lasiodiplodana) ..o 54
Tabela 3 - Qualidade microbioldgica do gel contento lasiodiplodana........................ 55

Tabela 4 - indice de maturagao do colageno das feridas tratadas com gel controle
(controle negativo) e com gel contendo lasiodiplodana...........cccoevviiiiineeiiieiiiinnnnnn. 67



ABTS
ANVISA
Aw
CEUA
CMC
CONCEA
DP
DPPH
EPS
FRAP
HE
ImaC
LS
m/m
mm
MMV
mPa.s
OH-
PDGF
PMN
g.s.p
rem
TGF-B
UFC
v/v
VEGF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Atividade de agua

Comiss&o de Etica no uso de Animais
Carboximetilcelulose

Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
Desvio padrao

2,2-difenil-1-picrilhidrazila
Exopolissacarideo

Poder de Reducgao do ion Férrico
Coloracao hematoxilina-eosina

indice de maturacéo do colageno
Lasiodiplodana

Massa/massa

Milimetro

Meio Minimo de Vogel

Milipascal segundo

Radical Hidroxila

Fator de crescimento derivado de plaquetas
Células polimorfonucleares

Quantidade suficiente para

Rotagdes por minuto

Fator de transformacao de crescimento beta
Unidade de Formacao de Colonias
Volume/volume

Fator de crescimento endotelial vascular



SUMARIO

TINTRODUGAOD ...t 16
20BUETIVOS ...ttt 18
N B O ] = N 1 I AV @ I ] = o 18
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t e, 18
3REFERENCIAL TEORICO ...t 19
3.1 POLISSACARIDEOS E EXOPOLISSACARIDEOS ........c.ccooveveeeeeeeeeeeeeee 19
3.2 B-D-GLUCANAS E LASIODIPLODANA. ... .o 20
3.3 BIOATIVIDADE DAS B-D-GLUCANAS E LASIODIPLODANA ........cccoeeiiiieee. 22
B4 PELE ... e 24
3.5 FISIOLOGIA DO PROCESSO DE CICATRIZACAO .......cooevieieeeeeeeeeeeen, 26
3.6 HIDROGEIS ... ..ottt 27
AMATERIAIS E METODOS ..ot 30
4.1 MANUTENCAO DO MICRORGANISMO......cooiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 30
4.2 PREPARO DO INOCULO PARA A PRODUCAO DE LASIODIPLODANA.......... 30
4.3 PRODUCAO DE LASIODIPLODANA EM CULTIVO SUBMERSO...................... 31
4.4 FORMULACAO DO HIDROGEL CONTENDO A LASIODIPLODANA................ 31
4.5 CARACTERIZACAO DA FORMULAGCAO DESENVOLVIDA........c.ccocoeeveveeeene. 32
4.5.1 Analises FiSICO-QUIMICAS .......uuuuiiiieeeieeieiiiiis et e e e e e e e e e e e e eenenes 32
4.5.2 Testes Preliminares de Estabilidade............cccooooviiiiiiiic e 35
4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ......oitiiiiiiiiiieiie ettt e e e e e e e e e eeeeeeeees 37
4.6.1 Captura do radical DPPH........... e e e 37
4.6.2 Atividade de sequestro do radical (OHe®) ..........ccoooiiiiiiiiiiii e, 37
4.6.3 Poder antioxidante redutor férrico (FRAP) .........cooviiiiiiiiiei e, 38
4.7 AVALIACAO DE PARAMETROS MICROBIOLOGICOS ........coccoveveeeeereeee, 38
G I AN 1Y N 39
4.8.1 Confeccao e Tratamento das Feridas Cutaneas............cccoeeeeviiiiiiiiciieieeeeceeenn, 39
4.9 MEDIDA DA AREA DAS FERIDAS ..ottt 40
4,10 ANALISE HISTOLOGICA ......oomieieieceieceeeeee ettt 40
4.10.1 Analise da ReepiteliZAga0 ........ccceeeeiiiiiiiiiie e e 41
4.10.2 Numero de Metafases Bloqueadas na Epiderme Neoformada....................... 41
4.10.3 Andlise das fibras COIAgENAS .........cevviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
411 ANALISE ESTATISTICA ...t 42

5RESULTADOS E DISCUSSAO .........oooiieiieeeeeeeeeeeeeee s 44



5.1 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DOS HIDROGEIS.........oveevereeeeerereeens 44

5.1.1 Avaliacao da Espalhabilidade do Hidrogel.............ccooomiiiiiiii e 46
5.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE PRELIMINAR DOS HIDROGEIS .................. 47
5.2.1 Teste de Centrifugacéo e Estresse TErmico...........cccooeeeeiii 47
5.2.2 Avaliacao de pH, Viscosidade Aparente € COor...........ccoeeeiiiiiiieiiiiiieeeceieeeeee, 48
5.3 AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA ......oovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 55
5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE .....c.ooiiiieieeeee e 55
BCONCLUSOES .........coooieieeceeeee et 71
REFERENCIAS ... ..ot e e e e e e e e e eeeaeas 72

ANEXOS e 82



16

1 INTRODUGCAO

A cicatrizacdo € um processo fisioloégico fundamental na manutencdo da
integridade do organismo frente a lesdées acidentais, crénicas ou cirurgicas. De acordo
com Robbins e Cotran (2005) o processo de cicatrizagao de feridas & sistémico,
complexo e resulta de uma série de fenébmenos desencadeados em resposta a injuria
tecidual. Novas propostas tém surgido com o intuito de acelerar a cicatrizagao,
minimizar os riscos, as complicagdes e melhorar a qualidade de vida do paciente, além
de reduzir os custos despendidos com o tratamento (KORELO et al., 2013).

O desenvolvimento de novos produtos efetivos no tratamento de injurias
teciduais ou feridas tem sido objeto de estudos de grupos de pesquisas e de industrias
farmacéuticas em diferentes paises. Neste contexto, novas substancias e moléculas
bioativas tem sido avaliadas como ingrediente de novas formulagdes.

Macromoléculas biolégicas como as [-glucanas podem apresentar
potencialidades como ingrediente ativo em formulagdes como hidrogéis ou cremes
destinados ao tratamento de feridas, ulceras epiteliais e queimaduras, auxiliando no
processo de cicatrizagcao tecidual.

B-glucanas sdo macromoléculas constituidas por glicose e encontradas como
constituinte estrutural da parede celular de fungos e de alguns cereais. Nas ultimas
décadas essas macromoléculas vem recebendo especial atencdo em funcao de suas
propriedades bioativas, principalmente no que se refere a atividade de
imunomodulagdo. Caracterizadas como modificadoras da resposta biolégica, o
mecanismo de acao das [B-glucanas na modulacéao inclui a ativacdo de macrofagos e
linfocitos polimorfonucleares, além da inducdo da expressao de diversas citocinas
(TONDOLO et al., 2017; WEI et al., 2002).

Medeiros e colaboradores (2012) verificaram o aumento da hiperplasia epitelial
das células inflamatérias, angiogénese e proliferacao fibroblastica em ulceras venosas
humanas pela aplicagao tépica da p-(1—3)-D-glucana de Sacharomyces cerevisae.
No estudo realizado por Wei et al. (2002) foi demonstrado que a glucana estimulou a
biossintese de colageno em cultivo de células fibroblasticas humanas.

Além da imunomodulagdo, inumeras atividades biolégicas tém sido
relacionadas as 3-glucanas, como atividade antitumoral, antinflamatéria, antioxidante,

antimutagénica, hipocolesterolémica e hipoglicémica.
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Recentemente foi reportada na literatura cientifica uma (1—6)-B-D-glucana
produzida pelo ascomiceto Lasiodiplodia theobromae MMPI (CUNHA et al., 2012) e
denominada de lasiodiplodana. Avaliada por Turmina et al. (2012) quanto ao seu efeito
toxicoloégico em ratos albinos suicos (Mus musculus) alimentados por gavagem
durante 28 dias, os autores relataram nao haver sinais de toxicidade, alteracbes
hematoldgicas ou histopatolégicas em tecido renal, hepatico e cardiaco, além de
haver atividade hipoglicemiante em machos e redug¢ao de transaminases em machos
e fémeas.

Considerando alguns estudos descritos na literatura, os quais identificaram e
destacam a importancia das 3-glucanas na indugao da cicatrizagao, o presente estudo
busca o desenvolvimento, a caracterizagao e avaliagao da efetividade de um hidrogel

contendo lasiodiplodana como ingrediente bioativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar um hidrogel contendo (1—6)-p-D-glucana

(lasiodiplodana).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir lasiodiplodana ((1—6)-3-D-glucana) em cultivo submerso com o
fungo ascomiceto L. theobromae MMPI.

e Isolar e purificar o exopolissacarideo.

e Formular o hidrogel contendo a lasiodiplodana.

e Caracterizar o hidrogel quanto a parametros fisico-quimicos e microbiolégicos.

¢ Avaliar o potencial antioxidante in vitro da formulagao.

e Avaliar a atividade cicatrizante do hidrogel em ensaios in vivo usando ratos

Wistar como modelo bioldgico.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 POLISSACARIDEOS E EXOPOLISSACARIDEOS

A grande maioria dos carboidratos encontrados na natureza estdo na forma de
polissacarideos, com massa molecular variando de média a alta. Estes polimeros sao
formados a partir da condensacdo de mais de dez unidades monossacaridicas,
através de ligagdes covalentes chamadas ligagdes glicosidicas (VOET et al., 2000).
O que os difere uns dos outros € a natureza das unidades monossacaridicas
(constituidos de um unico ou de diversos tipos de unidades monoméricas); o
comprimento das cadeias, o tipo de ligacdo entre os monossacarideos e o grau de
ramificagdo da macromolécula (NELSON; COX, 2011; MA et al., 2012).

Estas macromoléculas possuem diversas fungoes fisioldgicas em plantas ou
microrganismos, seja como forma de armazenamento de energia em plantas (amido
e glicogénio) ou como agente estruturante da parede celular e da matriz extracelular
(celulose, quitina e peptidoglicanos) (MEDINA-CORDOVA et al., 2018).

Um grande numero de polissacarideos tem sido estudado por apresentarem
atividades bioldgicas, sendo alguns polissacarideos considerados como
modificadores da resposta biologica. A agao biolégica provocada pelo polissacarideo
esta diretamente relacionada com sua estrutura molecular, incluindo a composi¢cao
monomeérica, a ligacao glicosidica da cadeia principal, o grau de ramificacdo, o grau
de substituicdo e a conformacao de sua estrutura primaria (KAGIMURA et al., 2015b).
Dentre as respostas bioldgicas que apresentam, estdo incluidas atividade anti-
inflamatoria; antioxidante; anti-hipertensiva, antitumoral e hipoglicemiante, além de
serem considerados imunoestimuladores e imunomoduladores. Além das
potencialidades biologicas que essas macromoléculas demonstram, elas ainda
apresentam baixa toxicidade e poucos efeitos colaterais (ZHENG et al., 2017; MENG
et al., 2017; BAl et al., 2017).

Os polissacarideos de origem microbiana podem ser classificados em funcao de
sua localizacdo celular, como polissacarideos citosolicos (fornecem recursos
energéticos a célula), polissacarideos de parede celular (peptidoglicanos e
lipopolissacarideos) e o0s polissacarideos extracelulares também chamados
exopolissacarideos (EPS) (DONOT et al., 2012). Em cultivos submersos os EPS

quando secretados para o meio, formam limos que sao difundidos na fase liquida
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provocando mudangas no meio de cultivo, alterando a viscosidade e a reologia.
Microrganismos capazes de elevar a viscosidade do meio de cultivo possuem maior
potencial para a producao de EPS, sendo a recuperagao de EPS do meio de cultivo
um processo relativamente simples (SILVA et al., 2006).

Microrganismos diferentes produzem exopolissacarideos distintos, além disso é
possivel a produgao de polissacarideos com propriedades fisico-quimicas diferentes
a partir de uma mesma cepa microbiana, através da manipulagao da composic¢ao do
meio de cultivo. Comumente o processo de produgcado microbiana depende da fonte
de carbono e nitrogénio disponivel no meio de cultivo e em geral a produgado do EPS
aumenta em condigbes em que ha excesso de substrato (fonte de carbono) e uma
maior relagdo carbono/nitrogénio (CZACZYK; MYSZKA, 2007).

Os poucos relatos encontrados nesse contexto, indicam ser possivel modificar o
grau de substituicdo da unidade monossacaridica principal, bem como o grau de
polimerizagao desta, porém, ndo € possivel alterar a composicido da macromolécula
em relacdo a sua unidade monomeérica estrutural base (SILVA et al., 2006). Estudos
in vitro sugerem que a atividade biologica esta ligada a massa molecular do
biopolimero, sendo que B-glucanas de baixo peso molecular de cadeia muito curta
s&o geralmente consideradas biologicamente inativas (AKRAMIENE et al., 2007).

As principais fontes de carbono na produgao biotecnolégica de EPS sédo a
glicose e a sacarose, porém, algumas fontes alternativas tém sido sugeridas, para
uma possivel producgao industrial com custos reduzidos, incluindo o uso de substratos
alternativos de baixo custo gerados como subprodutos de processos agroindustriais
(DAMASCENO et al., 2003; THEIS et al., 2019).

3.2 B-D-GLUCANAS E LASIODIPLODANA

B-p-glucanas s&o polimeros de glicose encontrados como constituintes
estruturantes da parede celular de cereais como aveia e cevada, além de
microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos. S&o constituintes
da parede celular de certos microrganismos patdégenos, tais como Pneumocystis
carinii, Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum, Candida albicans, e também
de fungos unicelulares como da levedura Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus

neoformans (LIU et al., 2012).
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As B-glucanas provenientes de fontes diferentes apresentam algumas variagoes
quanto a sua estrutura quimica. Pertencem a um grupo heterogéneo de polimeros de
glicose (LIU et al., 2009). Todas sado formadas por uma cadeia linear composta de
unidades p-glucose unidas entre si através de ligagdes beta (B) glicosidicas, contendo
ou nao ramificagbes (BARROS-FILHO et al.,, 2010). Comumente, as ligagdes
glicosidicas sao do tipo (1—3), mas também podem ser do tipo (1—3;1—6), (1—6) e
(1—3;1—4). Tais diferengas estruturais podem ter grandes implicagdes na
bioatividade das [B-glucanas, principalmente com relagdo a massa molecular, pois [3-
glucanas de cadeia muito curta sdo consideradas inativas (AKRAMIENE et al., 2007).

Descrita recentemente na literatura, a lasiodiplodana é uma (1—6)-p-D-glucana
(Figura 1) produzida extracelularmente pelo fungo ascomiceto Lasiodiplodia
theobromae MMPI (VASCONCELOS et al. 2008, CUNHA et al. 2012). As (1—6)-B-D-
glucanas sdo comumente encontradas como compostos insoluveis da parede celular
de ascomicetos e basidiomicetos (LESAGE; BUSSEY, 2006). O isolamento destas é
complicado e envolve multiplas etapas de extragao com hexano (remog¢ao de lipidios),
seguida por extragdo com agua quente e fria e com alcali (CORRADI DA SILVA et al.
2008). No entanto, a lasiodiplodana produzida pelo L. theobromae MMPI é secretada
no meio de cultivo em cultura submersa e é facilmente precipitada com etanol, sendo
seu isolamento mais simples e econbmico do que a extracdo da parede celular de

fungos.

Figura 1 - Representagao molecular da (1—6)-3-D-glucana (lasiodiplodana)
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3.3 BIOATIVIDADE DAS B-D-GLUCANAS E LASIODIPLODANA

A atividade biolégica do grupo das biomoléculas B-D-glucanas € influenciada por
diferentes parametros fisico-quimicos, tais como solubilidade, massa molecular,
estrutura molecular e ramificacbes. Esta diversidade resulta em inumeras
propriedades, possibilitando uma ampla gama de aplicagbes em alimentos, nos
setores comerciais biomédicos, farmacéuticos e cosméticos (KAGIMURA et al.,
2015a).

B-D-glucanas sao conhecidas por sua capacidade imunomoduladora (ZHOU et
al., 2013, CHENG et al., 2013; LEI et al., 2015), sendo inofensivas ao organismo e
auxiliando na adaptacdo ao ambiente frente aos estresses biolégicos (CHEN et al.,
2009). A literatura demonstra que as respostas imunitarias especificas e nao
especificas de mamiferos sdo estimuladas pelas B-glucanas através de mecanismos
de acao que incluem a ativagdo de macréfagos, neutréfilos e aumento da fagocitose
(ZHOU et al.,, 2013). O mecanismo pelo qual as B-glucanas exercem o efeito
imunomodulador € mediado por citocinas, através da estimulagao, principalmente, do
receptor Dectina-1, receptores Toll-like (TLR-2, 4, 6), receptor 3 do complemento
(CR3). O mais importante € o receptor de Dectina-1, que € altamente expresso em
muitas células imunocompetentes, como células dendriticas, neutrofilos, eosindfilos,
macrofagos, mondcitos, varios linfocitos T e também em células cutaneas
(queratindcitos e fibroblastos) (MAJTAN; JESENAK, 2018).

Um fator importante, que provavelmente contribui para a atividade biolégica das
B-glucanas sobre a imunidade de vertebrados, € o longo periodo de tempo que
permanece em tais organismos, em funcdo da auséncia nestes de B-glucanases
(KAGIMURA et al, 2015a). Os macréfagos representam o que é provavelmente a
unica ferramenta para a degradagdo das B-glucanas no organismo e como
consequéncia as B-glucanas estao disponiveis para as células por semanas ou até
meses, até serem degradadas via lentos processos oxidativos (NOVAK et al., 2012).

Medeiros et al. (2012), verificaram o aumento da hiperplasia epitelial, das células
inflamatorias, angiogénese e proliferagao fibroblastica em ulceras venosas humanas
pela aplicagéo tépica da B-(1—3)-glucana. Em outra avaliagdo, Wei et al. (2002)
demonstraram que a glucana estimulou a biossintese de colageno em células
fibroblasticas humanas cultivadas. Além da imunomodulagado, inUmeras atividades

biolégicas tém sido relacionadas as [-glucanas como atividade antitumoral,
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antinflamatédria, antioxidante, antimutagénica, hipocolesterolémica e hipoglicémica
(OLIVEIRA et al., 2015; TONDOLO et al., 2017; MAITY et al., 2017; MELLO et al;
2017; MALFATTI et al., 2017).

Alguns polissacarideos com atividade biolégica como as PB—glucanas, tém
apresentado atividade positiva sobre a prevencao e tratamento no crescimento de
células cancerosas (ANDOLFI et al., 2014). Alguns estudos que avaliaram a
bioatividade de diferentes p—glucanas demonstram resultados efetivos na
antiproliferagdo de células cancerigenas em ensaios in vitro (SARANGI et al., 2006,
KAGIMURA et al., 2015a).

A literatura reporta inumeras pesquisas em relacao a atividade antioxidante das
B—Glucanas. Um grupo de pesquisa da Sérvia (USKOKOVIC et al., 2013) verificaram
que a administracdo de um extrato comercial de cereal com alta quantidade de -
glucana em ratos preveniu o diabetes relacionado com a peroxidagao lipidica. Nandi
et al. (2014), verificaram potencial antioxidante de B-Glucana produzida pelo fungo
Russula albonigra, através dos ensaios in vitro do radical hidroxila, radical superoxido,
poder de reducao do ion férrico e pelo ensaio com [(3-caroteno.

Recentemente, Kagimura e colaboradores (2015b) observaram que a
lasiodiplodana ((1—6)-p-b-glucana) produzida pelo ascomiceto L. theobromae MMPI
apresenta atividade antioxidante, a qual foi avaliada pelos métodos ABTS*, DPPH e
poder redutor do ion férrico (FRAP). No referido trabalho foi verificado também que a
modificagdo quimica da glucana por carboximetilagdo contribuiu para o aumento do
potencial antioxidante da macromolécula e sua solubilidade em agua. Em estudo
conduzido por Theis e colaboradores (2019), também avaliaram a derivatizagdo por
carboximetilagdo da lasiodiplodana e verificaram que a introducdo de grupos
carboximetilicos na macromolécula promoveu aumento da solubilidade e
potencializou a atividade antioxidante. Neste estudo também foi verificado que a
lasiodiplodana nativa e derivada mantiveram estabilidade térmica até 210 °C.

No trabalho de Mello et al. (2017), foi investigado os efeitos genotdxicos da
lasiodiplodana e sua atividade protetora contra danos do DNA, induzido pela
doxorrubicina, seu impacto na expressao de genes e vias de resposta inflamatoria,
sendo que a mesma nao induziu disturbios na estabilidade do DNA e reduziu
significativamente o dano e a inflamacgao causada por exposicao ao quimioterapico.

Turmina et al. (2012), avaliaram os efeitos da lasiodiplodana em ratos albinos
suigcos (Mus musculus) alimentados por gavagem durante 28 dias. Os autores
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relataram nao haver sinais de toxicidade, alteragdes hematolégicas ou
histopatoldgicas (rins, bago, figado e coragdo), além de haver atividade
hipoglicemiante em machos e redugdo de transaminases em machos e fémeas.
Cunha et al. (2012), demonstraram atividade antiproliferativa dose dependente da
lasiodiplodana frente a células de cancer de mama (MCF-7) em ensaios in vitro.
Vasconcelos et al., (2013) avaliaram a atividade anticoagulante de lasiodiplodana
oriunda de Lasiodiplodia theobromae (MMLR) apds sulfonagao, demonstrando que, a
derivatizagao da molécula resultou em atividade anticoagulante. A utilizagao topica de

lasiodiplodana ainda néo foi avaliada, sendo um estudo inédito neste ambito.

3.4 PELE

A pele recobre a superficie do corpo, sendo considerada um dos maiores
orgaos, alcangando cerca de 16% do peso corporal. Apresenta-se como uma barreira
protetora contra o ambiente externo e micro-organismos, além de regular a
temperatura corporal e evitar perda de agua. A pele é constituida por uma porcao de
origem ectodérmica, epitelial e uma porgéo conjuntiva de origem mesodérmica, a
derme (Figura 2). A principal célula componente da epiderme € o queratindcitos e da
derme, o fibroblasto. Abaixo da derme encontra-se a hipoderme, que nao pertence a
pele, mas atua como suporte para ela (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 2 - Camadas estruturais da pele
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Além dos queratinécitos, a epiderme apresenta também os melandcitos
(formadores de pigmentos que protegem da luz ultravioleta), células de Langerhans
(apresentadoras de antigenos) e células de Merkel (sensoriais) (YOUNG et al., 2007).

A epiderme pode ser dividida em estratos ou camadas: cornea, granulosa,
espinhosa e basal. O estrato corneo € o mais externo, formada por células cornificadas
(queratinizadas), anucleadas e morta, sua espessura pode variar de acordo com a
localizacdo. A camada granulosa encontra-se abaixo da camada cérnea e é formada
por trés ou quatro camadas de células achatadas (OVALLE; NAHIRNEY, 2008). A
camada espinhosa possui varias camadas de células, com formato poligonal e vao se
tornando mais achatadas quando avangam em direcio a superficie. Nela ha presenca
de desmossomos ou macula de adesao, que permitem a jungao intercelular e confere
resisténcia mecanica a pele. A presenca dos desmossomos possibilita a ligagao entre
as células basais e entre os queratinécitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O
estrato basal ou germinativo € o mais profundo, possuindo uma unica camada de
células que se acomoda sobre uma membrana basal. Nesse estrato ha presenca de
células-tronco com intensa atividade mitdtica dos queratinécitos, que propiciam a
renovagao celular da epiderme (OVALLE; NAHIRNEY, 2008; ROSS; PAWLINA,
2008).

A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo que se estende da
epiderme até o tecido subcutadneo ou hipoderme, é onde a epiderme esta apoiada.
Pode apresentar espessura variavel, de acordo com sua localizagdo. Este tecido é
composto por fibras elasticas e colagenas, responsaveis pela elasticidade e tonicidade
da pele, além de vasos sanguineos e terminagdes nervosas. A derme é constituida
de duas camadas: papilar (superficial) e reticular (profunda) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

A camada papilar € estreita, constituida de tecido conjuntivo frouxo, apresenta
fibras colagenas delicadas, entrelagadas com fibras delgadas do sistema elastico.
Abaixo da camada papilar, encontra-se a camada reticular, a qual constitui a maior
parte da derme, possui fibras colagenas e elasticas mais densas que na papilar.
Contém vasos sanguineos, nervos e anexos cutaneos (YOUNG et al., 2007). E
composta de vasos linfaticos e sanguineos, nervos, foliculos pilosos, gléandulas
sebaceas e sudoriparas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O colageno é a proteina mais abundante nos seres humanos e o principal

componente da pele, constituindo 80% do peso seco da derme e é responsavel pela
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sua estrutura e resisténcia. Na matriz dérmica ha essencialmente dois tipos de
colageno: tipo | e tipo lll, correspondendo respectivamente a cerca de 80-85% e 15-
20% do total desta proteina. O tipo | apresenta didmetro total de 1 a 20 um e esta
localizado principalmente na derme reticular, a mais profunda da pele. O colageno tipo
lll apresenta didmetro de 0,5 a 2 ym e esta presente, em sua maioria, na derme
papilar, localizada mais superficialmente (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; ISAAC
et al., 2010).

3.5 FISIOLOGIA DO PROCESSO DE CICATRIZAGAO

A capacidade auto regenerativa € um fenémeno universal nos organismos vivos.
O reparo completo de tecidos resulta de alternancias sucessivas de reacdes
anabolicas e catabdlicas (SINGER; CLARK, 1999).

A cicatrizagao € um processo dinamico e complexo, envolvendo interagdes entre
a matriz extracelular, mecanismos celulares e moleculares. Desencadeia proliferacao
celular, modelacdo do coagulo sanguineo, deposi¢cao e remodelamento de matriz
extracelular, migracdo e/ou diferenciagcdo celular, formacdo de novos vasos
sanguineos, e apoptose celular na fase final em células que desempenharam o seu
papel nas fases iniciais (DAUER et al., 2005).

Os eventos da cicatrizagdo iniciam-se imediatamente apés o dano, e sao
divididos em trés principais fases, sendo elas: inflamatdria, proliferativa e de
remodelamento. Estas etapas sdo essenciais para evitar uma contaminacio da ferida
por microrganismos, além do restabelecimento da integridade do tecido lesado
(SINGER; CLARK, 1999).

A fase inflamatéria ocorre assim que o tecido € lesionado, resultando em
inchaco, rubor, calor e dor, com duragao de aproximadamente 24 a 48 h apds a lesao
(MACKAY; MILLER, 2003). No inicio do processo cicatricial ocorre rapidamente um
extravasamento de sangue e a formacao de um coagulo de fibrina formado através
da ativagcao das plaquetas. O coagulo de fibrina passa a ser um suporte para a
sustentacao das células que irdo se infiltrar na ferida e é importante para restabelecer
a homeostase. Tanto o tecido lesado quanto o coagulo passam a estimular a liberagao
de fatores de crescimento e citocinas pré-inflamatoérias, como o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de transformacao de crescimento beta (TGF-

B). O TGF-B facilita o aparecimento de células polimorfonucleares (PMN) através dos



27

vasos sanguineos. Logo, o tecido lesado fica cheio de células inflamatérias como os
neutrofilos, macrofagos e linfécitos (PARK et al., 2011).

A segunda fase, proliferativa, compreende a angiogénese, formagao do tecido
de granulacao, inicio da deposi¢ao de colageno (tecido conjuntivo vascularizado), re-
epitelizagdo (recobrimento da ferida por um novo epitélio) e contragdo da ferida
(SINGER; CLARK, 1999; YOUNG; McNAUGHT, 2011). A hipoxia presente
inicialmente no processo de cicatrizagao € importante para facilitar a reepitelizagao e
estimular a liberagao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) juntamente
com outras citocinas, induzindo a neovascularizagéo do local (YOUNG; McNAUGHT,
2011). Estes estimulos locais levam a migragao e proliferagdo de células endoteliais
como os queratindcitos presentes nas bordas da ferida. A migragao celular ao centro
da ferida ocorre com o intuito de recobrir a matriz provisoria (SANTORO; GAUDINO,
2005) em funcdo do gradiente quimiotatico. A fase proliferativa ocorre de 2 a 10 dias
apos a lesdo (GURTNER et al., 2008).

Por volta do décimo dia a ferida encontra-se toda preenchida pelo tecido de
granulacao, neovascularizada e na presenga de fibras colagenas, iniciando-se a
ultima fase do processo cicatricial, o remodelamento. Nesta fase, o tecido continua a
ser enrijecido por mais fibras colagenas obtendo aparéncia de cicatriz (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005), podendo durar anos. O colageno € responsavel pela
resisténcia e integridade do tecido e dos novos vasos dependendo do tipo e
quantidade das fibras formadas (STADELMANN; DIGENIS; TOBIN, 1998).

As fases do processo de cicatrizacido devem ocorrer a partir de uma sequéncia
e tempo de duracdo. No entanto, o tempo destas fases pode ser aumentado quando
se tem uma cicatrizacdo de feridas deficiente ou uma falha. Estas falhas na
cicatrizagdo podem gerar feridas cronicas com atraso em uma das fases do processo
cicatricial. Muitos sao os fatores envolvidos em uma cicatrizagao prejudicada como a
idade, genética, tabagismo, alcool, estado nutricional, obesidade, infec¢ao do tecido,
medicamentos, hipdxia, excesso ou deficiéncia de citocinas inflamatérias e
imunossupressao (GUO; DIPIETRO, 2010; YOUNG; McNAUGHT, 2011).

3.6 HIDROGEIS

Os hidrogéis sao polimeros naturais ou sintéticos, que absorvem agua dilatando

seus reticulos poliméricos formados por ligagdes cruzadas entre um ou mais
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mondmeros ou pela associagao de ligagcdes como a interagao de hidrogénio e fortes
interagdes de Van der Waals entre as cadeias (SILVA; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007;
TOLEDO et al., 2015).

Sao formas farmacéuticas semissoélidas de um ou mais principios ativos que
contém um agente gelificante para fornecer viscosidade a um sistema no qual
particulas de dimensdes coloidais, tipicamente entre 1 nm e 1 ym, sao distribuidas
uniformemente (BRASIL, 2010).

A interacdo do hidrogel com uma ferida varia de acordo com o estado da
hidratagédo do tecido e do curativo, os hidrogéis podem adsorver ou doar agua para o
leito da ferida. S&o curativos permeaveis ao vapor de agua e oxigénio, mas nao a
agua na forma liquida. Sdo compostos por agente gelificante/espessante (polimero),
umectante (glicerina, propilenoglicol), conservante (metilparabeno, propilbparabeno,
imidiazolidinil uréia, etc) e alguns deles apresentam componentes aditivos
(MEDEIROS; OLIVEIRA; GRANJEIRO, 2009).

A busca de novas tecnologias e de métodos nao invasivos para a corregao das
alteracdes cutaneas relacionadas a feridas e curativos € tendéncia cada vez mais
expressiva (JONG-SEOK et al. 2018). A carboximetilcelulose (CMC) € um polimero
utilizado no tratamento de feridas na forma de hidrogel (RODRIGUES et al. 2013).
Tais preparacbes sao classificadas como curativos primarios, apresentando
exceléncia para hidratacdo e manutencdo de um ambiente umido na ferida. Os
hidrogéis possuem a propriedade de absorver, desencrostar e desbridar o tecido
necrotico e fibrético (SILVA; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007). CMC é um derivado
éter semissintético da celulose, soluvel em agua, em que atomos de hidrogénio dos
grupos hidroxila s&o substituidos por carboximetil; € um polimero biocompativel e
biodegradavel que forma hidrogéis e tem alta capacidade de captagcdo de agua
(RAKHSHAEI; NAMASI, 2017).

Diferentes principios ativos podem ser veiculados em hidrogéis para estimular
a cicatrizagao de feridas, bem como o préprio hidrogel por sua capacidade de protegéo
das terminagdes nervosas, diminuindo a sensacgao de dor nos paciente (RODRIGUES
et al., 2013). Mais recentemente, 3-glucanas tem sido estudadas como principio ativo
em formulagdes de hidrogéis. Medeiros et al. (2012) relataram que a aplicagao topica
de hidrogel a base de carboximetilcelulose contendo B-(1—3)-glucana proveniente de
Saccharomyces cerevisiae, estimulou a cicatrizagao de ulceras venosas em estudo

clinico.
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A aplicagao tépica de B-glucanas se mostra promissora devido as propriedades
pluripotentes das glucanas em estimular macréfagos e granulagdo tecidual, a
estimulacao e deposi¢cao de colageno e reepitelizagao, favorecendo a cicatrizagao
(MAJTAN; JESENAK, 2018). Diferentes formulagbes tem sido propostas, porém a

forma farmacéutica gel, tem sido a mais relatada na literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no laboratério de Biotecnologia e
Bioprocessos da UTFPR, Campus Pato Branco onde foi produzido o
exopolissacarideo (EPS) lasiodiplodana ((1—6)-B-p-glucana) em cultivos submersos,
e formulado um hidrogel contendo este EPS, como proposta de um produto
cicatrizante. O hidrogel foi caracterizado quanto a parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos, atividade antioxidante e potencial cicatrizante. A etapa de avaliagao
da indugao de cicatrizagao foi realizada no laboratério de histologia e embriologia da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) em parceria com o grupo de pesquisa da
professora Dra. Eneri Vieira de Souza Leite Mello. Como modelo biolégico na etapa
de avaliagao do processo de cicatrizagao foram empregados ratos Wistar machos. O
projeto foi protocolado na Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-UEM) sob n°
6010040418 (ID 001688) com responsabilidade da professora Dra. Eneri Vieira de
Souza Leite Mello e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de
Maringa. Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Histotécnica Animal
(Bloco H-79 UEM) e Palafito, Laboratério de Experimentagao de Toxicologia Animal
(Bloco T22 UEM).

4.1 MANUTENCAO DO MICRORGANISMO

No presente trabalho foi utilizado o fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI para
a producdo da lasiodiplodana. O fungo foi mantido em meio agar Sabouraud com
cloranfenicol sob refrigeragcdo a 4 °C, sendo feito repiques peridédicos do micélio

fungico para tubos de ensaio contendo meio agar Sabouraud novo.

4.2 PREPARO DO INOCULO PARA A PRODUGAO DE LASIODIPLODANA

Para o preparo do inéculo, inicialmente o micélio fungico foi transferido para
placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud com cloranfenicol. As placas
inoculadas com o micélio foram incubadas em estufa bacteriologica a 28 °C por 72

horas. O micélio crescido na superficie das placas foi transferido para frascos
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Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio minimo de Vogel (MMV) (VOGEL,
1954) e glicose (5 g/L) e cultivado por 48 horas a 28 °C sob agitagao (150 rpm). Esta
pré-cultura foi centrifugada para a recuperagao do micélio, o qual foi suspenso em
solucgao fisioldgica esterilizada e triturado em mixer para obteng¢do de uma suspensao
celular com absorvancia entre 0,4 e 0,5 em 400 nm (KAGIMURA et al., 2015b).

4.3 PRODUGAO DE LASIODIPLODANA EM CULTIVO SUBMERSO

Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 250 mL em
incubadora orbital (shaker) a 28 °C, 150 rpm por 72 horas. Como meio de cultivo foi
empregado meio minimo de Vogel (MMV) (VOGEL, 1954) e glicose (20 g/L) como
fonte de carbono. O pH do meio foi ajustado para 5,5, o volume de inéculo padronizado
foi de 10 mL e o volume de trabalho foi de 100 mL (KAGIMURA et al., 2015b).

Ao final do processo o caldo fermentado foi separado da biomassa por
centrifugacéo (1500 x g por 30 min.). Posteriormente, foi adicionado etanol absoluto
(3 volumes) ao caldo para precipitar o exopolissacarideo (EPS) overnight a 4 °C
(CUNHA et al., 2012). O precipitado foi entdo separado por filtracdo e na sequéncia
solubilizado em agua destilada sob agitagao e aquecimento (60 °C). A solugao obtida
foi submetida a intensa dialise contra agua destilada (5 dias) usando tubos de dialise
com diametros de poro de aproximadamente 12 Kda (212,000 Da, 1.3 in. width,
MWCO 11,331 Sigma-Aldrich).

A solucdo de lasiodiplodana obtida foi concentrada por processo de
congelamento a -18 °C (congelador) e descongelamento a 5 °C (geladeira) com
eliminagao de agua de sinérese, e na sequéncia esterilizada a 121°C por 20 minutos

em autoclave e entdo empregada na formulagcéo do hidrogel.

4.4 FORMULAGAO DO HIDROGEL CONTENDO A LASIODIPLODANA

Na formulag&o do hidrogel foi utilizado carboximetilcelulose (CMC) soédica como
agente espessante, considerando este ser um polimero hidrofilico, atoxico,
biocompativel e biodegradavel (XIAO; GAO, 2008). O hidrogel contendo
lasiodiplodana foi formulado conforme descrito por Ferreira (2010), contendo

carboximetilcelulose sddica 2% (m/m), metilparabeno 0,15% (m/m), glicerina 10%



32

(m/m), lasiodiplodana 0,5% (m/m) e agua destilada (q. s. p.). Como controle negativo,
foi formulado o mesmo hidrogel sem a lasiodiplodana (gel controle) (Figura 3).

Figura 3 - Aspecto visual da lasiodiplodana (A) e do gel contendo lasiodiplodana (B)

0. I [

Fonte: Autoria propria (2019).

4.5 CARACTERIZACAO DA FORMULAGAO DESENVOLVIDA

O hidrogel contendo a lasiodiplodana foi caracterizado quanto aos parametros
fisico-quimicos (pH, umidade, atividade de H20, densidade, espalhabilidade,
viscosidade e cor). Analises para verificacdo preliminar da estabilidade (teste de
centrifugacgao, estresse térmico e ciclos alternados de aquecimento e resfriamento)
(LIMA et al., 2008, BRASIL, 2004) e qualidade microbiologica (BRASIL, 2010) do
hidrogel também foram procedidas. Os mesmos testes foram viabilizados para o
hidrogel controle (sem a lasiodiplodana), realizados em ftriplicata.

4.5.1 Andlises Fisico-quimicas
4.5.1.1 Avaliagao do pH

A verificagdo do pH das amostras foi realizada pela medida direta em pHmetro.
Amostras foram preparadas pela diluicdo dos hidrogéis (10 g/100 mL) em &agua
destilada e um pHmetro, previamente calibrado com solugdes tampao pH 4,00 e pH
7,00, foi utilizado para as medidas. Os resultados foram analisados em triplicata,
segundo método numero 981.12 descrito pela AOAC (1997).
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4.5.1.2 Umidade e atividade de agua

A umidade foi determinada por gravimetria apds secagem da amostra (5g) em
estufa a 105 °C até massa constante (BRASIL, 2010). A analise de atividade de agua
(Aw) foi realizada em analisador de Aw LabMaster Standart (NOVASINA, USA). O
equipamento foi previamente calibrado e as amostras do hidrogel foram adicionadas
na camara de detecgao para a realizagao da leitura, seguindo protocolo do fabricante

do equipamento.
4.5.1.3 Densidade relativa

A densidade foi determinada através do método numero 4.4 descrito pela
AOAC (1984) em temperatura pré-estabelecida (20 °C), utilizando-se picnémetros de

aco inoxidavel 25 mL de capacidade (Figura 4), previamente calibrados com agua

destilada na mesma temperatura.

Figura 4 - Picnbmetro de aco inoxidavel

Fonte: Autoria propria (2019).

4.5.1.4 Espalhabilidade

Para a avaliacao da espalhabilidade do hidrogel foi utilizado o método de placas

paralelas (Figura 5).
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Figura 5 - Dispositivo para determinagéo da espalhabilidade

Fonte: Autoria propria (2019).

Uma placa-molde circular de vidro com orificio central de 1,2 cm de diametro
foi colocada sobre uma placa suporte de vidro, a qual estava posicionada sobre papel
milimetrado. A amostra foi introduzida no orificio da placa molde e nivelada com auxilio
de espatula. A placa movel foi retirada, e sobre a amostra foi colocada uma placa de
vidro de massa conhecida. Apds, um minuto de pressao foi realizada a leitura dos
didmetros abrangidos pela amostra em posigdes opostas, com auxilio do papel
milimetrado (posicionado abaixo da placa suporte) e de um paquimetro (precisao 0,05
mm), € entao calculado o diametro médio (Equacéo 1). Este procedimento foi repetido
acrescentando-se as placas de vidro com os pesos pré-determinados em intervalos

de um minuto de uma placa para outra (KNORST, 1991).

. d*>m
Ei = " (Equagao 1)

Onde:
Ei: espalhabilidade da amostra para um determinado peso em milimetros quadrados

(mm?); d: didametro médio em milimetro (mm).

4.5.1.5 Viscosidade

A Viscosidade aparente das amostras foi determinada utilizando um Analisador
Rapido de Viscosidade (Rapid Viscosity Analyser, RVA, Newport Scientific
Pty. Ltd., Warriewood, Australia), seguindo protocolo n° 162 da IACST (1995).
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Amostra (5g) em temperatura ambiente (25 °C +2 °C) foi cisalhada a 960rpm durante
10s.

4.5.1.6 Analise de cor

As caracteristicas de cor das amostras foram analisadas através das
coordenadas cromaticas L*, a*, b* do espaco CIELAB e das coordenadas cilindricas
h° (&ngulo Hue: angulo de tonalidade) e C* (croma). As analises foram realizadas em
colorimetro digital CR-410 (Konica Minolta, Japan). No espaco de cor CIE- L*a*b*, a
coordenada L* (luminosidade) varia de 0 (preto) a 100 (branco) (grau de brancura, 0
< L* <100, brilho), as coordenadas de cromaticidade a* e b*, variam de -a* (verde) a
+a* (vermelho), e de -b* (azul) a +b* (amarelo).

O angulo de tonalidade h que inicia no eixo +a* e é expresso em graus: 0°
corresponde ao +a* (vermelho), 90° corresponde ao +b* (amarelo), 180° corresponde
ao —a* (verde), e 270° corresponde ao —b* (azul) (Almeida et al., 1995). O valor de
croma C* é 0 no centro e aumenta conforme a distancia deste.

A equacéo 2 foi empregada para determinar a variagao de cor entre a amostra

de hidrogel contendo lasiodiplodana e o hidrogel controle.

AE = (AL + Aa*? + Ab*?)'/? (Equacéo 2)

Sendo, AE a diferencga total de cor entre as amostras; AL* a diferenga de luminosidade,
Aa* a diferenga em vermelho e verde (+ = mais vermelho, - = mais verde) e Ab* =

diferengca em amarelo e azul (+ = mais amarelo, - = mais azul).

Foram analisadas amostras dos hidrogeis (com e sem ladiodiplodana) logo
apos sua formulacao e embalagem e apds submissao a ciclos de congelamento (24 h)
e descongelamento (24 h).

4.5.2 Testes Preliminares de Estabilidade

O estudo de estabilidade permite avaliar a qualidade geral das formulagcdes
desenvolvidas. De acordo com a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

(2004) estabilidade preliminar é um estudo de triagem para orientar na escolha da
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formulacdo, onde sao empregadas condigdes extremas de temperatura com objetivo
de acelerar possiveis reacoes. As formulagdes desenvolvidas foram submetidas aos
testes preliminares de estabilidade: teste de centrifugacao, estresse térmico e ciclos
alternados de resfriamento e aquecimento (gelo-degelo), com avaliagdo do pH,
viscosidade e cor (LIMA et al., 2008).

4.5.2.1 Teste de centrifugacao

Uma quantidade de 10g da formulagao foi centrifugada a 20 °C em tubos falcon
graduado. Foram empregados ciclos de 1000, 2500 e 3500 rpm (70, 440 e 863g
respectivamente) durante 15 minutos em cada ciclo (LIMA et al., 2008). Apds os ciclos
de centrifugacéo foi avaliada a possibilidade de precipitacdo, separagao de fases,
formacao de caking e coalescéncia da formulacdo. O produto deve permanecer
estavel e qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de reformulacido. Se

aprovado nesse teste, pode ser submetido aos testes de estabilidade (BRASIL, 2004).

4.5.2.2 Teste do estresse térmico

Foram pesados aproximadamente 5 g de amostra em tubos de ensaio, os quais
foram submetidos ao estresse térmico em banho-maria termostatizado, em
temperaturas entre 40 e 80 °C. O aquecimento foi progressivo com elevagao de 10 °C
a cada 30 minutos. No final do ensaio a amostra permaneceu a temperatura ambiente
(25 + 2 °C) até equilibrio térmico e foi avaliada macroscopicamente a estabilidade
(BABY et al., 2008).

4.5.2.3 Ciclos alternados de aquecimento e resfriamento

Apo6s a condugao dos ensaios de centrifugagao e estresse térmico, as amostras
foram submetidas a ciclos alternados (total de 6 ciclos) de resfriamento e
aquecimento.

Cada ciclo correspondeu a manutencdo da amostra durante 24 horas em
temperaturas de 45 + 2 °C em estufa bacterioldgica e 24 horas a—-5 + 2 °C em freezer
(BRASIL, 2004).
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4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante da formulagao foi avaliada através da determinacgao de
atividade de captura do radical DPPH, atividade de sequestro do radical hidroxila

(OHe) e poder antioxidante redutor férrico (FRAP).

4.6.1 Captura do Radical DPPH

O potencial de captura do radical DPPH foi analisado seguindo metodologia
descrita por LOCATELLI et al., (2009), com adaptacdes. Em tubo de ensaio foram
misturados 500 pL da amostra (Aamostra) Nas concentragdes de 0,10, 0,18 ou 0,26
mgmL-!, 3 mL de etanol P.A e 300 uL de solugdo etanodlica de DPPH (0,5 mmol L).
As leituras espectrofotométricas foram obtidas em 517 nm apds 80 minutos de reacao.
O aparelho foi zerado com solugdo etanolica 80% e como controle (Acontrole) fOi
utilizado a mesma mistura reacional apenas sendo substituido o volume da amostra
por igual volume de solugao etandlica 80%. A porcentagem de atividade de captura

do radical hidroxila foi estimada segundo equacgéao 3.

(Aamostra x 100)
Acontrole

%AA = 100 — (Equagao 3)

4.6.2 Atividade de Sequestro do Radical (OHe¢)

A atividade de sequestro do radical hidroxila (HO-) foi analisada seguindo
procedimento de Liu et al. (2010) com modificagbes. Os radicais hidroxila foram
gerados a partir de FeSO4 e H202 e detectados pela capacidade de hidroxilar o
salicilato. A mistura reacional (2 mL) continha 0,5 mL de FeSO4 (1,5 mmol.L"), 0,35
mL de H202 (6 mmol.L-"), 0,15 mL de salicilato de sodio (20 mmol.L-') e 1 mL das
diferentes concentragdes de massa seca do hidrogel contendo a lasiodiplodana. Acido
ascorbico foi utilizado como controle positivo. Apds incubacao por 1 hora a 37 °C, a
absorbancia do complexo salicilato-hidroxilado foi medido em espectrofotdmetro a 562

nm. A porcentagem de remocéao sera calculada de acordo com a equagao 4.

(41— 47)

% de Remogdo de HO o= [1 -
0

]x 100% (Equacéao 4)
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Onde, A1 representa a absorbancia da amostra ou do acido ascorbico. Ao a

absorbancia do controle e A2 a absorbancia do branco sem salicilato de sédio.

4.6.3 Poder Antioxidante Redutor Férrico (FRAP)

O poder redutor da amostra foi avaliado pela capacidade de redugdo do
complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina férrico ([Fe(lll)-(TPTZ)2]**, seguindo metodologia
descrita por Wang et al. (2013). Este ensaio baseia-se na redugdo do complexo
([Fe(ll)-(TPTZ)2]3* para o complexo ferroso de cor azul intensa ([Fe(ll)-(TPTZ)2]?* em
meio acido, por agdo de compostos antioxidantes. O reagente FRAP sera preparado
pela mistura de 25 mL de tampé&o acetato (0,3M); 2,5 mL de solugdo TPTZ (10 mM) e
2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico (20 mM).

O reagente foi preparado e utilizado imediatamente. Para a analise, 90 uL da
amostra (nas concentragdes de 50 ug/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000
pg/mL, 2000 pg/mL, 5000 pg/mL, 10000 pg/mL e 15000 pg/mL, em massa de hidrogel
correspondente) foram adicionados em tubo de ensaio, juntamente com 270 pL de
agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. Os tubos foram agitados e incubados a
37°C por 30 minutos. As leituras foram realizadas a 595 nm, utilizando-se o reagente
FRAP como branco. Como curva de calibragao foi utilizado sulfato ferroso nas
concentragbes 100 uM, 500 uM, 1000 pM, 1500 uM e 2000 uM, e os resultados
expressos em UM de FeS0O4.7H20.

4.7 AVALIACAO DE PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Os ensaios para a avaliagao da qualidade microbiolégica do hidrogel seguiram
protocolos analiticos descritos na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). Foram
procedidos ensaios de contagem total de bactérias mesofilas, pesquisa de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, Coliformes a 35 e a 45 °C e
contagem total de bolores e leveduras. Em ensaios microbiolégicos com produtos nao
estéreis, devem ser utilizadas técnicas assépticas na amostragem e na execugao do
ensaio.

Considerando a necessidade de adequagdao aos métodos farmacopeicos,
produtos ndo estéreis devem ter seu sistema conservante inativado quanto a atividade

microbiana, previamente ao ensaio microbiologico. Como reativo inativador foi
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empregado polissorbato 80 (3%) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2008).

4.8 ANIMAIS

O ensaio biolégico para avaliagcdo da atividade cicatrizante empregando
modelo animal seguiu as normas e diretrizes de ética quanto ao uso de animais
experimentais, preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA) e em consonancia com a Lei 11.794/2008, submetido para a
apreciagdo pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual de Maringa. O projeto foi aprovado pelo Certificado n°® 6010040418 (Anexo
1).

Foram utilizados 24 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus),
machos, adultos (50-60 dias) pesando 200-250 g, provenientes do Biotério Central da
UEM. Os animais permaneceram em gaiolas individuais no Biotério do Laboratério de
Experimentacdo Animal — LEA do Bloco T22 (Departamento de Farmacia —
Universidade Estadual de Maringa, Maringa, Parana, Brasil), em condigoes
padronizadas (temperatura de 2211 °C e umidade relativa de 50£10%), ciclo dia-noite
de 12 h e ragao e agua ad libitum.

Foram divididos em 4 grupos (n=6) de acordo com o periodo de tratamento:
4,7,10 e 14 dias.

4.8.1 Confecgao e Tratamento das Feridas Cutaneas

Para a confecgao de feridas excisionais, os animais foram anestesiados com
Tiopental (40 mg/kg) associado com Lidocaina 10 mg/mL (7 mg/kg), via
intraperitoneal. Apos epilagdo manual e assepsia do local, um molde foi utilizado para
marcar a area de confeccao das feridas (1 cm?). Com auxilio de tesoura, foram feitas
duas feridas com remocao de fragmento de pele (epiderme e derme) do dorso dos

animais (Figura 6).



40

Figura 6 - Procedimento realizado para a confecg¢ao das feridas nos ratos, epilagdo (A), marcagéo da
ferida (B), retirada de pele, formacéao da ferida (C), decalque das feridas (D

Fonte: Autoria propria (2018).

A ferida esquerda recebeu tratamento com gel contendo lasiodiplodana e a
ferida direita recebeu o gel controle. A aplicacdo dos hidrogéis foi realizada
diariamente. O tratamento foi iniciado a partir do dia posterior a confec¢ao das feridas
(BUENO et al., 2016).

Apos 4, 7, 10 e 14 dias, os animais foram eutanasiados com sobredose de
Tiopental (120 mg/kg, via intraperitoneal) associado com lidocaina 10 mg/mL (7
mg/kg). As feridas cutédneas foram avaliadas quanto ao seu aspecto macroscoépico e

analise histolégica (com margem de pele sadia em torno da ferida).

4.9 MEDIDA DA AREA DAS FERIDAS

A medida das feridas foi obtida apds sua confeccao e ao final de cada periodo
de tratamento por decalque em folha plastica transparente. Esses registros foram
digitalizados juntamente com escala milimétrica e ampliados. A area das feridas foi
calculada utilizando o programa Image Pro-Plus® (v. 4.5). Os resultados foram
expressos em cm?. O grau de contragédo das feridas foi expresso em percentual,

determinado a partir da equacéao 5:

(wo-wi)

% de contragao = 100. o

(Equacéo 5)

Onde: Wo = area inicial da ferida e Wi = area da ferida no dia da coleta (4, 7, 10 e 14
dias) (OLIVEIRA et al., 2010).

4.10 ANALISE HISTOLOGICA
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Os animais receberam por via endovenosa 0,5 mg/kg de Sulfato de Vincristina
(Oncovin Lilly®), duas horas antes da eutanasia, para bloquear a proliferagéo celular
(BESSON et al., 2017).

Fragmentos de pele contendo as feridas foram removidos e fixados em solugao
de Bouin (acido picrico:acido férmico:acido acético; 75:25:5; v/v) por 24 h. Foram
incluidos em parafina e cortados em micrétomo (Leica — Biosystems® RM 2245,
Nussloch, Alemanha), com 6 ym de espessura, em cortes semisseriados a partir do
centro da ferida. Os cortes foram dispostos em duas laminas, com cinco cortes cada
e foram analisados trés cortes de cada lamina (BUENO et al., 2016). Uma I&mina foi
corada pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) para analise da reepitelizagcéo e
numero de metafases bloqueadas presentes na camada basal e supra-basal da
epiderme neoformada e a outra lamina foi corada pela técnica de Picrossirius para a
quantificagdo da area ocupada pelas fibras colagenas tipo | e .

As imagens foram capturadas em microscopio optico Nikon® Eclipse 80i
(Nikon, Téquio, Japao) acoplado a uma camera Nikon DS-FI1C cooled digital® (Nikon,
Toquio, Japao), com imagens transmitidas através do sistema D-DA simple analyzer,
ao monitor colorido LCD G205HV®, congeladas e digitalizadas por meio de
computador Intel Pentium Processor® E 5700 LGA775. A analise das imagens foi

realizada no programa Image Pro-plus® versao 4.5.

4.10.1 Analise da Reepitelizacao

Nas imagens referentes aos animais que ainda nao completaram a
reepitelizacdo, o comprimento das duas margens (linguas de reepitelizagdo) da
epiderme neoformada foram medidas e os valores obtidos foram somados. Nas
imagens referentes as feridas que ja se encontravam reepitelizadas, foi realizada a
medida da espessura em trés pontos distintos no centro do epitélio neoformado. As
analises foram realizadas utilizando aumento de 10X (PINTO et al., 2015; BUENO et
al., 2016).

4.10.2 Numero de Metafases Bloqueadas na Epiderme Neoformada

A proliferacao de queratindcitos foi determinada pela contagem de células
epiteliais bloqueadas na metafase na camada basal e supra basal da lingua de
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reepitelizagcdo. Para padronizacdo das medidas, foi considerado nos cortes um
comprimento total da lingua de reepitelizagdo de 10000 pm. O resultado foi expresso
em numero de metafases/mm. O aumento utilizado para a contagem das metafases
foi de 40X (PINTO et al., 2015; BUENO et al., 2016).

4.10.3 Analise das Fibras Colagenas

As imagens foram capturadas em microscopio Optico, utilizando fonte de luz
polarizada C-SP simple polarizer. O microscopio equipado com polarizador permite
birrefringéncia das fibras colagenas, de modo que o fundo das laminas permanece
com coloragédo preta e as fibras colagenas sdo coradas de vermelho/amarelo e verde.
Em cada corte histologico, foram considerados trés campos da ferida: um campo
central e dois laterais, proximos as margens da ferida. Foi utilizada a objetiva de 20X
para a captura das imagens.

A quantificagdo da area ocupada pelas fibras foi realizada por meio do
programa Image Pro-Plus® (v. 4.5). A calibragéo do sistema foi baseada na densidade
Optica dos pontos de resolucao (pixels) que formam as imagens, selecionando-se o
valor limite de melhor resolucao.

Para definir os pixels a serem contados pelo programa foram selecionados tons
de vermelho, amarelo e verde. As fibras verdes foram consideradas como tipo Il
(imaturas) e as vermelhas/amarelas como tipo | (maduras). A porcentagem de area
ocupada pelo colageno tipo | e tipo Il é calculada considerando a area total de cada
campo (PINTO et al., 2015; BUENO et al., 2016).

Com base nessas porcentagens de colageno, foi determinado o indice da
maturacdo do colageno (ImaC), definido como a razao entre a porcentagem da area
ocupada pelo colageno tipo | sobre o tipo Ill. Valores maiores do que 1 indicam a
predominéancia de colageno tipo | e valores menores que 1 indicam a predominancia
do colageno tipo lll (CORREA-NETO et al., 2009).

4.11 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados das analises macroscopicas (area das feridas e percentual de

contragao) e histolégicas do tratamento com gel-LAS e gel-base foram submetidos a

analise estatistica pelo teste t de Student, utilizando o programa GraphPad Prism® 7
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(Copyright GraphPad Software, Inc.). Os resultados foram apresentados como média
+ desvio padrao e as variaveis foram testadas quanto a sua normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. As diferengas significativas foram determinadas pelo teste t
pareado para resultados paramétricos e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para os
resultados n&o paramétricos, sendo considerado um nivel de significancia de 5%
(p<0,05) (BESSON, 2017; BUENO et al., 2016).

Foi utilizado analise de variancia unilateral (one-way ANOVA) para comparagao
das médias nas analises fisico quimicas. As diferengas significativas foram
determinadas pelo teste de Tukey para os dados homogéneos e o teste de Kruskal-
Wallis para dados heterogéneos, e foi considerado p<0,05 como critério de

significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA DOS HIDROGEIS

Pesquisas sobre o processo de reparacgao tissular sdo dinamicas, assim como
o desenvolvimento de recursos para favorecé-lo. Um produto eficaz para auxiliar na
cicatrizacao de feridas deve oferecer conforto, boa relagdo custo/beneficio e manter o
leito da ferida com umidade ideal. Muito usado na cicatrizagao de feridas, o hidrogel é
um gel formado por uma rede tridimensional de polimeros em meio aquoso, podendo
se apresentar na forma de gel transparente, amorfo ou filme. A forma em gel pode ser
utilizada no tratamento de diversas patologias e em varias fases da cicatrizacao
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003b; ALLEN JUNIOR; POPOQOVICH,;
ANSEL, 2013).

A formulagdo desenvolvida no presente trabalho foi avaliada quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas, bem como submetida a testes de
estabilidade preliminar e avaliacado de eficacia na indugao da cicatrizagao.

O estudo da estabilidade de novos produtos fornece informagdes que indicam
a estabilidade do mesmo nas diferentes condi¢des a que possa estar sujeito, desde
sua fabricacao até o término de sua validade. Essa estabilidade é relativa, pois varia
com o tempo e em funcdo de fatores que aceleram ou retardam alteracbes nos
parametros do produto (BRASIL, 2004).

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados da caracterizagao fisico-quimica do
hidrogel contendo lasiodiplodana, bem como s resultados do potencial antioxidante do

produto logo apés sua formulacao (TO0).

Tabela 1 - Caracterizagao fisico-quimica e potencial antioxidante do hidrogel contendo lasiodiplodana

(CONTINUA)
Parametros Fisico-Quimicos
Parametros Resultados Parametros Resultados
Aspecto gel translucido Teste centrifuga Estavel
Odor Inodoro
pH 6,37 Parametros L*: 46,07 +1,38
Densidade relativa 1,03 g/lcm™ 0,03  colorimeétricos a*: -2,58 0,08
Atividade de agua 0,93a25°C b*: -0,76 £0,06
Residuo mineral 4,07 g/100g = 0,04 h°: 177,94 1,47
Viscosidade Aparente  1828,7 mPa.s + C*: 2,24 0,17
269,8

k# 61,3+2.2
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(CONCLUSAO)
Atividade Antioxidante /n vitro
Concentragao do Remogao do radical DPPH FRAP
hidrogel OH (%) (%) (mMol/L Sulfato ferroso
equivalente / mL)
7% 60,7 12,9 1,44

Fonte: Autoria prépria (2019).
*Viscosidade aparente; #Indice de consisténcia; nd: ndo detectado.

O hidrogel contendo a lasiodiplodana como principio ativo apresentou aspecto
de um gel translucido, incolor e inodoro, com presenga de algumas microbolhas
perceptiveis visualmente. Embora visualmente ndo seja percebida coloragdo na
amostra de hidrogel, a analise instrumental de cor demonstra que a amostra apresenta
uma luminosidade (L*) de 46,06 +1,38 e valores de coordenadas a* e b* de -2,58 +0,08
e -0,76 +0,06, respectivamente. Tais resultados indicam tendéncia a uma coloracao
mais acinzentada do que o branco em relacao a L*, e tendéncia ao verde e azul, em
relacdo as coordenadas a* e b* (valores negativos). Cabe destacar, que a amostra
apresenta tom muito suave de verde-azulado (baixos valores) e baixa saturagao (C*
2,24).

O produto apresentou pH levemente acido (pH: 6,37), densidade relativa de
1,03 g/cm3 + 0,03 e elevada atividade de agua (0,93) e contetido mineral (4,07%
g/100g + 0,04). O elevado conteudo, mineral verificado pela analise de cinzas,
possivelmente se deve a presenca de sédio na molécula de carboximetilcelulose de
soédio (CMC sdodica) empregada com agente espessante na formulagao. Além disso,
um pequeno conteudo de minerais poderia ser oriundo da prépria lasiodiplodana
(Kagimura et al.,2015b) que pode encerrar em sua composi¢gao pequena conteudo
mineral.

Elevada viscosidade (1828,7 mPa.s = 269,8) e indice de consisténcia (K: 61,3
t 2,2) também foi verificada no produto. A alta viscosidade pode ser justificada pela
presenca da carboximeticelulose (agente espessante), bem como da propria
lasiodiplodana. De fato, a lasiodiplodana contribuiu para aumento da viscosidade do
produto, uma vez que a amostra de hidrogel controle (sem lasiodiplodana) apresentou
uma viscosidade 17,60% inferior (1506,3 mPa.s + 155,1) e um indice de consisténcia
de 54,2 + 2,08.

O hidrogel demonstrou boa estabilidade frente ao teste de centrifugacao, néo
sendo verificada precipitagdo de componentes, coalescéncia do sistema ou separagao

de fases, o que sugere que o produto tem boa estabilidade, e assim a amostra foi
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submetida ao teste de estabilidade acelerado por condigdes de estresse térmico (item
4.5.2).

A industria farmacéutica e cosmética baseada em evidéncias cientificas vem
demonstrando interesse em pesquisas voltadas ao desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos com potencial antioxidante. Estudos indicam que as B-glucanas além
da habilidade imunomoduladora possui atividade antioxidante, o que pode representar
uma ferramenta terapéutica na prevengao do estresse oxidativo celular (WANG et al.,
2013; GIESE et al., 2015; CHEN et al., 2017).

A cicatrizacao de feridas pode ser acelerada quando ha presenca de
substancias antioxidantes no local, o que relaciona-se a menor formacao de radicais
livres e menor dano tecidual em situacdo de hipoxia, favorecendo positivamente o
processo cicatricial (GUPTA et al., 2019).

A atividade antioxidante da formulagao foi avaliada através da determinacao da
capacidade de captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), atividade de
sequestro do radical hidroxila (OH+) e poder antioxidante redutor férrico (FRAP). O
hidrogel contendo a B-glucana apresentou potencial de captura dos radicais OHe
(60,7%), DDPH (12,9%) e poder redutor do ion férrico (1,44 mmol/L sulfato ferroso
equivalente/mL). Maior potencial antioxidante foi verificado em relagdo a capacidade
de eliminagdo do radical OH+ (60,7%), 0 que € bastante interessante, visto que o
radical hidroxila exibe uma elevada reatividade e pode promover danos severos as

fungdes bioldgicas da célula (THEIS et al., 2019).

5.1.1 Avaliagdo da Espalhabilidade do Hidrogel

O teste de espalhabilidade é um teste que se baseia na resisténcia ao
movimento forcado. Os resultados correspondem a relacdo entre a area de
espalhamento com a forca aplicada sobre o produto e o esforco limite, relacdo que
corresponde ao fator de espalhabilidade (KNORST, 1991). A espalhabilidade de um
produto de uso tépico é importante parametro de analise e esta relacionada com a
aplicacao da formulacao no local de acao, aderéncia (BORGHETTI, KNORST 2006),
eficacia terapéutica, propagacéo e uniformidade na aplicagdo (DANTAS, 2016).
Segundo Dantas (2016) a espalhabilidade é considerada um importante fator na

adesao do paciente ao tratamento.
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Os valores de espalhabilidade verificados nas amostras de hidrogéis (com e
sem [-glucana) em fungao peso empregado no ensaio estdo mostrados na Figura 7.
Ambas as amostras apresentaram uma boa espalhabilidade. A espalhabilidade da
amostra controle (sem B-glucana) variou de 698,7 mm? (peso de 110 g) a 2468,5 mm?
(peso 610 g). A amostra contendo lasiodiplodana apresentou espalhabilidade variando
de 487,4 mm?, quando aplicado peso de 110 g a 1500,24 mm?, quando avaliado o
peso de 610 g. A adi¢ao da lasidiplodana na formulagao contribui para uma redugao
da espalhabilidade, possivelmente em funcdo do aumento da viscosidade
proporcionado pela B-glucana. Entretanto, ainda assim percebe-se uma boa

espalhabilidade do produto.

Figura 7 - Espalhabilidade das formulagdes de hidrogéis controle (-=-) e contendo lasiodiplodana (-
m)- Resultados expressos como média + DP de triplicatas
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5.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE PRELIMINAR DOS HIDROGEIS

5.2.1 Teste de Centrifugacao e Estresse Térmico

A avaliacao da estabilidade preliminar é considerada um procedimento preditivo
onde o produto é submetido a condicbes que visam acelerar possiveis alteragdes e
contribui na orientagdo e desenvolvimento das formulag¢des, fornecendo subsidios

para o melhoramento das mesmas (ISAAC et al.,2008).



48

Ambas as formulagdes nido apresentaram separacao de fases no teste de
centrifugacédo, demonstrando estabilidade e portando sendo submetidas ao ensaio de
estabilidade acelerado pelo estresse térmico.

O teste de estresse térmico indicado no Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004) emprega
condigbes extremas de temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reagoes
entre os componentes da formulagao, mas nao prediz a vida util do produto. Este teste
apenas auxilia na escolha das formulagoes.

As amostras foram submetidas a aquecimento progressivo com elevagao de 10
°C a cada 30minutos e sendo mantidas por 30 minutos em temperaturas de 40, 50,
60, 70 e 80 °C. Os hidrogéis, com e sem lasiodiplodana, demonstraram estabilidade
em todas as condicbes de estresse térmico, ndo sendo observadas
macroscopicamente altera¢des de cor, odor, separacéo de fases, homogeneidade ou
formacao de precipitados. Considerando que as amostras demonstraram estabilidade
ao teste de estresse térmico, as mesmas foram submetidas a continuidade dos
ensaios de estabilidade preliminar, sendo entdao submetidas a ciclos alternados de

aquecimento (45 °C) e resfriamento (-5 °C) com avaliagéo de pH, viscosidade e cor.

5.2.2 Avaliacao de pH, Viscosidade Aparente e Cor

Conforme pode ser verificado na Figura 8, ndo houve variagao nos valores de
pH entre as amostras de hidrogel com e sem lasiodiplodana ao longo dos seis (6)
ciclos de aquecimento e resfriamento nos quais as amostras foram submetidas.
Interessante destacar que valores de pH entre 5,5 e 6,5 sdo compativeis com o pH
cutaneo nao contribuindo para possivel irritagdo dérmica (ISAAC et al., 2008), além

da manutencdo do pH ser um indicativo de estabilidade da formulacgao.
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Figura 8 - pH das formulagdes de hidrogel controle (-=-) e contendo lasiodiplodana (-m-) durante o
periodo de teste preliminar de estabilidade
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O acompanhamento da viscosidade aparente ao longo dos ciclos de
aquecimento e resfriamento estd demonstrado na Figura 9. Conforme pode ser
verificado, a amostra de hidrogel contendo a lasiodiplodana ndo apresentou variagoes
estatisticamente significativa (p<0,05) ao longo dos ciclos de aquecimento e
resfriamento, o que indica boa estabilidade da amostra quanto ao parametro
viscosidade. Por outro lado, na amostra controle (sem lasiodiplodana) houve
expressiva reducao no valor da viscosidade aparente ao final do segundo ciclo (T96)
em relacao a TO (auséncia de aquecimento/resfriamento), bem como entre os valores
de viscosidade aparente medida ao longo dos ciclos de aquecimento/resfriamento.
Tais resultados sugerem que a presencga da lasiodiplodana no hidrogel pode conferir
certa estabilidade reolégica na formulagao. De fato, a lasiodiplodana tem a capacidade
de espessar solugbes aquosas (CUNHA et al. 2012) e possivelmente pode ter
interagido com a carboximetilcelulose auxiliando sua estabilidade frente a condi¢coes

de estresse térmico.
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Figura 9 - Viscosidade aparente das amostras de hidrogel (-=-) controle e (-m-) contendo
lasiodiplodana. Resultados expressos como média + DP de triplicatas
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*Diferencas estatistica (p<0,05) entre as amostras controle e teste.

Os resultados das analises dos parametros de cor das amostras de hidrogéis
estdo descritos na Figura 10 e Tabela 2. Logo apds o preparo dos hidrogéis (controle
e teste: sem e com glucana a percepc¢ao visual das amostras era de géis translucidos,
quase incolores. A caracterizagcdo instrumental da cor mostrou que ambas as
amostras nao diferiram estatisticamente (p<0,05) em relagcédo a todos os parametros
de cor avaliados: L* (controle: 43,6 e teste: 46,07), coordenadas cromaticas a*
(controle: -2,90 e teste -2,58) e b* (controle: -0,63 e teste: -0,76) e coordenadas
cilindricas h°® (angulo hue, controle: 176,20 e teste: 177,94) e C* (croma, controle: 2,97
e teste: 2,24), logo apds o preparo dos hidrogéis (Tempo 0 h).

A luminosidade corresponde ao grau (intensidade) de claro ou escuro e € um
atributo da percepcao visual onde uma area ou amostra parece emitir mais ou menos
luz. Os valores de L* observados nos hidrogéis logo apos preparo, indicam tendéncia
a uma coloragao mais acinzentada do que ao branco, e os valores das coordenadas
a* e b* indicam no diagrama direcionamento ao verde e ao azul (valores negativos).
Ao longo dos ciclos de aquecimento e resfriamento das amostras pode ser verificada
(Figura 10 e Tabela 2) pequenas variagdes no parametro luminosidade (L*), mas nao
havendo diferenga significativa (p<0,05) entre a luminosidade da amostra controle
(sem a glucana) verificada inicialmente (L*: 43,6) e apds 6 (seis) ciclos de
congelamento e descongelamento (L*: 45,70 em 288 h). No entanto, no hidrogel
contendo lasiodiplodana houve pequena reducado na luminosidade da amostra apos
os ciclos de aquecimento e resfriamento (L*: 46,07) em relagéo a leitura inicial (L*:

43,25), o que sugere que a presenga da glucana no hidrogel contribui para obtencao
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(tendéncia) de uma coloragao um pouco mais escura apos submissao a condigdes de
estresse por aquecimento e resfriamento.

A presencga da 3-glucana no hidrogel também contribuiu para uma redug¢ao no
valor da coordenada a* (variando de -2,58 a -2,79 entre os ciclos TO e 288 h,
respectivamente), contrariamente ao observado na amostra controle (variando de -
2,90 a -2,60 entre os ciclos TO e 288 h, respectivamente), ou seja, os ciclos de
congelamento e descongelamento tendem a diminuir a intensidade da pigmentacgao
verde no hidrogel controle, e intensificar esta na amostra que contém o principio ativo
(lasiodiplodana). Em relacao a coordenada cromatica b*, o]
congelamento/descongelamento das amostras intensificou o pigmento azul em ambas
as amostras (controle variando de -0,63 a -2,22 e teste de -0,76 a -1,17 nos ciclos de
0 e 288 h, respectivamente).

Similarmente, foi verificado aumento no angulo Hue (h°), o qual indica a
tonalidade, ou seja, o atributo da percepgao visual onde uma cor de fato é percebida.
As amostras apresentam tons muito suaves de verde-azulados e foi observado que
sao pouco saturadas. Baixos valores de croma (C*), com muita influéncia do cinza que
se reduz discretamente (se apresentam com pequeno aumento na pureza da cor) em
ambas as amostras apos seis ciclos de congelamento/descongelamento foram
observados.

Em relacao a diferenca total de cor entre as amostras, maiores diferencas sao
verificadas entre os hidrogéis ndo submetidos ao estresse por aquecimento e
resfriamento (TO, AE = 2,49) e entre os hidrogéis submetidos a cinco (5) e seis (6)
ciclos (AE = 1,79 e 2,70, respectivamente). Mitterer-Daltoé et al. (2012), citam o
trabalho de Stokes e colaboradores (1992) que pediram a 44 observadores para
comparar conjuntos de imagens em cores modificadas aos seus originais, e
calcularam um limiar médio (AE) para a deteccao de diferengas de cor como sendo
2,15, ou seja, os autores concluiram que diferengas menores que estes valores sédo
imperceptiveis ao olho humano. Como os resultados encontrados no presente
trabalho encontram-se abaixo e em alguns ciclos pouco superiores, podem ser

considerados imperceptiveis ou com diferengas pouco perceptiveis.
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Figura 10 - Coordenadas de cor das amostras de hidrogel (-=-) controle e (-m-) contendo
lasiodiplodana. Resultados expressos como média + DP de triplicatas
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*Diferencgas estatistica (p<0,05) entre as amostras controle e teste.

Os resultados da analise dos parametros de cor sugerem que o aquecimento e
resfriamento interferiu de forma toleravel nos parametros de cor de ambas as

amostras, e que a presenca da B-glucana contribui para a reducao da luminosidade e
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alteracdo da coloragdo. Entretanto, parece ndao haver uma correlacao linear entre
diferencgas de cor entre as amostras e os ciclos de aquecimento/resfriamento.

Nao existem dados na literatura relativo a andlise de parametros de cor em
glucanas. Os dados inéditos apresentados nesse trabalho poderdo servir de

referéncia para futuros trabalhos.



Tabela 2 - Pardmetros de cor do hidrogel contendo lasiodiplodana e amostra controle (hidrogel sem lasiodiplodana)

Cor
Ciclo* _ _ o
(horas) Hidrogel controle Hidrogel com lasiodiplodana e
L* a* b* h C L* a* b* h C

0 43,6° -2,9b -0,63¢ 176,20¢ 2,97¢ 46,07bc -2,584 -0,76¢ 177,949 2,24¢ 249
+2,52* +0,14* +0,12% +2,78% +0,10® +1,38* +0,08* + 0,06% + 1,47 +0,17® ’

48 48,2ab -2,9b -0,63¢ 192,04° 3.07° 48,042 -2,930 -0,71¢ 191,04¢ 2,944 016
+0,35% +0,02% +0,16% + 3,09« +0.05% + 0,40* +0,11% +0,11% +4,51¢ +0,01? ’

9 48, 42 -3,3¢2 -1,150 199,482 3,432 48,22 -3,252 -0,98¢ 196,910¢ 3,432 0.30
+0,12* +0,05% +0,06% +0,88* +0,05% + 0,65* +0,02* +0,15% + 2,66% +0,05% ’

144 44,9¢ -2,7¢ -2,202 218,782 3,692 43,934 -2,89b¢ -1,702 209,082 3,322bc 117
+0,19* +0,03" +0,11& +1,47¢ +0,07? +0,28* +0,01* +0,14% + 0,619 +0,015%® ’

192 45,4b.c -2,7¢ -2,352 221,122 3,592 44,88¢°4 -2,83bc -1,892 211,882 3,412 be 0.69
+0,01* +0,03* +0,03% + 0,44 +0,02° + 0,36* + 0,09* +0,08%% + 2,879 + 0,06%? ’

240 45,83bc -2,7¢ -2,178 218,392 3,52 44,13 cd -2,73cd -1,572b 209,722 3,24bd 179
+0,86* +0,02% +0,05% + 0,59+ +0,05® +0,34* + 0,04* +0,35% +6,01¢ +0,13% ’

288 45,7 abe -2,6¢ -2,228 220,42 3,492 43,254 -2,79b¢ -1,170¢ 202,642b 3,17¢d 270

+ 0,04* +0,02* +0,07% + 0,76« + 0,067 +0,86™ + 0,02 + 0,204 + 3,24¢ +0,12%®

Fonte: Autoria propria (2019).
* Ciclos de gelo e desgelo: cada ciclo compreendeu 24 horas a45+ 2 °C e 24 horas a-5t 2 °C.
**Diferenca total de cor.
" #.& 0, 2Gjnais iguais na mesma linha para o mesmo parametro de cor ndo difere estatisticamente em um intervalo de confianca 95% (p < 0,05).
a b,c,d| etras iguais na mesma coluna para o mesmo parametro de cor ndo diferem estatisticamente em um intervalo de confianga 95% (p< 0,05).
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5.3 AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA

A avaliagao da qualidade microbioldgica € importante para garantir a seguranca
do uso produto. Além disso, a presenga de microrganismos pode levar a alteragdes
quimicas e fisicas do produto, e caracterizar um risco de infecgao para o paciente.
Importante salientar que produtos nao estéreis devem cumprir rigidos parametros pré-
estabelecidos de controle microbioldgico.

Conforme pode ser verificado na Tabela 3, o hidrogel contendo lasiodiplodana

apresentou qualidade microbiologica condizente com a legislagédo brasileira em vigor.

Tabela 3 - Qualidade microbioldgica do gel contento lasiodiplodana
Qualidade Microbioldgica

Microrganismo

Resultados encontrados Limite microbiano*
Bactérias aerdbias totais 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Coliformes totais Nd -
Coliformes a 45 °C Nd -
Bolores e leveduras Nd 10" UFC/mL
Staphylococcus aureus Nd Ausénciaem 1gou1mL
Pseudomonas aeruginosa Nd Ausénciaem 1gou 1 mL

Fonte: Autoria prépria (2019).
*Limites microbianos para preparagoes de uso tépico ndo estéreis segundo farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010). UFC: unidades formadoras de col6nias; nd: ndo detectado.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE

Para a avaliacio da cicatrizacao de feridas, o modelo de duas feridas paralelas
no dorso de ratos, na altura das patas dianteiras foi adotado (Figura 11). Essa regiao
€ escolhida, por ser uma regiao relativamente protegida de contaminacao e pela
menor possibilidade de contato com fezes e com a saliva do animal. Ainda a regiao
dorsal é escolhida por ser de menor alcance, e as condigdes da gaiola em que o
animal permanece no biotério sdo escolhidas de modo que evitem atrito e

contaminagdes nas lesdes (GUIDI, 2017).
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Figura 11 - Fotogrgfiaﬂd{q‘ reg nimal apds confeccdo das feridas

Fonte: utoria r')”rc')pria. (2(518). .

Por atingir toda a espessura da pele, essa ferida é considerada um tipo de lesao
cutanea total e mimetiza uma leséo cutanea grave em que a cicatrizagdo espontanea
geralmente € lenta, dessa forma, a ferida tem estimulo maximo das respostas
fisiologicas, inclusive com a contragao da cicatriz e epitelizagao central (FERREIRA et
al.,, 2008). A area e aspecto das feridas podem ser influenciados por agressao
causada pelo préprio animal, causada pelo ato de cocar a ferida e na tentativa de
limpar o tratamento aplicado.

No acompanhamento macroscopico do tratamento com gel contendo
lasiodiplodana, as feridas ndao apresentaram sinais sugestivos de infeccdo como
secrecao, presenca de pus e de odor fétido ou retardo no processo cicatricial ao longo
do tratamento. Guidi (2017), em avaliacdo da atividade cicatrizante de Poincianella
pluviosa, também observou esse comportamento referente as feridas avaliadas.
Formacao e presenca de crosta foi observada em todas as feridas, auséncia de
exsudato inflamatoério e edema também foram notados, podendo ser resultante da
protecdo que o hidrogel exerceu na excisdo, o qual forma um revestimento que
favorece a reparacgao tecidual, diminuindo a permeabilidade e exsudacao da ferida.

Os hidrogéis tém um comportamento inteligente para varias mudancgas
fisiolégicas, sua capacidade de absorver ou liberar dgua, de maneira reversivel, em
resposta a estimulos ambientais especificos, como temperatura, pH e forga ibnica,
sugere seu uso em uma variedade de aplicagdes biomédicas (MADAGHIELE et al.,

2014). Besson et al. (2017), utilizando o mesmo protocolo animal e avaliacdo
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histolégica que foi usado no presente trabalho, avaliou a modulagao da cicatrizagao
por insulina complexada com uma ciclodextrina (HPBCD) e veiculada em gel, o autor
relatou presenga de crosta em todas as feridas, e ainda auséncia de exsudato
inflamatorio e edema.

O acompanhamento macroscopico da evolucido da medida da circunferéncia
ou da area da les&o cutanea € um parametro muito empregado na pratica clinica, por
ser de baixo custo, facil manuseio e aplicabilidade clinica (FERREIRA et al., 2008).
No acompanhamento macroscopico, o tratamento com gel contendo lasiodiplodana e
gel controle, foi notado o fechamento da ferida, sem o desenvolvimento de borda
necroética ou secregoes purulentas que pudessem caracterizar infecgao.

A contracao da ferida € uma etapa importante no fechamento da lesdo cutanea
e raramente leva a perda da funcao desses tecidos. Se essa contracao for pequena,
retarda o fechamento da ferida, permitindo sangramentos e infecgdes. Entretanto, o
fechamento definitivo de uma ferida se deve principalmente a formacao do tecido de
granulacao e a reepitelizacao (FERREIRA et al., 2008). Os miofibroblastos, através
de seus filamentos de actina, sdo capazes de reduzir a area da lesao facilitando a
epitelizagao por estarem alinhados nos eixos de contragao, produzindo movimentos
centripetos das bordas da ferida. A contragdo do tecido de granulagdo pode estar
associada a agao de mediadores de prostaglandinas (COELHO et al., 1999).

A medida da area das feridas referentes ao tratamento com gel contendo
lasiodiplodana e gel controle estdo representadas na Figura 12 (A). A Figura 12 (B)
mostra a sequéncia da restauracao da pele em fungao do tempo de tratamento com
gel contendo lasiodiplodana (ferida esquerda) e gel controle (ferida direita) nos

periodos padronizados.
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Figura 12 - Comparagéao das areas excisionais (A) apés 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento com hidrogel
contendo (1 —6)-p-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento com gel controle (=) e gel contendo
lasiodiplodana (m) (n=6, *p<0,05). Imagens da regido dorsal do animal (B) apds excisdes e
respectivos dias de tratamento
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Fonte: Autoria propria (2018).

As feridas que receberam gel controle apresentaram crosta mais espessa e um
pouco mais escura do que as que receberam gel contendo lasiodiplodana. Em ambas
houve exsudacao plasmatica com formacao de crostas superficiais até o 7° dia. Apos
0 10° dia, a crosta se destacou, evoluindo para epitelizacdo completa, que ocorreu por
volta do 14° dia. O crescimento sobre a area reepitelizada iniciou apos o 10° dia de
tratamento.

Como a contracao ocorre de forma centripeta, as feridas, que inicialmente eram
praticamente quadradas, reduziram seu tamanho, originando margens irregulares

(Figura 12 B) sem figura geométrica definida. Foi possivel demonstrar o decréscimo
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da area e a contracdo das feridas de forma progressiva e similar entre a ferida tratada
e o controle, mostrando que nao houve agravos que prejudicassem a cicatrizagao.

O decalque das excisodes foi feito no dia da confecc¢ao das feridas (dia zero) e
ao final de cada periodo de tratamento (4, 7, 10 e 14 dias). Apesar das marcacgdes
serem feitas utilizando um molde de 1 cm? para a confecgao das feridas, elas tendem
a sofrer uma distensao apds o corte e a retirada do fragmento de pele, provocada pela
incisdo transversal as linhas de Langer (COELHO et al., 1999), resultando em uma
area maior, mostrada como dia zero no grafico (Figura 12A).

O percentual de contracao da area das feridas referentes ao tratamento com
gel contendo lasiodiplodana e gel controle, estdo apresentados na Figuras 13. A
evolucao ocorreu de forma gradativa, e observou-se diferenga significativa (p<0,05)
entre os grupos controle e o tratado com gel contendo lasiodiplodana apenas no 14°
dia de tratamento.

O percentual de contracao de feridas mostra a relagado do fechamento de cada
ferida em relagdo ao seu tamanho inicial. Em estudo in vivo realizado por Wu e
colaboradores (2016), os quais avaliaram a capacidade cicatrizante de uma nanofibra
a base de (1,3)-pB-glucana obtida de Saccharomyces cerevisiae, que foi empregada a
2% como principio ativo, foi observado que a nanofibra reduziu significativamente o
tamanho da ferida em comparagédo ao grupo controle, especialmente no 14° dia de
tratamento, similarmente ao observado no presente estudo com o gel contendo

lasiodiplodana.

Figura 13 - Contracéo das areas excisionais apoés 4, 7, 10 e 14 dias de tratamento com hidrogel
contendo (1 —6)-B-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento com gel controle (=) e gel contendo
lasiodiplodana (m)
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*Diferencgas estatistica (n=6, *p<0,05) entre as amostras controle e teste.
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Na analise histologica, as feridas foram avaliadas com base no comprimento e
espessura da superficie reepitelizada. A cicatrizacdo da ferida caracteriza-se, entre
outros fatores, pela hemostasia, reepitelizacao e remodelagdo da matriz extracelular.
A epitelizacdo, que € o processo de renovagao epitelial apés a lesdo, envolve a
proliferagdo e migracdo das células epiteliais para o centro da ferida
(RAVICHANDIRAN; MANIVANNAN, 2015).

As fases do processo de cicatrizagao e fechamento das feridas devem ocorrer
a partir de uma sequéncia e tempo de duracdo. O tempo dessas fases pode ser
aumentado quando se tem uma cicatrizacdo de feridas deficiente ou uma falha,
gerando feridas cronicas com atraso em uma das fases do processo cicatricial
(OLIVERIA; DIAS, 2012).

As feridas apods 4, 7 e 10 dias de tratamento apresentaram duas margens de
reepitelizagcdo e uma restauragdo completa ocorreu apds 14 dias. A pele adjacente a
ferida apresentava aspecto normal caracterizando a efetividade da contracdo da borda
e restauragao da area lesada. Em estudo de cicatrizagao realizado por Sehn et al.
(2009), analisando os mesmos periodos de tratamento, também foi observado que as
feridas nao apresentaram fechamento completo do epitélio. As feridas apresentavam
duas margens e uma restauragdo quase completa ocorreu apés 14 dias da lesao.
Fendmeno semelhante ocorreu em estudo de avaliagao cicatricial in vivo realizado por
Wu et al (2016) com ratos Kunming e (1—3)-B-glucana insoluvel obtida de
Saccharomyces cerevisiae a 2% como principio ativo, incorporada a uma nanofibra.

Na Figura 14 é possivel verificar um corte histolégico corado por HE apos 4
dias de tratamento com gel contendo lasiodiplodana. Na analise do epitélio
neoformado durante todos os periodos de tratamento (4, 7, 10 e 14 dias) com o gel
contendo lasiodiplodana e gel controle, a area reepitelizada se manteve pequena ou
inexistente até o 10° dia de tratamento. Embora frouxo, o tecido de granulagao ja foi

observado desde os cortes obtidos com 4 dias de tratamento.
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Figura 14 - Fotomicrografia de corte histolégico com coloragdo HE para medida da reepitelizagdo da

ferida excisional no dorso do rato, tratada com gel contendo lasiodiplodana por um periodo de 4 dias

(ampliagao de 10x). Destaque para: crosta (a), tecido de granulagao (b), tecido integro (c). As setas
indicam o inicio e o final da area reepitelizada em um dos lados da ferida
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Fonte: Autoria prépria (2019).

O comprimento da epiderme neoformada avalia a migragdo horizontal dos
queratindcitos a partir da margem em diregdo ao centro da ferida. A migragdo dessas
células se da pela matriz proviséria formada e seguindo a orientagdo do gradiente
quimico de substancias quimiotaticas (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). O
movimento dos queratindcitos é determinado também pelo conteudo de agua no leito
da ferida (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003a). Nas feridas de 4, 7 e
10 dias, duas margens de reepitelizacéo (linguas de reepitelizagado) foram medidas,
somadas e os resultados foram expressos em micrdmetros.

As feridas tratadas com gel contendo lasiodiplodana apresentaram
comprimento da superficie de reepitelizagdo maior ja em 4 dias de tratamento (p
<0,05) quando comparada ao controle negativo (gel controle) (Figura 15), e se
manteve significativa estatisticamente, nos dias 7 e 10 de tratamento, mostrando

atuacao da lasiodiplodana na migragao dos queratindcitos para o centro da ferida.
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Figura 15 - Efeito do tratamento das feridas excisionais ap6s 4, 7 e 10 dias com hidrogel contendo
(1 —>6)- B-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento com gel controle (=) e gel contendo lasiodiplodana
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*Diferencgas estatistica (n=6 p<0,05) entre as amostras controle e teste.

Pesquisas recentes tém demonstrado que polissacarideos do tipo B-glucanas
sao substancias promissoras no tratamento de feridas, tanto como farmaco de uso
tépico ou na forma de membrana curativa (ZHU et al., 2016). Em avaliagdo da
aplicacao topica de um produto obtido a partir da curdlana (B-D-(1—3)-glucana)
derivatizada por aminacdo, Berdal e colaboradores (2007), demonstraram que a
mesma agilizou o processo de cicatrizacdo em ratos diabéticos em comparagado com
o controle. De mesmo modo pode ser verificado um aumento significativo na
reepitelizagao das feridas tratadas com gel contendo lasiodiplodana em comparagao
ao controle, em relagao ao comprimento da epiderme.

A avaliacao da reepitelizacao através do comprimento da epiderme no 14° dia
de tratamento ndo é possivel, a avaliacdo da epiderme € proporcionada pela
espessura da mesma, pois nesse periodo do tratamento, com a aplicagao diaria dos
géis, as feridas ja se encontravam todas fechadas, a epiderme ja havia alcancado as
duas bordas da ferida.

Na Figura 16 € mostrado o centro de uma ferida tratada com gel contendo
lasiodiplodana (B) e com gel controle (A) apos 14 dias, totalmente recoberta pela
epiderme. A espessura da epiderme neoformada esta relacionada com a
diferenciagao do tecido, sendo uma maneira indireta de determinar a migragao vertical
dos queratindcitos (BESSON et al., 2017).
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Figura 16 - Fotomicrografias de cortes histolégicos com coloragdo HE para medida da espessura da
epiderme neoformada de feridas excisionais no dorso de ratos, tratadas com gel controle (A) e com
gel contendo lasiodiplodana (B) aos 14 dias. As setas indicam o centro da ferida, com a epiderme
completamente reestabelecida (ampliagdo de 10x)
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Fonte: Autoria propria (2018).

A espessura da epiderme neoformada foi medida em diferentes pontos no
centro da ferida (n=3). Aos 14 dias (Figura 17), as feridas apresentaram diferenca
significativa (p<0,05), mostrando um aumento na espessura da epiderme nas feridas

tratadas com gel contendo lasiodiplodana.

Figura 17 - Medida da espessura do epitélio apds 14 dias de tratamento das feridas excisionais com
hidrogel contendo (1 —6)-B-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento com gel controle (=) e gel
contendo lasiodiplodana (m)
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*Diferencgas estatistica (n=6 p<0,05) entre as amostras controle e teste.
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A proliferagao celular na epiderme neoformada foi avaliada pela contagem das
células epiteliais bloqueadas em metafase, nas camadas basal e supra-basal. O
sulfato de vincristina € um quimioterapico que interrompe a mitose na fase de
metafase (BESSON et al., 2017), permitindo a contagem das células em cortes
histolégicos. Na figura 18, é possivel visualizar células em metafase, utilizada para a
avaliagao da proliferacao celular.

Figura 18 — Fotomicrografia de corte histolégico com coloragao HE para a contagem de células em
metafase na epiderme da ferida excisional do dorso do rato (ampliagao de 40x). Destaque para:
crosta (a), tecido de granulagao (b), tecido integro (c). As setas indicam as células em metafase na
camada basal da epiderme.
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Fonte: autoria propria (2019).

Na figura 19 esta representado como grafico a proliferagao celular no epitélio
apos tratamento com gel contendo lasiodiplodana. Desde o 4 dia de tratamento houve
diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos tratado e controle (gel controle),
porém, aos 10 e 14 dias houve uma proliferacdo celular mais expressiva. O resultado
pode ter sido alcangado pelo efeito do gel contendo lasiodiplodana sobre os
queratindcitos, estimulando uma resposta proliferativa destas células ao longo da
margem da reepitelizacado (MEDEIROS; DANTAS FILHO, 2016). Na avaliagdo da
cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos utilizando uma solugdo contendo
(1-3)(1—>6)-B-glucana ramificada a 2,5%, Yun, ku e kwon (2015), verificaram que a
formulagcédo contendo a glucana promoveu uma diminuigdo significativa no tamanho
das feridas em comparagdo ao controle. A B-glucana também contribuiu para o
aumento do numero de vasos sanguineos e a reepitelizagao nas feridas tratadas por

estimulacao da proliferagéo celular.
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Figura 19 - Numero de células em metafase na extensdo da epiderme ap6s 4, 7, 10 e 14 dias de
tratamento com hidrogel contendo (1 —6)-p-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento com gel controle
(=) e gel contendo lasiodiplodana (m)
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*Diferencgas estatistica (n=6 p<0,05) entre as amostras controle e teste.

E possivel observar ainda na Figura 19, que o gel contendo lasiodiplodana
influenciou a proliferacdo de queratindcitos in vivo a partir do 4° dia e se manteve ao
longo do 14° dia. Esses dados sdo compativeis com a avaliagao da reepitelizagao
(Figura 15 e 17), refletindo na espessura da epiderme neoformada apos a completa
reepitelizagdo. Analises histologicas de feridas apds aplicagao topica de um produto
obtido da curdlana (B-D-(1—3)-glucana) derivatizada, realizada por Berdal e
colaboradores (2007), permitiram aos mesmos inferir que a glucana avaliada atuou no
processo da formacao do tecido de granulagao, e um provavel mecanismo envolve a
estimulagcdo de macréfagos. Medeiros et al. (2012) relataram que a aplicagao tépica
de hidrogel a base de carboximetilcelulose contendo B-(1—3)-glucana proveniente de
Saccharomyces cerevisiae, estimulou a cicatrizagdo de Ulceras venosas por
modulacao de fibroblastos.

Estudo realizado por King, Barrett e Cutting (2017) demonstrou que a utilizagao
de B-glucana em gel estimulou a cicatrizagdo de feridas de dificil cicatrizagcdo em
pessoas de diferentes etiologias. Tais autores avaliaram o tipo do tecido neoformado,
a area da ferida e o nivel de dor dos pacientes por um periodo de 12 semanas e
verificaram que a bioatividade da glucana se deu por ativagdo de macréfagos, e que
esta mostrou-se promissora nao s6 na estimulagao de cicatrizagdo mas também como

ferramenta de reativacao de cicatrizacao de feridas crdnicas.
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A proliferacao celular € um fendbmeno chave no processo de reepitelizacao
durante a cicatrizagdo de feridas. Apds a lesdo, os queratindcitos das margens da
ferida se multiplicam rapidamente formando um epitélio denso. Essas células, em
seguida, migram para o leito da ferida, restaurando a fungcéo de barreira da epiderme
(KRISHNASWAMY; KORRAPATI, 2014).

A sintese de colageno comecga horas apos o ferimento, mas ela ndo se torna
significativa até aproximadamente uma semana apos a lesdo. Wei et al. (2002)
demonstraram que a glucana estimulou a biossintese de colageno, pela estimulagéo
de queratindcitos e fibroblastos e formagao do tecido de granulagdo. Yamamoto e
Kimura (2013), em estudo in vivo avaliando a estimulacao da cicatrizagao, observaram
que a formulagdo contendo (1—3)(1—6)-B-glucana (1 mg/mL) de origem fungica,
aumentou significativamente a taxa de cicatrizagdo em relagdo ao controle, por
estimulagao local da sintese de colageno.

A técnica de Picrossirius é baseada na birrefringéncia natural que o colageno
possui, e permite a diferenciagdo dos tipos de colageno quando visualizado por
microscopia de polarizagao (Figura 20), é possivel avaliar a quantidade de colageno
tipo | e Ill e a evolugao do processo cicatricial. Gradativamente os feixes de fibras
colagenas tornam-se mais espessos, resultando em uma configuragao mais regular,
que esta diretamente relacionada as for¢as mecanicas as quais o tecido esta sujeito
durante a atividade normal. Assim, a lesdo torna-se mais resistente apos o colageno
ter sofrido maturagao (tipo 1) (OLIVEIRA; DIAS, 2012). Com a evolugao do processo,
acentua-se a deposicdo de colageno e a maioria das células desaparecem,
observando-se a apoptose de fibroblastos e células endoteliais, formando o tecido
cicatricial (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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Figura 20 - Fotomicrografias de cortes histolégicos com coloragéo Picrossirius para a quantificagao de
colageno tipo | (verde) e tipo Il (vermelho) da derme neoformada de feridas excisionais no dorso de
ratos, tratadas com gel contendo lasiodiplodana, 4 dias (A) e 14 dias (B), (ampliagao de 20x)

B/

Fonte: Autoria propria (2019).

O calculo do indice de maturagcdo do colageno (Tabela 4) evidenciou o
predominio de colageno tipo | ou lll na derme das feridas. Em ambos os grupos,
tratados com gel contendo lasiodiplodana e com gel base (controle negativo), houve
predominéancia do colageno tipo |, o indice de maturagao (ImaC) foi maior que 1 (um),

predizendo essa condigao.

Tabela 4 - indice de maturagéo do colageno das feridas tratadas com gel controle (controle negativo)
e com gel contendo lasiodiplodana

Colageno tipo I’ Colageno tipo llI" ImaC*

4 dias 7,657 0,073 104,184

Feridas tratadas 7 dias 6,174 0,029 212,638
com gel controle 10 dias 8,125 0,024 336,726
14 dias 11,558 0,021 542,652

Feridas tratadas 4 d!as 7,118 0,071 100,063
com gel contendo 7 dl_as 9,182 0,052 174,407
lasiodiplodana 10 d!as 10,364 0,052 195,807
14 dias 15,009 0,008 1914,115

Fonte: Autoria propria (2019).
#IlmaC: razao entre tipo | e tipo lll; “Média da porcentagem.

A formacao de colageno tipo | e lll no 4° dia ndo apresentou aumento bioldgico

na ferida tratada com gel contendo lasiodiplodana quando comparado com a tratada
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com gel controle, no inicio do tratamento ndo houve diferenga significativa (p<0,05).
Comparando o 7°, 10° e 14° dia (Figura 21A), para o colageno tipo | essa a diferenca
foi significativa (p<0,05) entre os grupos tratados com gel contendo lasiodiplodana e
gel controle. Para o colageno tipo Ill nos dias 7, 10 e 14 de tratamento (Figura 21B),
também houve diferenga estatistica significativa (p<0,05), porém no 14° dia, a
porcentagem deste estava maior (p<0,05) para as feridas que receberam o tratamento
com gel controle. Estas alteragcoes podem ser avaliadas pelas Figuras 20A e 20B.

De acordo com varios autores, o colageno € a proteina mais abundante do
tecido conjuntivo em fase de cicatrizagdo (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003a; MEDEIROS; DANTAS FILHO, 2015; STEINER et al., 2019).
A ativacao dos fibroblastos para sintetizar o colageno € derivada de fatores de
crescimento e das proprias condicdes metabdlicas da ferida (OLIVEIRA et al., 2010;
BARROS et al., 2014).

Figura 21 - Comparagao da area percentual de colageno tipo | (A) e tipo Ill (B) apés 4, 7, 10 e 14 dias
de tratamento com hidrogel contendo (1 —6)-p-D-glucana (lasiodiplodana). Tratamento com gel
controle (=) e gel contendo lasiodiplodana (m)
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*Diferencgas estatistica (n=6, *p<0,05) entre as amostras controle e teste.

Na derme, as fibras colagenas comegam a se formar no tecido de granulagéo
de forma desorganizada, com presenga do colageno tipo Il no inicio da cicatrizagao,
sendo posteriormente degradado e substituido pelo colageno tipo |, mais denso e
organizado (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Na Figura 21 (A e B), é possivel
verificar a substituicdo do colageno tipo 1l pelo tipo | quando comparado o 14° dia de
tratamento para as feridas tratadas com gel contendo lasiodiplodana, pode-se verificar
um decréscimo do colageno tipo Il e um respectivo aumento do colageno tipo |, esse
efeito pode ter sido estimulado pela acao da lasiodiplodana sobre os fibroblastos e
queratindcitos, estimulando a maturacao e organizagao das fibras colagenas.

Em estudo realizado por Nair, Ramam e Doble (2016), quantidades de 0,75%
de (1->3)(1—6)-p-glucana proveniente de Bradyrhizobium japonicum foram
incorporadas em hidrogel. O potencial do hidrogel na indugdo da cicatrizagdo em
excisdes causadas em ratos Wistar foi avaliado, sendo verificada uma aceleracao na
cicatrizacao das feridas por promoc¢ao da reepitelizacdo, remodelamento do tecido e
deposi¢ao do colageno. Os autores ainda destacam que o colageno presente nas
feridas tratadas com a glucana, era mais organizado e mais denso, corroborando com
os resultados encontrados no presente trabalho.

As feridas apresentaram maior quantidade de fibras de colageno do tipo | do
que o tipo Ill, em ambos os tratamentos, havendo amadurecimento das fibras
colagenas tipo Il em tipo | em todos os periodos de tratamento, permitindo a formacao

de um tecido de reepitelizacdo com um aspecto organizado. Quando comparados os
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tratamentos, pode-se verificar que as feridas tratadas com gel contendo

lasiodiplodana tiveram um efeito significativo em relagao as tratadas com gel controle.
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6 CONCLUSOES

Um hidrogel contendo (1 —6)--D-glucana (lasiodiplodana), como principio
ativo, para uso topico no tratamento de feridas foi desenvolvido. O hidrogel apresentou
pH adequado para uso tépico, estabilidade fisico-quimica e qualidade microbioldgica.
Também foi verificado potencial antioxidante da formulagao especialmente em relagao
a capacidade de eliminagao de radicais hidroxilas (OHe). O hidrogel contendo a B-
glucana apresentou atividade indutora de cicatrizacdo, pela estimulacdo da
reepitelizacao e sintese de colageno.

A Dbioatividade apresentada pela (1—6)-B-D-glucana (lasiodiplodana)
evidencia o potencial dessa B-glucana na area farmacologica e sugere estudos
posteriores voltados ao desenvolvimento de produtos para uso clinico e

dermatocosmeéticos.
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