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Nunes, P.S. Desenvolvimento, caracterizacao fisico-quimica e avaliacao de filmes de
colageno contendo acido usnico no processo de reparo cicatricial em roedores.
Dissertacdo de Mestrado. Nucleo de Pés-Graduacao em Medicina da Universidade
Federal de Sergipe-UFS. 2009.

RESUMO

Ha diversos produtos disponiveis para o tratamento de feridas provocadas principalmente
por queimaduras tais como, agentes topicos, solucdes, enxertos, curativos interativos e
filmes bioativos. O coldgeno t€m sido um dos materiais mais estudados, pois representa
um importante constituinte protéico da pele. Os avancos cientifico-tecnoldgicos t€m
permitido o aprimoramento destes biomateriais através, por exemplo, da utilizacdo de
lipossomas, que possibilitam a incorporagdo de farmacos insoliveis para posterior
liberagdo controlada diretamente na area lesada. O 4cido usnico (AU), um metabolito
secundério de liquens, tem apresentado propriedades bioldgicas promissoras para o
tratamento de feridas, como atividade antimicrobiana, analgésica e antiinflamatdria. Nesta
perspectiva, o objetivo desse estudo foi desenvolver, caracterizar fisico-quimicamente e
avaliar o efeito de filmes de coldgeno contendo AU sobre o processo de reparo cicatricial
em queimaduras de segundo grau. Para a caracterizacdo fisico-quimica dos filmes foi
utilizada a andlise térmica diferencial (DTA), termogravimetria (TG/DTG), espectroscopia
no infravermelho (FTIR) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Apds essas
andlises, foi desenvolvida a validacdo do método de quantificagdo de AU nos filmes por
espectrofotometria no ultravioleta. Por fim, o ensaio bioldgico foi realizado com 54 ratos
divididos em trés grupos: tratados com filme de coldgeno (COL); tratados com filmes de
coldgeno contendo fosfolipidio (LIP); tratados com filmes de coldgeno contendo
lipossoma/4cido usnico (AUL). Apds 7, 14 e 21 dias seis animais de cada grupo foram
submetidos a eutanasia para andlise histolégica e imunohistoquimica. Os resultados de
andlise térmica mostraram através da curva DTA do filme UAL a auséncia do pico
endotérmico a 201°C, caracteristico da fusdo do AU puro, indicando que o farmaco foi
incorporado ao sistema polimérico. Estes resultados foram confirmados pelo MEV. As
curvas TG/DTG dos filmes LIP e AUL apresentaram comportamento térmico diferente do
AU livre. No espectro de IV do filme AUL foram observadas bandas similares ao AU
livre, indicando que a incorporacdo nao afetou a estabilidade do mesmo. A valida¢do do
método de doseamento apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,9994 e excelente
repetibilidade (C.V.< 1,0%). A exatidao apresentou média percentual de recuperacdo de
100,4%. Os valores dos limites de deteccdo e quantificacao foram de 0,109 e 0,364 pg/mL,
respectivamente. A taxa total de recuperacdo do analito nos filmes apresentou valores entre
100,4 e 82,3%. Os resultados do ensaio biolégico aos 7 dias, mostraram que houve uma
moderada infiltracdo neutrofilica, no filme AUL, distribuidos por toda a lesdo, enquanto
que no COL e LIP, a intensidade da reacdo inflamatdria foi mais leve e limitada as
margens da ferida. Aos 14 dias, a reacdo inflamatoria foi reduzida em todos os grupos, no
entanto, a reacdo de granulac¢do foi mais desenvolvida no AUL. Aos 21 dias, observou a
presenca ainda expressiva de linfécitos nos grupos COL e LIP, enquanto que no AUL
houve o predominio de células plasmaticas. O uso dos filmes de coldgeno contendo
lipossomas/acido tusnico (AUL), atuou desde a substitui¢do mais rdpida das fibras de
colageno tipo III para tipo I, at¢ a melhora na densidade da colagenizacdao. Conclui-se
assim, que os filmes de coldgeno contendo lipossomas/dcido tdsnico promovem a
aceleracdo dos eventos bioldgicos associados a dinamica do reparo cicatricial.
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Nunes, P.S. Development, physical-chemical caracterization and evaluation of
Collagen-based films containing liposome-loaded usnic acid as dressing for dermal
burn healing in rats. Dissertacdo de Mestrado. Nicleo de Pés-Graduacio em
Medicina da Universidade Federal de Sergipe-UFS. 2009.

ABSTRACT

Disruption of the skin generally leads to an increased fluid loss, infection, hypothermia,
scarring, compromised immunity and change in body image; furthermore, large skin
damage can cause mortality. Collagen-based film is a potentially useful biomaterial since it
is the major constituent of the connective tissue and permit controlled drug release within
target tissues. Usnic acid (UA), a dibenzofuran originally isolated from lichens, it can act
as an anti-inflammatory, analgesic and antibacterial agent. The purpose of this study was
to evaluate the physical-chemical properties and effect of collagen-based films containing
usnic acid as a wound dressing for dermal burn healing. Collagen (CL) and usnic
acid/collagen-based (UAC) films were characterized using differential thermal analysis
(DTA), thermogravimetry (TG/DTG), infrared spectroscopy (FTIR), and scanning electron
microscopy (SEM). Second-degree burn wounds of 1 cm” were performed in the dorsum of
forty-five Wistar rats, assigned into nine groups (n=5): COL — animals treated with
collagen-based films; PHO — animals treated with collagen films containing empty
liposomes; UAL — animals treated with collagen-based films containing usnic acid
incorporated into liposomes. After 7, 14 and 21 days the animals were euthanized. The
specimens removed were formalin-fixed, and paraffin-embedded and histological sections
were stained in HE and Sirius Red. In the spectrum of UAC, similar bands of the usnic
acid are observed, indicating that the polymerization (film formation) did not affect the
stability of the drug. Distinctly, DTA curve of UAC did not show an endothermic peak at
201°C, indicative that the drug was incorporated into the polymeric system. These results
were corroborated by the scanning electron microscopy (SEM). The TG/DTG curves of
UAC presented a different thermal decomposition profile compared to the individual
compounds and CL. These findings suggest the occurrence of molecular dispersion or
solubilization of the drug in the collagen film. The specificity revealed that the excipients
in the formulation did not interfere with the analysis. The linearity in the range of 2-10
ug/mL presented a correlation coefficient of 0.9994. The method showed excellent
repeatability (R.S.D. < 1.0 %). The accuracy, revealed a mean percentage recovery of
100.43 %. The method was robust for the variation of temperature and solvent. The
detection and quantization limits were found 0.109 and 0.364 pg/mL. The total rate
recovery of the analyte film showed values between 100.4 and 83.2%. Biologycal assays
showed on 7th day there was a moderate infiltration of neutrophils, in UAL, distributed
throughout the burn wounds, whereas in COL and PHO, the severity of the reaction was
slighter and still limited to the margins of the burn wounds. On the 14th day, the
inflammatory reaction was less intense in UAL, with remarkable plasma cells
infiltratation. On the 21st day, there was unequivocal reduction of the inflammation, which
was predominantly composed of plasma cells in all groups, particularly in UAL. The use
of collagen-based films containing usnic acid provided more rapid substitution of type-III
for type-I collagen on the 14th day, and improved the collagenization density on the 21st
day. It was concluded that the use of reconstituted bovine type-I collagen-based films
containing usnic acid improved burn healing process in rats.
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CAPITULO 1

Introducao e Objetivos




1 INTRODUCAO

O processo de cicatrizagdo consiste em uma cascata coordenada de eventos
moleculares, celulares e bioquimicos que se comportam de forma harmoniosa, a fim de
garantir a recomposicdo do tecido lesado (MANDELABAUM et al., 2003). Entre as
maiores causas de danos cutaneos se encontram as queimaduras e os traumas por choque
(RUSSO, 1994, YONG et al., 2001). A queimadura é uma lesdao causada por agentes
térmicos, quimicos, elétricos, bioldgicos ou radioativos que agem no tecido de
revestimento do corpo humano, comprometendo parcial ou totalmente a pele e seus
anexos, e podendo atingir camadas mais profundas, como tecidos subcutaneos, musculos,
tenddes e ossos (MENEZES & SILVA, 1988; PAIVA, 2001). Histologicamente, a ferida
por queimadura € caracterizada, principalmente, pela necrose por coagulacio com
formacdo de trés zonas distintas, denominadas zonas de Jackson (MONDRAGON, 1999,
ONG et al., 2007).

As queimaduras graves t€m efeitos danosos sobre a estrutura e fungdo celular da
pele. Esses efeitos variam de acordo com a intensidade e a duracdo do trauma e da
espessura das zonas afetadas. A mortalidade em pacientes queimados ou com extensas
lesdes provocadas por choques sobre a pele ocorre muitas vezes de forma tardia
principalmente por episddios associados a sepse (ARGUIJO et al., 1999; DOKUMCU et
al., 2008). MACEDO et al., 2003). E cada vez maior a busca por elementos que atuem na
dindmica da reparagdo tecidual, principalmente no que se refere a promoc¢dao da
bioestimulagdo celular, o que possivelmente resulta na aceleracdo do processo cicatricial,
sem causar efeitos danosos as células, tecidos ou 6rgaos.

Um fator de grande importancia para o sucesso do tratamento destas lesdes € a
protecdo contra o meio externo, obtida por meio de bandagens oclusivas. Neste sentido,
destaca-se o aprimoramento das bandagens para disponibilizar produtos interativos que
acelerem a cicatrizagdo da lesdo. Filmes de coldgeno tém sido um dos materiais mais
estudados, pois o coldgeno tipo I representa um importante constituinte protéico da pele, e
parece ter um bom papel na dispersdo e dissipacdo de forcas mecanicas, posto que é
abundante em tecidos em que forcas extremas sdo transmitidas, como tenddes e 0ssos, além
da pele (BERNALES et al., 2004; VIEIRA, 1997). O fato de ser absorvivel credita ao
coldgeno uma grande vantagem especialmente nas dreas queimadas, ja que ndo necessita de

uma segunda intervengdo cirdrgica para sua remogdo, evitando complicacdes pOs-
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operatdrias e desconforto ao paciente (OGAWA & PLEPIS, 2002; YAMATOGI et al.,
2005).

Diversos estudos tém se concentrado em promover a incorpora¢do de compostos
bioativos (farmacos sintéticos ou produtos naturais) em biomateriais implantdveis, a
exemplo do coldgeno I, especialmente em virtude das vantagens relacionadas a uma
aceleracdo do processo de granulacdo e epitelizacdo e a liberacdo controlada do produto
incorporado diretamente no tecido danificado (ALVES et al., 2008; HELARY et al., 2006;
SRIVASTAVA et al., 1990).

Entre os vérios compostos de origem natural, o 4cido usnico € um dos mais
conhecidos e estudados, apresentando comprovado efeito cicatrizante, antimicrobiano e
antibiético (MELO et al., 2008). Esse composto é oriundo do metabolismo secundério de
liquens (associacdo entre fungos e algas) (AHMADIJIAN, 1993).

Os filmes de coldgeno funcionam como sistema de liberagdo controlada de farmacos
e sdo concebidos para se obter adequada concentragdo plasmética ou niveis de concentracdo
teciduais de farmacos de forma controlada, atingindo o efeito terapéutico desejado e
evitando possiveis reacdes toxicas inerentes ao composto (LEE & ROBISON, 2004). O
objetivo dessas novas tecnologias é manter invaridvel o nivel sanguineo terapéutico do
farmaco durante um periodo de tempo prolongado, eliminando as variagdes que geralmente
sdo observadas no decorrer do tratamento, como a falta de efetividade (dose sub-terapéutica)
ou efeitos toxicos (dose toxica) da substancia ativa. As mais importantes vantagens
proporcionadas pela terapia medicamentosa controlada sdo: melhor adesdo do paciente a
terapéutica, otimizacao da dose total do principio ativo (emprega-se menor dose) € aumento
da eficiéncia do tratamento (HAO et al., 1997; SEHN et al., 2009; VERMA & GARG,
2001).

Tendo em vista a escassez de estudos que relatem o potencial de utilizacdo
terapéutica dos 4cidos liquénicos como insumo para o desenvolvimento de novos
medicamentos, especialmente de baixo custo, € que possuam acdo antiinflamatéria e
cicatrizante frente ao reparo cicatricial, esse trabalho teve por interesse desenvolver um
curativo biocompativel que soma na busca de um agente cicatrizante usado para o
tratamento de queimaduras. Além disso, a descoberta de novos medicamentos constitui

parte essencial das Politicas Publicas de saide e desenvolvimento econdmico.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
- Desenvolver, caracterizar fisico-quimicamente e avaliar o efeito de filmes de
coldgeno contendo &cido dsnico no processo de reparo cicatricial em queimaduras de

segundo grau utilizando modelo animal.

1.2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar fisico-quimicamente os filmes de coldgeno contendo acido unico;

- Desenvolver um método analitico por espectrofotometria de absor¢do na regido
do Ultra Violeta para quantificacao do 4cido tsnico em filmes de coldgeno;

- Avaliar in vivo o processo de reparo cicatricial de queimaduras de segundo grau

tratadas com filmes de coldgeno contendo dcido dsnico;
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Revisao da Literatura
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 QUEIMADURA

Considerado o maior 6rgdo do corpo humano, a pele ¢ um 6rgdo protetor e
impermedvel a 4gua, que isola os componentes internos dos componentes do meio externo,
representando, portanto, uma barreira natural do organismo. Corresponde a 16% do peso
corporal e exerce diferentes fungdes, como regulacio térmica, defesa organica, controle do
fluxo sanguineo, prote¢do contra diversos agentes do meio ambiente e fungdes sensoriais
(calor, frio, pressao, dor e tato) (DEMLING; WAY, 1993; GUIRRO, 2002).

Queimaduras sdo lesdes ocasionadas pela exposi¢ao de tecidos organicos a diversas
formas de energia, nao s6 térmicas, mas também quimicas ou ionizantes que atingem a
pele. Estima-se que, anualmente, dois milhdes de pessoas sofrem queimaduras de graus
diferentes nos Estados Unidos (BAYAT et al., 2006; MACEDO et al., 2005). No Brasil,
essa estimativa é de um milhdo de acidentes com queimados por ano (MACEDO; ROSA,
2000; OLIVEIRA et al., 2007).

Na queimadura, ocorre a destruicdo da barreira epitelial e da microbiota residente
na pele, rompendo o seu efeito protetor. A presenca de tecido desvitalizado, de proteinas
degradadas e a redu¢do do suprimento de oxigénio favorecem a proliferacio de
microorganismos patégenos do ambiente, da pele normal que circunda a lesdao, ou da
propria lesao (BARBOSA et al., 2007). Quando esta barreira se encontra destruida total ou
parcialmente em decorréncia de traumas, como as queimaduras, ocorrem alteracdes da
homeostase comprometendo assim, a sobrevivéncia.

A ruptura da pele geralmente leva a um aumento na perda de liquidos, infeccoes,
hipotermia, comprometendo a imunidade corporal (ALEMDAROGLU et al., 2006, HUNT
et al., 1998). Um dos principais fatores que alteram a defesa do hospedeiro, expondo-o aos
patdgenos, € a destruicdo da barreira mecinica da pele, favorecendo a invasdo de
microoganismos por via linfitica ou sangiiinea, além de levar a uma variedade de
estressores fisicos, tais como acidose, perda de fluidos, alteracdes no equilibrio enddcrino,
potencial para infec¢do e dor (CARLUCCI et al., 2007; ISERI, et al., 2008, MACEDO et
al., 2005).

Dessa forma, as lesdes que atingem a pele bruscamente t€m sua gravidade

classificada de acordo com a profundidade e a extensdao (RUSSO, 1994; SINGER;
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CLARK, 1999; SMELTZER; HAIDAR, 1993). As queimaduras podem ser de primeiro
grau, quando a lesdo atinge apenas a epiderme e ndo provocam alteracdes na
hemodinamica; de segundo grau, lesdes da epiderme e parte da derme, podendo ser de
segundo grau superficial (atinge epiderme e, superficialmente, a derme, restando ainda os
pélos, glandulas sudoriparas e cebaceas) ou de segundo grau profunda (acomete a porcao
mais profunda da derme, restando geralmente apenas os pélos) e, por fim, a de terceiro
grau, que acomete todas as camadas da pele, podendo atingir também outros tecidos
subcutineos (musculos e o0ssos) e as terminagdes nervosas (ALEMDAROGLU et al.,
2006; ZANASI et al., 2007).

A infecc@o € uma das principais causas de morbidade em pacientes queimados pois
impede a cicatrizagdo da ferida por danificar os tecidos e promover o aumento excessivo
da inflamacao. Por isso, prevenir infec¢des deve ser um dos cuidados mais importantes a se
ter com esses pacientes (ULKUR et al., 2005). A disfungio severa do sistema imune, uma
grande colonizacdo cutdnea, a prolongada hospitalizagdo e procedimentos invasivos,
contribuem, consideravelmente, para o desenvolvimento de um foco infeccioso e,
posteriormente, sepse (MACEDO et al., 2003; MACEDO; SANTOS, 2007).

Gragnani e colaboradores (2005) explicam que o tecido lesado, em especial por
queimaduras, torna-se um potente meio de cultura para o crescimento de variadas bactérias
devido a disponibilidade de nutrientes, ao ambiente imido e a temperatura e, se ndo for
realizada nenhuma conduta terapéutica, pode causar sepse e, consequentemente, elevar o

risco de morte.

2.2 CICATRIZACAO

A cicatrizacdo € um processo organico de restauragdo da lesdo induzida por
agressdo local que envolve complexas alteracOes entre as células e os componentes da
matriz extracelular. Tem sido um tema cada vez mais estudado e a procura de fairmacos
que acelerem o processo cicatricial tem sido objeto frequente de pesquisa (ARAUJO et al,
1998; MUZZARELLI, 2008). Esse processo ocorre de duas formas: cicatrizacdo por
primeira intengdo, que se caracteriza com uma ferida fechada ndo infectada, em que ha
aproximacao das bordas da ferida, evoluindo para a produgdo de uma cicatriz, ou

cicatrizagdo por segunda intencdo, que € uma ferida aberta nao infectada, preenchida,
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inicialmente, por tecido de granulagdo, que contrai para formar uma cicatriz
(BRASILEIRO FILHO, 2000).

O fenomeno cicatricial envolve uma série de processos que visa a recuperacdo de
elementos estruturais celulares. Esse processo compreende basicamente a eliminacdo dos
tecidos desvitalizados, a regeneragdo do tecido vascular e conjuntivo, a epitelizacdo e a
retracdo (BALBINO et al., 2005; BLANES, 2004; CORSI, 1995; FERNANDES, 2004).
Sehn e colaboradores (2009) afirmam que a cicatrizacdo pode ser dividida em fases
distintas, caracterizadas pelo tipo de célula predominante e segue uma sequéncia
harmoniosa de eventos que ocorrem simuntaneamente: inflamagdo, repitelizagdo,
reconstru¢do dérmica, contragdo e remodelacao.

A resposta inflamatdria estd estreitamente ligada ao processo de reparagao tecidual
e atua na destruic¢do, dilui¢do ou encerramento do agente agressor, pondo em movimento
uma série de eventos que, tanto quanto possivel, promovem a cicatrizag@o e reconstituem o
tecido danificado. Contudo, a inflamacdo e a reparagcdo, quando nao bem-coordenadas, sao
potencialmente lesivas (CLARK, 1996; NETTO et al., 2007).

Quando a pele € traumatizada desencadeia-se um mecanismo de defesa natural
chamado de inflamacdo aguda e indmeras interagdes ocorrem entre as macromoléculas do
sistema imune. Esses mediadores nio agem apenas no local da lesdo, mas também
sistemicamente, por ativacdo da via inflamatéria e do sistema imune, envolvido e
modulado por citocinas induzidas logo apds a lesdo, por fatores de crescimento e por
outras células endoteliais vasculares (DOKUMCU et al., 2008).

Em determinadas circunstincias, como um efeito em cadeia a resposta inflamatdria
torna-se generalizada, uma vez que o excesso de citocinas, a ativacdo de leucdcitos e de
células endoteliais levam a producao excessiva de substancias inflamatorias, podendo levar
até a morte. Os papéis do fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1p (IL-1B) e
interleucina-G (IL-G) também sdo importantes na resposta inflamatdria. Estas trés
citocinas sdo origindrias, principalmente, da ativacdo dos macréfagos e sao descritas como
indicadores da gravidade da lesdao, bem como da infeccdo (DOKUMCU et al., 2008;
SUMER et al., 2008).

Apo6s a lesdo, trés fases interdependentes e sobrepostas sdo identificadas a fim de
reparar o processo cicatricial: fase inflamatéria ou exsudativa, fase proliferativa ou

fiblobdstica, e a fase cicatricial ou de contragcdo (KAGAWA et al, 2009).
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A fase inflamatéria tem inicio imediatamente apds a lesdo ou trauma, em que
ocorre a vasoconstriccdo reflexa, mantida posteriormente por substancias vasoativas
(histamina e bradicinina) seguida de uma vasodilatagdo, com extravasamento de plasma,
eritrécitos e leucdcitos para este local que apresentard manifestagdes clinicas de dor, rubor,
calor e tumor (CORSI, 1995 ; MANDELAUBAN et al., 2003).

Os neutréfilos sdo as primeiras células de defesa a migrarem para o local da lesdo.
Fazem a fagocitose, a lise do tecido desvitelizado e destroem as bactérias, atuando, entdo,
no controle da infeccdo. Sua atividade é evidenciada por anticorpos presentes na ferida em
virtude das alteragdes vasculares. Eles possuem vida curta e s3o gradativamente
substituidos por outras células do sistema de defesa, caracterizando a fase cronica do
processo (MANDELAUBAN et al., 2003).

A inflamacdo cronica é considerada de duragcdo prolongada (semanas ou meses) e
tem como uma das principais caracteristicas, a lesdo tecidual continuada, com infiltracao
de macréfagos que continuam a fagocitose iniciada pelos neutréfilos. Os macréfagos
controlam a formacdo do tecido de granulag¢do, uma vez que influenciam a angiogénese e
estimulam a proliferacdo de células mesenquimais, além da migracdo e proliferacdo dos
fibroblastos (MANDELAUBAN et al., 2003). Além dos macréfagos, outras células
inflamatdrias encontram-se presente na fase cronica do processo cicatricial tais como:
linfécitos, plasmdcitos, eosindfilos, em resposta aos antigenos invasores (CORSI et al.,
1995).

A fase proliferativa se caracteriza pelo intenso aumento de fibroblastos e neo-
formacdo vasculo-capilar, que se inicia por volta do quinto ao décimo quarto dia apds a
lesdo. Nessa fase, as células endoteliais se multiplicam, formando corddes sélidos que
entremeiam os fibroblastos. Posteriormente, esses corddes se canalizam, resultando em
tecido de granulagcdo, com aspecto granuloso, avermelhado e pouco resistente (KUMAR et
al., 2005).

A eliminac@o dos tecidos desvitalizados apresenta maior importancia nas lesdes
térmicas profundas, j4 que hd actimulo local de glébulos brancos que, lentamente, vao
promovendo a lise das fibras coldgenas por meio da liberacdo de substancias enzimaticas,
fagocitando detritos celulares e produzindo espécies reativas de oxigénio, evitando a
contaminacdo por microorganismos (DIEGELMANN; EVANS, 2004; FERNANDES,
2004; MORIMOTO et al., 2005).
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As células inflamatdrias sdo responsdveis pela producdo de diversos fatores de
crescimento e citocinas que, associadas a baixa concentra¢do de oxigénio, iniciam o
processo de reparo tecidual, atraindo fibroblastos e queratindcitos de areas adjacentes a
lesdo. A medida que a concentracido local dos fatores de crescimento e citocinas se eleva,
os processos de regeneracdo vascular e fibroplasia se intensificam através da angiogénese,
migracdo e proliferacdo fibroblastica, formando um tecido rico em elementos vasculares e
celulares, denominado tecido de granulagdo que, aos poucos, vai se alastrando e
preenchendo o vazio resultante dos tecidos eliminados (CARLUCCI et al., 2007,
McDOUGALL et al., 2006; NARINE et al., 2006; TENIUS et al., 2007).

Na dinamica cicatricial, a sintese de coldgeno inicia-se ao terceiro dia, atinge seu
pico maximo em trés a seis semanas e entra na fase de remodelacdo, em que o coldgeno
tipo III é o primeiro a ser sintetizado e, a medida que ocorre maturacido do tecido ele é
gradativamente substituido pelo coldgeno tipo I (CARNEIRO et al., 2005). Nessa fase,
ocorre formacdo do epitélio e contracdo da ferida em virtude da proliferacdo celular
(HUPP, 1996; MUZZARELLI, 2008). Além da migragdo e proliferacdo de queratindcitos
a partir da margem da ferida para o centro da les@o, a presenca de restos de foliculos
pilosos, de glandulas sebdceas ou sudoriparas remanescentes contribuem para o
crescimento dos nucleos epiteliais, ou seja, quanto mais abundantes os restos de anexos de
pele, mais confluentes serdo as ilhotas germinativas do epitélio, e mais rdpida a cobertura
da édrea lesada (DEMLING; WAY, 1993; DIELGEMANN; EVANS, 2004; DINO et al.,
2001; GUIRRO, 2002; ROCHA et al., 2006).

E importante ressaltar que, nessa fase, a proliferacio de uma célula mesenquimal
especializada no tecido de granulacdo adquire caracteristicas de células musculares lisas,
denominadas miofibroblastos, com grande capacidade contritil. Elas promovem a
contracdo central das bordas da ferida aberta, garantindo aumento da forca ténsil da
cicatriz. Sdo expressas em condi¢des patologicas como resposta a uma injuria no tecido, e
a medida que se formam novas camadas de reacdo de granulacdo, as mais profundamente
situadas, as mais antigas, vao perdendo sua riqueza em vasos, e os fibroblastos e feixes de

coldgeno passam a predominar (HUPP, 1996; MUZZARELLI, 2008).
2.3 COLAGENO

O coldgeno representa cerca de 30% da proteina existente no organismo de

vertebrados e estd presente em tecidos que possuem funcdo mecanica. A matriz
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extracelular constitui a maior classe de proteinas fibrosas insoliveis nos tecidos
conjuntivos. Os componentes da matriz extracelular estdo organizados em um complexo
esquema hierarquico, sendo composta por componentes fibrilares (coldgenos fibrilares e
fibras eldsticas), nao fibrilares (proteoglicanas e glicoproteinas nao colagénicas) e as
microfibrilas (coldgeno tipo IV e microproteinas associadas a elastina) (FORTI et al.,
2006; FREITAS et al., 2002; HAGA et al., 2005; NIMNI et al., 1987).

O maior componente da matriz € o coldgeno, que existe em uma variedade de 24
tipos com caracteristicas proprias (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2001). Cada
tecido possui uma organizagcdo especifica das fibras coldgenas, podendo variar de um
arranjo relativamente aleatdrio das fibras no tecido conjuntivo frouxo a um arranjo muito
organizado e paralelo nos tecidos conjuntivos regulares densos, sendo esses componentes
encontrados também em pele, ligamento e ossos (WHITING, 2001).

Segundo Junqueira e Carneiro (1999), o coldgeno é classificado pela sua
organizacdo molecular como do tipo I, I e III. O tipo I é o mais abundante na matrix
extracelular de tenddes, sendo também encontrado na pele, ossos, ligamentos, em que
forcas extremas sdo transmitidas, predominantemente, em animais de grande porte. O tipo
IT é encontrado, principalmente, em cartilagens e humor vitreo, e o tipo III é mais
abundante no tecido conjuntivo frouxo, na derme, nas paredes dos vasos sanguineos e trato
gastrintestinal. O coldgeno ainda € classificado em tipo IV, encontrado na menbrana basal
(VIEIRA, 1997).

O processo de formagdo do coldgeno se dd no reticulo endoplasmético dos
ribossomos. Inicialmente, hd uma sequéncia-sinal de cardter hidrofébico que ir4,
posteriormente, determinar o processo de sintese do coldgeno. Durante todo o processo,
varios eventos acontecem, desde a hidroxilacdo em residuos de lisina e prolina até as
reacoes de glicosilagao sobre os residuos de hidroxilisina (CARVALHO, 2001).

A unidade fundamental do coldgeno é a molécula de tropocoldgeno, constituida em
trés cadeias polipeptidicas espiraladas de, aproximadamente, mil aminodcidos que
correspondem a uma tripla hélice. As extremidades geralmente ndo estdo em conformagao
helicoidal, favorecendo a ocorréncia de ligacdes cruzadas que aumentam a estabilidade das
fibras coldgenas. No entanto, se ocorrerem de maneira excessiva, podem tornar o coldgeno
rigido e inextensivel. A hidroxilacdo dos residuos de prolina e de lisina constitui um
evento de fundamental importincia para a formagdo do coldgeno (WHITING;

ZERNICKE, 2001).
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A hidroxilacdo da prolina é necessaria para estabilidade da estrutura helicoidal da
molécula. J4 as hidroxilagdes da lisina sdo importantes tanto  para
glicosilgalactosildroxilisina, como para a formacdo do derivado aldeido hidroxilisina que,
juntamente com a lisina, participam do processo de formacgao de liga¢des cruzadas inter e
intramoleculares. Essas ligacdes contribuem para aumentar a capacidade das fibras de
coldgeno de resistir as for¢as de tensdao (CARVALHO, 2001).

As hidroxilacdes da prolina e da lisina sdo realizadas por duas enzimas, a prolil-
hidroxilase e a lisilhidroxilase. A atividade de ambas depende da presenca de oxigénio, o-
cetoglutamato e de cofatores, como 4cido ascorbico e ion ferroso. Uma dieta deficiente em
acido ascorbico resulta em fragilidade vascular, causando hemorragias freqiientes e
enfraquecimento na insercdo dos dentes, devido a diminui¢do da quantidade de ligacoes
cruzadas intra e intermoleculares (CARVALHO, 2001).

O coldgeno tem sido usado para diversas aplicagdes no campo biomédico, o que
pode ser atribuido a sua alta resisténcia a tensdo, propriedades hemostdticas, nao
citotoxicas, biodegradabilidade controlada, baixa antigenicidade e caracteristicas nao
inflamatérias (FRIESS, 1998). Além disso, € quimicamente atrativo por vérios tipos de
células. Seu papel na cicatrizacdo de feridas é bem delineado e, por ser um substrato
natural para as células, € altamente essencial para manté-las com sua morfologia e
fendtipos normais em cultura. A matriz de coldgeno oferece uma estrutura de suporte
biointerativa, a qual guia e estimula apropriada formacao tecidual (LEE et al., 2001).

Além de desempenhar importante papel na estrutura dos tecidos o coldgeno é capaz
de orientar a sua formagdo e desenvolvimento, no entanto algumas desvantagens estao
relacionadas a sua fraca forca mecanica. Estas desvantagens vém sendo minimizadas pela
integracdo de plastificantes, como o propilenoglicol, por exemplo, nos filmes bioativos,
melhorando sua flexibilidade e diminuindo a incidéncia de calcificacdo in vivo e a
incorporacdo de substincias antimicrobianas (FRIESS, 1998; LOSS et al,, 2000;
NICOLOSI; MORAES, 2005). Segundo Helary e colaboradores (2006) matrizes de
coldgeno estimulam a proliferacio de miofibroblastos, sendo este um dos fatores
primordiais para o reparo tecidual.

Células primordiais dentro do processo de reparo tecidual como os queratindcitos,
fibroblastos e células endoteliais, quando cultivadas em matrizes de coldgeno xenogénicas,
nao apresentaram alteracdes morfoldgicas, imunoldgicas e biomecanicas (ELLIOTT et al.,

2003; RUSZCZAK, 2003).
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Diversos biomateriais estdo sendo utilizados no processo de reparo tecidual, os
quais podem ser processados em intimeras formas como: folhas, esponjas, dispersoes, géis,
filmes, solugdes injetdveis, sendo cada tipo adequado de acordo com suas propriedade e
caracteristicas (AOYAGI, et al., 2007). Os filmes bioativos (Figura 1) que sdo absorvidos
e degradados possuem habilidade de servir de suporte para o crescimento de novos vasos
sanguineos, e possibilitam a nutricdo das células que preenchem o tecido afetado e o
acesso das células de defesa ao local, ou seja, permitem adesdo, migracdo e proliferagdo
celular (GIRARDI, 2005). Além disso, o coldgeno exdgeno funciona como um substrato
para hemostasia e a quimiotaxia para elementos celulares envolvidos na cicatriza¢gdo como
os granuldcitos, macréfagos e fibroblastos, promovendo a maturacdo da ferida por
fornecerem um suporte para uma transicdo mais rdpida a produ¢do do coldgeno maduro e

seu alinhamento.

Figura 1. Filmes bioativos de coldgeno

2.4 ACIDO USNICO

Os liquens sdo estruturas resultantes da associagdo entre um fungo (micobionte) e
uma alga ou cianobactéria (fotobionte) (AHMADIJIAN, 1993; APTROOT; SIPMAN,
1997). Eles tém sido usados hd séculos na medicina tradicional para fins terapéuticos
(COCCHIETTO et al., 2002). Taxonomicamente, de acordo com o Cdédigo Internacional
de Nomenclatura Botanica, os liquens sdo tratados dentro do Reino Fungi, uma vez que,
praticamente, 95% dos liquens s@o constituidos pelo micobionte (HENSSEN; JAHNS,
1974; LEGAZ et al., 2006).

Segundo Honda (1998), calcula-se que existam 13.500 espécies (aproximadamente

600 géneros) de fungos liquenizados, o que corresponde a 20% dos fungos conhecidos. Os
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liquens sdao encontrados desde o nivel do mar até as montanhas mais altas, porém sao
relativamente raros em altitudes acima de 5.000 m e em matas excessivamente escuras.
Podem também ser encontrados em desertos ou em regides polares. Portanto, a presenca de
liquens nos mais variados habitats e micro-habitats depende da disponibilidade de fatores
fisicos e climédticos que proporcionem as condi¢des necessdrias para seu desenvolvimento.
Dessa forma, cada regido pode apresentar uma comunidade liquénica com componentes
especificos préprios em resposta as condi¢des ambientais.

O metabolismo primério nos liquens consiste na produgio especifica de um tnico
carboidrato pela alga, a partir da fotossintese, cuja transferéncia ao micobionte é rdpida, e
em quantidade substancial para transformacdo e actimulo. Os produtos do metabolismo
primdrio sdo processados e, a partir do metabolismo secunddrio, sdo produzidas as
substancias liquénicas, as quais sd@o quase que na totalidade fendlicas. Dentre elas, pode-se
destacar os 4cidos alifdticos, depsideos, depsidonas, benzil ésteres, antraquinonas,
terpendides e derivados do 4cido pulvinico, como sendo as principais classes de compostos
advindos dos liquens (MAKOTO, et al.,1979; SILVA, 2006).

A producdo de metabdlitos secunddrios, denominados substancias liquénicas ou
acidos liquénicos, vem sendo fonte de diversos trabalhos publicados na literatura (LIRA et
al., 2009; SIQUEIRA-MOURA et al., 2008). A pesquisa sobre estas substancias comegou
com os alemdes Hesse (1898), Zopf (1905) e Fischer (1913), mas recebeu maior atencao
dos japoneses Asahina (1954) e Shibata (1957), que desenvolveram métodos mais
simplificados e especificos de extra¢do destes metabdlitos (HONDA, 1998). Mais tarde,
Culberson (1972), bem como Legaz (1983), desenvolveram técnicas cromatograficas para
separacdo e identificacao de substancias liquénicas (GALLOWAY, 1996).

O 4cido 1usnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3(2H,9bH)-dibenzo-
furandione; C;sH607] (Figura 5) é um composto derivado do metabolismo liquénico e
desempenha importante papel bioldgico, conferindo aos liquens protecdo contra
microorganismos invasores e raios UV. E particularmente abundante em géneros como o
Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina e Evernia e apresenta duas formas
enatiométricas: (+)-dcido usnico e (-)-4cido usnico (BAZIN et al, 2008;

INGOLFSDOTTIR et al., 1998; SIQUEIRA-MOURA et al., 2008).

31



Figura 2. Estrutura molecular plana do dcido dsnico

(INGOLFSDOTTIR et al., 1998)

Viérios desses 4cidos liquénicos tém sido estudados do ponto de vista
farmacolégico (MELO et al., 2008; SIQUEIRA-MOURA et al., 2008). Sabe-se,
atualmente, que o 4cido udsnico atua como um agente antitumoral potente, além de
apresentar atividade antibidtica, antiprotozoal, antihistaminica e antiviral, sendo usado em
cremes antissépticos encontrados, com frequéncia, no comércio europeu como "Usno" e
"Evosin" (COCCHIETTO et al, 2002, HUNECK; YOSHIMURA, 1996;
INGOLFSDOTTIR, 2002).

No que diz respeito a atividade antiproliferativa do 4cido dusnico, Bazin e
colaboradores (2008) mostraram que, tanto a forma (-) quanto a (+) do 4cido, apresentam
in vitro moderada a forte citotoxidade contra células cancerigenas em humanos, além de
induzir apoptose das células de leucemia. Esses resultados sdo semelhantes ao encontrado
por Takai et al. (1979), em seu estudo sobre derivados do 4cido dsnico, como potencial
agente antineoplasico. Cardarelli et al. (1997) avaliaram a acdo antiproliferativa do (+)-
acido usnico frente as linhagens de leucemeia humana (k-562) comprovando sua eficécia.

A literatura atual apresenta diversos relatos da atividade antibidtica do acido tsnico
(COCCHIETTO et al., 2002; SAENZ et al., 2006; WECKESSER et al., 2007). Uma
avaliacdo da atividade antimicrobiana realizada por Ingélfsdottir ef al. (1998), com cinco
compostos diferentes oriundos de liquens, mostrou que o dcido Usnico apresentou
atividade contra o Mycobacterium aurum. Ele também apresentou atividade contra
Streptococcus mutans, isolado de lesdes dentdrias, diminuindo o nimero de unidades
formadoras de coldnias e agindo seletivamente no crescimento dos microorganimos em
voluntdrios que usaram o creme dental contendo o d4cido (GRASSO et al., 1989).

Carvalho e colaboradores (2005) estudaram a eficacia do acido usnico extraido da
Cladonia substellata sobre Trypanosoma cruzi em testes in vitro e verificaram que o dcido

mostrou atividade frente as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas a partir
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dos danos causados a mitocondria e cinetoplasto. A atividade antiinflamatéria do acido
usnico foi demonstada por Vijayakumar e colaboradores (2000) em um estudo de edema
de pata em ratos. Odabasoglu e colaboradores (2006) mostraram que o dcido usnico
apresentou atividade como protetor gastrico no modelo de inducdo de tulcera gastrica por
indometacina. Os efeitos citopaticos dos herpes virus simples tipo I foram inibidos in vitro
quando células de rins de macaco infectadas foram tratadas com (+) dcido dsnico (PERRY
etal., 1999).

Como mostrado anteriormente o 4cido usnico apresenta propriedades bioldgicas
promissoras para o tratamento de feridas, como atividade antimicrobiana e
antiinflamatéria. Contudo, essas atividades terapéuticas tornam-se limitadas, pois o
metabodlico liquénico possui caracteristicas fisico-quimicas desfavovaveis, como baixa
solubilidade em dgua, sendo imprescindivel o desenvolvimento de um sistema de liberagao
capaz de viabilizar a administra¢do do 4cido tsnico em uma formulagdo que melhore sua

solubilidade, bem como, otimize a dose terapéutica.

2.5 LIPOSSOMAS

O beneficio terapéutico dos varios medicamentos administrados na forma
tradicional €, algumas vezes, limitado pelas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
como solubilidade, por exemplo. Através do desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada e sistemas de vetorizacdo de farmacos, € possivel melhorar algumas dessas
propriedades, otimizando os efeitos terapéuticos e favorecendo sua utiliza¢do clinica
(TORCHILIN, 2005).

Nos ultimos anos, novas tecnologias farmacéuticas tém sido desenvolvidas no
sentido de promover a otimizacdo de fadrmacos visando, principalmente, aumentar a
estabilidade, a solubilidade e reduzir efeitos colaterais, tornando a utiliza¢do terapéutica
mais segura e eficiente. Além disso, sistemas de vetorizacao de farmacos para atuarem em
sitios especificos também vém sendo alvo de intimeras pesquisas (SANTOS;
CASTANHO, 2002).

O primeiro modelo de um sistema de direcionamento de transporte de farmacos foi
proposto no século XX por Paul Ehrlich, no qual o farmaco era ligado ao transportador e
exibia atividade farmacoldgica apenas no tecido alvo (mecanismo de especificidade). Esse

fato possibilitou a redu¢do dos efeitos indesejaveis em outros tecidos, e reduziu a dose
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administrada em virtude da maior eficiéncia no sitio de acdo (SANTOS; CASTANHO,
2002).

Segundo Brangham (1995), as primeiras pesquisas utilizando lipossomas com essa
finalidade datam hd mais de 30 anos. Elas tinham, como objetivo, investigar as
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de membranas artificiais formadas por compostos
anfifilicos em solucdes. Os lipossomas podem ser definidos como vesiculas microscépicas
de tamanhos variados, compostos de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas,
separadas por um meio aquoso. Eles podem encapsular substancias hidrofilicas e/ou
lipofilicas, sendo que as primeiras ficam no compartimento aquoso (caudas hidrofébicas
dos lipidios voltadas para o interior) e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas na membrana
(cabegas polares direcionadas para o exterior da bicamada) mantendo contato com a fase
aquosa (Figura 2) (ARAUJO et al, 2003; BATISTA er al, 2007). Por serem
biodegraddveis, biocompativeis € ndo imunogénicos os lipossomas sdo altamente versateis
para utilizacdo em pesquisa e na terapéutica (SANTOS; CASTANHO, 2002).

Os fosfolipideos sao compostos de origem natural ou sintética e representam os
principais componentes das membranas celulares. Os lipideos mais utilizados nas
formulagdes de lipossomas sdo os que apresentam uma forma cilindrica como as
fosfatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que tendem a formar
uma bicamada estavel em solucdo aquosa. As fosfatidilcolinas sdo as mais empregadas em
estudos de formulacdo de lipossomas, pois apresentam grande estabilidade frente a

variacdes de pH ou da concentracdo de sal no meio (BATISTA et al., 2007).
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Figura 3. Caracteristicas estruturais dos lipossomas

(Frézard et al., 2005)
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Durante muito tempo, a classificacdo estrutural dos vdrios tipos de lipossomas
carecia de uniformizacdo e coeréncia, o que originou alguma confusio na literatura desta
area. Devido, em parte, a falta de uma correta caracterizacao das diversas estruturas, o tipo
de lipossoma era indicado pelo seu processo de preparacdo (sonificacdo, congelacdo e
descongelacdo, evaporagdo em fase reversa), pelo nome do investigador que caracterizou,
pela primeira vez, o seu processo de preparacio (“Banghamossomas”,
“Huangomossomas”) ou, simplesmente, omitido. A partir do inicio da década de 80, foi
definitivamente adotada uma nomenclatura para os lipossomas baseada no seu nimero de
bicamadas lipidicas (lamelas) e tamanho (SANTOS; CASTANHO, 2002).

Segundo Aradjo e colaboradores (2003), a natureza da interac@o entre os lipidios, a
composi¢do quimica, o tamanho, o nimero de bicamadas e o método de preparacdo
caracterizam os lipossomas.

A classificagdo dos lipossomas de acordo com a composi¢do quimica pode ser
agrupada de duas formas: lipossomas de primeira geracdo (convencionais) e o de segunda
geracdo (sensiveis ao pH, catidonicos, furtivos e direcionados). Os convencionais
caracterizam-se pela ripida captura dos macréfagos do sistema de defesa mononuclear
fagocitdrio. Os lipossomas sensiveis ao pH sdo utilizados para liberar o fairmaco no
citoplasma ou no tecido intersticial de células tumorais, visto que o pH desse meio é
reduzido, comparado com o pH fisiolégico normal; os lipossomas catiOnicos sao
apropriados para carrear macromoléculas de carga negativa; os furtivos t€m capacidade de
fugir da agdo fagocitica dos elementos sanguineos; e os direcionados agem em células
especificas (BATISTA et al., 2007; XIONG et al., 2005).

Outra classificacdo € quanto ao nimero de bicamadas, podendo formar vesiculas
multi (MLV) ou unilamelares (LUV), que influenciam diretamente na absorcao,
distribuicao e eliminacdo dos fairmacos encapsulados (Figuras 3 e 4). Eles podem formar
vesiculas unilamelares (pequenas ou grandes), sendo caracterizadas como lipossomas
unilamelares pequenos - SUV (small unilamellar vesicles) menores que 100 nm e
lipossomas unilamelares grandes - LUV (large unilamellar vesicles) maiores que 100 nm,
ressaltando ainda as vesiculas multilamelares — MLV (multilamellar vesicles) maiores que
1 um. O tamanho do lipossoma influencia na biodistribui¢do, pois lipossomas menores que
120 nm atravessam rapidamente os capilares, enquanto que lipossomas maiores (com cerca
de 200 nm ou mais) tendem a permanecer no local de administracdo (BATISTA et al.,

2007).
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Figura 4. Representacdo esquemadtica da organizacdo de um Lipossoma Unilamelar (LUV)

(ARAUJO et al., 2003).

Moléculas hidrossollveis

I Moléculas lipossoluveis

T Moléculas anfipaticas

Figura 5. Direcionamento da encapsulaciao de drogas em um Lipossoma Multilamelar
(MLV): Moléculas hidrossoliveis, lipossoliveis e anfipaticas

(ARAUJO et al., 2003)
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Os métodos de preparacdo dos lipossomas variam de acordo com o objetivo da sua
utilizacdo, uma vez que cada método forma um tamanho especifico de lipossoma.
Utilizando como método de preparacdo o ultra-som, a extrusdo, a microfluidificacio e a
injecdo de solug¢do etandlica de lipidios, obtém-se vesiculas unilamelares pequenas
(menores 100 nm), no entanto, utilizando a hidratacdo do filme lipidico, a desidratacdo-
reidratacdo, o congelamento-descongelamento e a evaporagcdo em fase-reversa, obtém-se
vesiculas multilamentares (maiores 1 um) (CHRAL et al., 2002; SIQUEIRA-MOURA et
al., 2008).

Os lipossomas s3o amplamente utilizados como veiculo em férmulas
dermocosméticas, apresentando, como vantagem, o transporte de substancias hidro e
lipossoliveis, a alta afinidade pelas membranas bioldgicas, a biocompatibilidade e
biodegradacgdo. Eles tém sido empregados na prevengao da queda de cabelos, promog¢ao do
crescimento capilar, desacelera¢do do processo de envelhecimento da pele, clareamento da
pigmentagdo cutinea e prevencdo e tratamento da lipodistrofia ginéide. (CHORILLI et al.,
2004).

A aplicacdo dos lipossomas foi relatada por Mourao e colaboradores (2005) que
avaliaram a eficiéncia do praziquantel (PZQ), farmaco de primeira escolha no tratamento
da esquistossomose, encapsulado em lipossomas no tratamento de camundongos BalbC
infectados com S. mansoni. Os resultados mostraram que os lipossomas contendo PZQ
foram mais eficazes na reducdo de vermes quando comparada com o farmaco livre. Melo
e colabordores (2003) comprovaram a habilidade dos lipossomas em aumentar a eficicia
do tartarato de antimonio e potdssio (tartaro emético) contra infec¢do com S. mansoni.

Ribeiro-Costa e colaboradores (2004) avaliaram a atividade antitumoral in vitro do
acido usnico livre e em microesferas contra o Sarcoma-180 e o carcinoma epiderméide de
laringe (HEp-2). Eles observaram que a inibicdo do tumor ocorreu com maior eficicia
quando o 4cido usnico foi encasulado. Lira e colaboradores (2009) observaram que o uso
do complexo 4cido dsnico/lipossoma pode ser uma estratégia alternativa para superar a

baixa solubilidade do dcido em dgua e manter a sua atividade antimicrobiana.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the physical-chemical properties of collagen
(CL) and usnic acid/collagen-based (UAC) films, using differential thermal analysis
(DTA), thermogravimetry (TG/DTG), infrared spectroscopy (FTIR), and scanning electron
microscopy (SEM). Both films were prepared by casting process using polyethylene glycol
1500 (PEG 1500) as plasticizer. In the spectrum of UAC, similar bands of the usnic acid
are observed, indicating that the polymerization (film formation) did not affect the stability
of the drug. Distinctly, DTA curve of UAC did not show an endothermic peak at 201°C,
indicative that the drug was incorporated into the polymeric system. These results were
corroborated by the scanning electron microscopy (SEM). The TG/DTG curves of UAC

presented a different thermal decomposition profile compared to the individual compounds
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and CL. These findings suggest the occurrence of molecular dispersion or solubilization of

the drug in the collagen film.

Keywords: Casting, biodegradable films, usnic acid, collagen, thermal characterization.
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Introduction

Natural polymers have been increasingly studied for controlled-release applications
due to their biocompatibility and biodegradability. Materials such as hyaluronic acid [1],
fibrin [2], fibrinogen [3], and collagen [4] have been tested as carries for drug delivery
systems [5]. Collagen is a potentially useful biomaterial since it is a major constituent of
connective tissue. The main applications of collagen as drug delivery systems are collagen-
shields in ophthalmology, sponges for burns/wounds, and liposomes-collagen associations
for transdermal and sustained drug delivery [6-8].

Formulations such as ointments and wound dressings have been developed for the
treatment of severe skin wounds or ulcers including bedsores and burn wounds [9-10].
These studies generally involved the development and/or the physical characterization of
the materials [11-12]. In this regard, a better understanding of the physical properties of
films is of great importance for subsequent applications of these materials. Physical
properties are strongly affected by the state of the material: for example, in the glass state
the material will be hard and rigid, but in the rubbery state it will be flexible and
extendible. Besides, some studies have been carried out in order to incorporate bioactive
compounds into collagen-based films, so that such films could work as drug controlled
release within target tissues [13-14].

As previously reported, usnic acid is one of the most common and abundant lichen
metabolites with interesting antibiotic [15], anti-inflammatory [16], antiprotozoal [17],
antitumoral [18], larvicidal [19], antipyretic and analgesic [20] activities. The aim of the
present study was to prepare a collagen-based film constituted of usnic acid-loaded
liposomes and to evaluate its physico-chemical properties using differential thermal

analysis (DTA), thermogravimetry/derivative thermogravimetry (TG/DTG) and infrared
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spectroscopy (FTIR). Films were also characterized regarding microstructure using

scanning electron microscopy (SEM).

Experimental

Materials

Usnic acid, 2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimetyl-1,3(2H,9bH)-dibenzeno-
furandione, was isolated from Cladonia substellata Vainio collected in March, 2006, in the
Itabaiana county, Sergipe-SE, Brazil. Lichen sample was identified by M.P. Marcelli
(Botanical Institute of Sao Paulo-SP, Brazil), where a voucher specimen was deposited
(Deposit #SP393249). All chemicals were of reagent grade. The collagen was prepared

according to the method proposed by Cardoso, 2005 [21].

Extraction and purification of usnic acid
Air-dried lichen (300 g) was extracted with diethyl ether in a Soxhlet apparatus and
the precipitate formed on cooling collected, recrystallised from ethanol, yielding 330 mg

usnic acid [22].

Films preparation

Collagen-based (CL) films were prepared by casting method using collagen
dispersion (2%) in 0.5 M acetic acid with 20% of plasticizer (polyethylene glycol-PEG
1500 Isofar Lot. 021423) in relation to the polymer dry weight. This dispersion was casted
onto a clean rimmed perspex plate and allowed to dry at room temperature in order to
obtain the films.

Usnic acid-loaded liposomes were prepared by conventional rotary evaporation

method. Briefly, phosphatidylcholine (Lipoid GMBH 75% Lot 776095-1) was dissolved in
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an appropriate volume of chloroform according to the ratio phosphatidilcoline/usnic acid
18:1 w/w. The mixture was dried to a thin lipid film using a rotary evaporator. This film
was kept in desiccator for at least 24 h until the organic solvent was totally eliminated.
Then, the lipid film was hydrated and dispersed in water, under vigorous magnetic
agitation, promoting the formation of the multilamellar vesicles (MLV). Small unilamellar
vesicles (SUV) were prepared by probe sonication of the MLV dispersion. After this
procedure, the usnic acid-loaded liposomes were mixed with collagen dispersion (2% in
0.5 M acetic acid with 20% of collagen:PEG1500 w:w) in the ratio 1:4 (v/v) in order to

obtain the usnic acid/collagen-based films (UAC).

Farticle size distribution and (-potential measurement

The particle size and surface change potential of usnic acid-loaded liposomes were
determined using Zetasizer® (Nano-ZS90, Malvern Instruments, United Kingdom), at
25°C. Samples of liposomes were diluted in water (1:10) for an effective particle count.
The distribution and the mean diameter of particles, as well as their standard deviation and
poliydispersity index (PDI) were assessed. The surface change of usnic acid-loaded
liposomes was determined by measurement of the zeta potencial ({) by electrophoresis

after dilution of liposomes in water, using the same apparatus.

Thermal analysis

TG/DTA curves were obtained in a TA instruments model SDT 2960 Simultaneous
using platinum crucibles with about 5 mg of samples, under dynamic nitrogen atmosphere
(100 mL.min™") and heating rate of 10°C.min™" in the temperature range from 25 to 900°C.
The DTA cell was calibrated with indium (m.p. 156.6°C; AHg, = 28.54 J .g'l) and zinc
(m.p. 419.6°C). TG/DTG was calibrated using a CaC,0,.H,O standard in conformity to

ASTM.
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Infrared spectroscopy
The infrared absorption data was obtained in the range 4000 - 400 cm™ in KBr

pellets using a FTIR-Bomen spectrophotometer model MB-120 at room temperature.

Scanning electron microscopy
The dried films were mounted on aluminum stubs, coated with a thin layer of gold
and visualized with a JEOL Model JSM-6360-LV scanning electron microscope, at an

accelerated voltage of 20 kV.

Results and discussion

Collagen and UA-loaded liposome showed to be a very interesting material for the
development of films. The mean of the vesicles was 70 nm and the surface charge 11.8 +
7.19 mV. The process developed here, produced films slightly yellowish with moderate
opacity and good flexibility. The presence of phosphatidylcholine and collagen of its
formulation provide it with better properties if compared with other films.

DTA curve of usnic acid showed an endothermic event between 192-230°C with a
well-defined peak at 201°C corresponding to the melting point of the drug (Fig. 1a).
Furthermore, the DTA curve showed an exothermic event caused by thermal
decomposition of the examined sample. This second event had a peak at 273.3°C. TG
curves showed an event of fast mass loss occurring in the range of 230 to 350°C (Fig. 2a),
as well as further slow mass loss in the range of 350 to 900°C, which is usually attributed
to the elimination of carbonaceous material.

As seen in Fig. 1b, the CL sample showed a major endothermic transition in the
DTA curve between 30 and 80°C corresponding to its dehydration (unbound water).

However, this event was also seen in the TG curve (Fig. 2b) where a humidity loss of
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about 10.24% was detected. This film showed a thermal stability region between 80 and
175°C, and an endothermic event indicated by a broad peak at 303°C, corresponding to the
thermal decomposition of this material. This result was confirmed by TG curve.

TG/DTG curve of UAC showed four weight loss events at the following
temperature ranges and weight loss percentages: 25-96°C, 150-381°C, 381-516°C and
516-880°C (Fig. 2c). The first event is related to the superficial water releasing. The
second and third events correspond to the thermal decomposition process followed by
carbonization. The last event is related to the carbon material elimination. DTA curve
showed an endothermic peak between 147-371°C, corresponding to the first step of thermal
degradation of usnic acid-collagen (Fig. 1c¢). In addition, the melting peak of usnic acid at
201°C was not observed, indicating absence of free usnic acid. It was noted that UAC has a
different thermal decomposition profile compared to the CL indicating that usnic acid was

effectively loaded into the membrane.

INSERT FIGURE 1 AND 2

The FTIR spectra of free usnic acid, CL and UAC are shown in Figure 3(a-c),
respectively. The usnic acid spectrum (Fig. 3a) showed a 1690 cm™ band corresponding to
a conjugated cyclic ketone group. Weak bands at 1715 and 1678 cm™ in the infrared
spectrum are assigned to the v(C=0) non-conjugated cyclic ketone and the non-aromatic
methyl ketone, respectively. Conjugation, electron donating ring substituents and possible
intra-molecular hydrogen-bonding, all contribute to the lower wavenumber position of the
aromatic methyl ketone to 1628 cm™. It is also possible to assign the antisymmetric and
symmetric v(COC) aryl alkyl ether modes to bands at approximately 1283 and 1072 cm™,
respectively. In the spectrum of UAC (Fig. 3c), similar bands of the usnic acid are

observed, indicating that the film formation did not affect the stability of the drug.

45



INSERT FIGURE 3

The microstructures of CL and UAC analyzed by SEM are presented in Fig. 4. Both
films presented a dense structure, typical of protein films, as has been previously reported
for films prepared with amaranth proteins [23]. The microstructure of the cross-sectional
area of the films revealed that CL structure was dense, with a fibrous formation parallel
arranged in relation to the film surface. Notwithstanding, some porous formation was also
detected (Fig. 4 and 5), although these cavities seem to be closed porous. The surface and

cross-sections of UAC film shows non-homogeneities when to compare with CL.

INSERT FIGURE 4 AND 5

Conclusion

According to the data presented in this study, it was possible to assert that the usnic
acid molecules were encapsulated by liposomes and incorporated into the polymeric
system as demonstrated in the analysis of the DTA and TG/DTG curves. Furthermore,
similar bands of the usnic acid were observed in the IR spectrum of UAC, indicating the
presence of the drug in the system. Nevertheless, further studies are required in order to
evaluate whether these in vitro models can be used to characterize usnic acid release from

collagen-based films.
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FIGURE CAPTION

Fig. 1. DTA curves of a) usnic acid, b) collagen film and c) usnic acid-collagen film
obtained in heating rate of 10°C.min"' under dynamic nitrogen atmosphere (50 mL.min™).
Fig. 2. TG curves of a) usnic acid, b) collagen film and c) usnic acid-collagen film
obtained in heating rate of 10°C.min"' under dynamic nitrogen atmosphere (50 mL.min™).
Fig. 3. IR spectra of a) usnic acid, b) collagen film and c) usnic acid-collagen film.

Fig. 4. SEM photographs of surface of (a) collagen membrane and (b) usnic acid-collagen.
Fig. 5. SEM micrographs of cross-sections of of a) collagen membrane and (b) and usnic

acid-collagen films.
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Desenvolvimento de um método analitico por
espectrofotometria UV para a quantificacao de acido asnico em

filmes bioativos de colageno

Paula Santos Nunesl, Douglas Costa de J esusl, Francilene Amaral Silval, Adriano Antunes

de Souza Aratijo’

'Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe, Av. Marechal Rondon,

s/n, Cidade Universitaria, Sdo Cristovao-SE, Brasil, CEP 49000-100

Acido iisnico (AU) é um metabdlito secunddrio proveniente de liquens que tem
demonstrado importantes atividades biologicas, tais como: antimicrobiana, antiviral,
antiproliferativo e antiiflamatoria. O Coldgeno é um dos biomateriais mais utilizados
tendo vdrias aplicagoes como sistema de liberacdo de farmacos. O objetivo desse estudo
foi desenvolver e validar um método quantitativo por espectrofotometria no ultravioleta
para quantificacdo de AU em filmes bioativos de coldgeno. Os pardmetros de validagdo
foram determinados de acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (RDC 899 de 29/05/2003, ANVISA). A especificidade
revelou que os excipientes na formulacdo ndo interferem com as andlises. A faixa de
linearidade foi de 8 a 10 ug/mL e apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,9994. O
método apresentou excelente repetibilidade (C.V. < 1,0%). A exatiddo apresentou média
percentual de recuperacdo de 100,4%. O método mostrou-se robusto para a variagcdo de
temperatura e solvente. Os valores dos limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,109
e 0,364 ug/mL, respectivamente. A taxa total de recuperacdo do analito nos filmes
apresentou valores entre 1004 e 82,3%. Os resultados sugerem que o método é

reprodutivel e pode ser utilizado para quantificacdo de AU em formulacoes farmacéuticas.

Unitermos: Acido usnico, filmes bioativos, coldgeno espectrofotometria no ultravioleta,

validagao.
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ABSTRACT

Development of a UV-spectrophotometric analytical method for the determination of

usnic acid in collagen films

The secondary lichen metabolite usnic acid (UA) has demonstrated pharmacological
potential effects such as antimicrobial, antiviral, antiproliferative and anti-inflammatory
activities. Collagen is one of the most useful biomaterial with various applications as drug
delivery systems. The aim of this study was to develop and validate a quantitative method
UV spectrophotometric for determination of UA levels in collagen films. The validation
parameters were assessed according with National Agency for Sanitary (ANVISA). The
specificity revealed that the excipients in the formulation did not interfere with the
analysis. The linearity in the range of 2-10 ug/mL presented a correlation coefficient of
0.9994. The method showed excellent repeatability (R.S.D. < 1,0 %). The accuracy,
revealed a mean percentage recovery of 100,43 %. The method was robust for the
variation of temperature and solvent. The detection and quantization limits were found
0,109 and 0,364 ug/mL. The total rate recovery of the analyte film showed values between
100.4 and 83.2%.

UNITERMS: Usnic acid/determination. Collagen films. Ultraviolet Spectrophotometry.

Quantitative analysis/method’s validation.
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INTRODUCAO

O 4cido usnico é um metabdlito secunddrio presente em algumas espécies de
liquens (Ahmajiaw, 1995) (Figura 1). Esse composto apresenta diferentes propriedades
biologicas com potencial terapéutico como, por exemplo: atividade antibidtica
(Ingolfsdottir et al., 1998), antiviral (Scirpa et al., 1999), antitumoral (Kupchan et al.,
1975), analgésica, antipirética (Okuyama et al., 1995) e antiprotozodria (Fournet et al.,

1997).

CH,

0 CH;

Figura 1. Estrutura molecular plana do dcido dsnico

Estudos tém demonstrado que o dcido tsnico possui um potencial antiinflamatério
(Vijayakumar et al., 2000) e cicatrizante (Jin et al., 2005), o que estimula a busca por
novos materiais para esta finalidade. Alguns biomateriais, como o coldgeno, funcionam
como promotores de liberagdo controlada de farmacos (Helary et al., 2006; Lee et al.,
2001). Filmes bioativos de coldgeno t€ém sido um dos materiais mais estudados para
reparar danos ou traumas quimico-mecanicos, devido a sua biocompatibilidade e sua
capacidade para promover a cicatrizagao de feridas (Bernales et al., 2004).

Neste estudo, foram obtidos filmes bioativos de coldgeno contendo 4cido tsnico
incorporado no sistema com a finalidade de aplicacdo terapéutica para o reparo cicatricial
de pacientes acometidos por queimadura de primeiro e segundo graus severos. Esses

sistemas de liberagdo sdo concebidos para obter niveis de concentracdo tecidual de
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farmacos de forma controlada, atingindo o efeito terapéutico desejado e evitando possiveis
reacOes toxicas inerentes ao composto (Lee er al., 2004). Nesta perspectiva, uma das
etapas primordiais para o desenvolvimento de um medicamento € assegurar que ele
apresente caracteristicas desejaveis para sua finalidade. Desta forma, este trabalho teve por
objetivo desenvolver e validar uma metodologia analitica para quantificar o 4cido usnico
presente em filmes bioativos de coldgeno, utilizando espectrofotometria no ultravioleta. O
objetivo da validacdo € demonstrar que o método € apropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa do
farmaco (Randau er al., 2005). A validacio deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a

confiabilidade dos resultados (Brasil, 2003).

MATERIAL E METODOS

Reagentes e Amostras

Para desenvolver e validar o método analitico, foi utilizado metanol (FMAIA) e
cloroférmio (ISOFAR). A substancia quimica de referéncia, dcido dsnico, foi adquirida na

Sarsyntex (6168 F 33701).

Equipamentos

Todas as andlises para o doseamento de 4cido usnico foram realizadas em
espectrofotometro Shimadzu, UV1800 no comprimento de onda entre 225 e 400 nm,

utilizando diluicao adequada da solugdo estoque padrao em metanol.
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Biofilmes de colageno contendo acido usnico incorporado em lipossomas

Os filmes bioativos foram produzidos no Laboratério de Ensaios Farmacéuticos e
Toxicidade (LEFT) da Universidade Federal de Sergipe. O método utilizado para
preparacdo do mesmos foi descrito por Nunes et al. (2009) (In press). Utilizaram-se filmes
obtidos com plastificante propilenoglicol, e preparados em trés diferentes concentragcoes

(3, 6 e 12 mg) de acido usnico. Esses filmes foram cortados em unidades de 1 cm’.

Solu¢ao padriao de acido dsnico

A solugdo estoque padrdao foi obtida pesando 5,0 mg de 4cido usnico, que foi
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e solubilizado com metanol, utilizando,
apos isso, a sonicacdo. Esta solucdo foi aquecida em banho-maria a 40°C até completa
solubilizacdo do farmaco. A concentragdao final de 4cido usnico foi de 0,05 mg/mL.
Dilui¢bes apropriadas da solugcdo estoque padrdo foram efetuadas com metanol para

execuc¢do do estudo de validacao.

Validacao do Método Analitico

Os parametros de validacdo: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao,
robustez, limite de deteccdao (LD) e limite de quantificagdo (LQ) foram avaliados segundo
as normas da resolucdo n°899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA).

Especificidade e Seletividade

A especificidade foi determinada para que o dcido usnico fosse medido exatamente

na presenca dos demais componentes da formulagdo do biofilme. O ensaio de
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especificidade e seletividade foi conduzido com os extratos metandlicos dos biofilmes (que
continham em sua formulacao coldgeno, plastificante e lipidio), além do componente ativo

acido usnico.

Linearidade

A linearidade foi estabelecida pela média de trés curvas padrao auténticas, as quais
foram obtidas em cinco niveis de concentracdes diferentes de dcido dsnico: 2, 4, 6, 8 e 10
pg/mL. A faixa de variacdo correspondende foi de 33,3 a 166,6% da concentragdo teste.
Cada concentragdo foi determinada em triplicata pela curva padrdo. A linearidade foi
avaliada através da andlise de regressao linear, utilizando ajuste dos dados pelo método
dos minimos quadrados. Para avaliar numericamente a qualidade do ajuste do modelo,

utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) com teste unilateral, p < 0,05.

Precisao

Para o estudo de precisdao foi utilizada a concentracdo de 6,0 ug/mL do acido
usnico (concentragdo teste) determinada em solucdes diferentes (n = 9). Os resultados

obtidos foram avaliados utilizando médias, desvios padrao e coeficientes de variacao.

Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo método de recuperacdo do analito adicionado em
quantidades conhecidas a partir de solucdo extraida do filme bioativo contendo lipidio,
coldgeno e plastificante (propilenoglicol) em trés concentragdes diferentes: 4, 6 e 8 ug/mL,

correspondendo, respectivamente, a 66,6, 100 e 133,3% da concentragdo teste. Todas as
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amostras foram preparadas em triplicata (n=9). O coeficiente de variagdo e a porcentagem

de recuperagao foi utilizada para avaliar a exatidao definida como:

Exatiddo = (concentragdo experimental obtida / concentragdo tedrica) x100

Robustez

A robustez do método proposto foi verificada pela variagdo de temperatura durante
a andlise (4 e 25°C) e pela mudangca do fabricante do metanol (QEEL e FMAIA,
denominado por A e B, respectivamente). A concentracdo de 6 pg/mL de 4cido dsnico foi
determinada em 12 ensaios diferentes. A avaliacdo da robustez foi realizada pela andlise
dos coeficientes de variagdo entre as médias obtidas, utilizando-se o teste de Student (teste

bilateral, p < 0,05).

Limite de Deteccao (D) e Limite de Quantificaciao (LQ)

Os limites de deteccdo (a) e quantificacdo (b) foram determinados
matematicamente a partir da curva analitica resultante da média das trés curvas analiticas.
O célculo para determinar os valores correspondentes ao LD e LQ, baseou-se no desvio-
padrao residual da linha de regressdo e sua relacdo com a inclinacdo da reta (coeficiente
angular) na curva analitica, seguindo as relacoes:

LD = (D.P/I) x 3,3 (a)
LQ = (D.P/I) x 10 (b)
Onde,
D.P.: desvio padrdo do intecepto com o eixo Y;

I: valor da inclinacdo da curva analitica.

60



Extracao e doseamento do acido dsnico a partir dos filmes bioativos

Cada filme foi colocado em um tubo de ensaio contendo 10 mL de uma solucgdo 3:1
(cloroférmio/metanol). A partir dai, cada tubo foi submetido a agitacdo em vortex durante
cinco minutos e, depois, submetido a sonicagdo durante cinco minutos para liberar o
conteddo do 4cido usnico incorporado. Em seguida foram feitas dilui¢des adequadas para
que as solugdes fossem analisadas por espectrofotometria. Todas as amostras foram

realizadas em triplicata para cada biofilme.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Especificidade

Na Figura 2, pode-se observar o espectro de varredura do 4cido tsnico, dissolvido
em metanol, na faixa compreendida entre 225-400 nm, sendo evidenciado apenas uma
banda de absor¢do médxima em 290 nm, corroborando com relatos prévios (Huneck et al.,
1996). Pode-se verificar também o espectro da solucdo extrativa dos filmes bioativos de
coldgeno sem o farmaco, apresentando absorbincia maxima em 231 nm. Com isso, foi
confirmado que € possivel quantificar especificamente o 4cido uUsnico incorporado no

filme.
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Figura 2. Espectro de varredura entre 225 e 400 nm, mostrando a especificidade do
método construido separadamente com o 4cido dsnico € com os outros componentes do

biofilme. [ Abs] = absorbancia.

Linearidade

Os dados das curvas analiticas do acido usnico, resultantes da média de trés curvas
padrao (Figura 3), mostrou linearidade na faixa de 2 a 10 pg/mL. A andlise de regressao

linear (Tabela 1) apresentou a seguinte equacdo da reta (Eq. 1):
Absorbancia = 0,08636 x [AU] (ug/mL) - 0,00622 (Eq. 1)

O coeficiente de correlacao foi de 0,9994, significando que 99,94% da variagdo
total em torno da média € explicada pela regressado linear, com os residuos (erro) de apenas
0,06%. O teste unilateral de andlise de varidncia (ANOVA) avaliou a qualidade do ajuste
do modelo linear. Com a andlise de linearidade, a regressdo demonstrou-se altamente
significativa, bem como ndo foi evidenciada a falta de ajuste do modelo, uma vez que, os
valores de F calculados foram menores do que os valores de F criticos no nivel de 95% de

confianca (Tabela 1).
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Figura 3. Curva de calibrag¢do construida com &cido dsnico (2 a 10 pg/mL) a 290 nm, em

que a equagao linear média obtida foi y= 0,08636x - 0,00622. [Abs] = Absorbancia.

TABELA 1. Dados da curva analitica do acido dsnico.

Concentracao calculada de

acido asnico (+D.P.)*

Concentracido de acido Valor médio de
usnico (pg/mL) absorbancia (xD.P.)*

2 0,168 £+ 0,002

4 0,339 £ 0,003

6 0,510 £ 0,008

8 0,684 £ 0,013

10 0,857 £ 0,013

2,014 £ 0,020
3,987 £ 0,020
5,987 £ 0,029
8,004 = 0,025
10,008 £ 0,040

*D.P. = desvio-padrdo da média.

Precisao

A precisdo foi avaliada pelo estudo de repetibilidade, o qual apresentou um

coeficiente de variacao de 0,32%, portanto, menor que o valor maximo exigido de 5%

(Tabela 2).
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TABELA 2. Resultados do estudo de repetibilidade do método de dosagem do 4cido

usnico em espectroscopia UV.

Dados Estatisticos Absorbancia (290 nm) Concentracao (ng/mlL)
0,513 6,012
0,518 6,070
0,516 6,047
0,515 6,035
0,516 6,047
0,515 6,035
0,516 6,047
0,518 6,070
0,514 6,023
Média 0,515 6,042
D.P. 0,002 0,019
C.V. (%) 0,321 0,320

*D.P. = desvio-padrao; C.V. = coeficiente de variacdo

Exatidao

A exatiddo foi verificada para trés niveis de concentracdo: baixa, média e alta. Os
dados experimentais obtidos revelaram média de recuperacdo do analito de 100,43% e
maior coeficiente de variagdao de 0,923% (Tabela 3). Os resultados do estudo de exatidao
demonstram que pequenas variagdes da concentragdo de 4cido usnico podem ser
prontamente quantificadas pelo método com exatidao, além de nao haver interferéncia dos

excipientes do filme no doseamento do produto final.
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TABELA 3. Resultados da exatiddo para trés niveis de concentracdes diferentes de dcido

asnico.

Concentracao de acido usnico (ng/mL) Dados estatisticos

Tedrica Experimental Média D.P. C.V.(%)
4 4,043 4,032 3,974 4,016 0,037 0,923
6 6,047 6,035 6,023 6,035 0,012 0,198
8 8,038 8,015 8,027 8,026 0,011 0,137

*D.P. = desvio-padrao; C.V. = coeficiente de variacdo

Robustez

A variagdo da temperatura de andlise ndo afetou a absorbéancia do 4cido usnico. As
concentracoes médias obtidas para as andlises das solugdes acondicionadas nas
temperaturas de 4 e 24°C foram de 5,985+0,03 pg/mL e 6,065+0,05 pg/mL,
respectivamente. A mudanca da fonte fornecedora de metanol resultou em concentragdes
médias de 6,081+0,03 pg/mL para o tipo A e 6,035+0,01 pg/mL para o tipo B. Entre todos
os resultados experimentais, o valor maximo do coeficiente de variacdo encontrado foi de
0,94%. De acordo com o teste ¢ (Tabela 4), ndo ha diferenca estatisticamente significativa
entre os resultados obtidos, quando da alteracdo na temperatura de andlise ou na fonte
fornecedora do solvente. Sendo assim, no nivel de 95% de confianca, as variacdes dos
parametros analisados nao influenciam a quantificagcdo do acido udsnico.

TABELA 4. Avaliacio da robustez do método de dosagem do dcido udsnico por

espectrofotometria UV.

Valores de t

T catculado T critico
Temperaturas Fabricantes

04°C e 23°C AeB

0,182 0,197 4,3"

“valor tabelado de t (teste bilateral, p < 0,05)
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Limites de Deteccao (LLD) e Quantificacao (LQ)

O método demonstrou ser sensivel a pequenas concentragdes tendo como valor de
LQ 0,364 pg/mL, o qual corresponde a 6,06% da concentracio do teste. No entanto, o LD

encontrado foi de 0,109 pg/mL, concentracdo equivalente a 1,81% da concentracio teste.

Aplicacao do método de quantificacao do acido snico em filmes bioativos

A partir das andlises dos filmes pode-se determinar a massa média das amostras e a

quantificagc@o do teor de acido usnico (Tabela 5).

TABELA 5. Andlise de massa dos filmes e da quantidade de 4cido dsnico extraido destes.

Biofilmes

Conc. do analito Média da massa do filme + Média da massa de AU + D.P.

(%) D.P. (mg) (mg)

25 46,6 £ 5,3 (C.V.% = 10,8) 0,50 £ 0,1 (C.V.% = 17,9)
50 49,5 +72(C.V.% = 14,2) 0,58 £ 0,1 (C.V.% = 20,6)
100 70,8 £ 16,2 (C.V.% = 22.8) 2,18 +0,5 (C.V.% =23,0)

*D.P. = desvio-padrao; C.V. = coeficiente de varia¢do

Notou-se que, nas amostras fornecidas, ndo existia uma homogeneidade adequada
de massa, podendo ser notada facilmente uma diferenca de massa entre o filme de
concentracdo 50% e o filme de concentracio 100%, ambos com propilenoglicol na
composi¢ao.

Nos dois tipos de biofilmes as médias de massa de dcido usnico obtidas foram
proximas nas concentracdes de 25 e 50%, embora o esperado fosse uma proximidade do

dobro da concentracdo de 50% em relacdo a concentragao de 25%.
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Observou-se que, em todos os biofilmes, o coeficiente de variacdo do 4cido dsnico
recuperado foi alto, tendo destaque para os biofilmes de concentracdo 100% que
apresentaram 23,08%.

A taxa de recuperacdo total do 4dcido usnico também foi avaliada e apresentou

valores entre 100,4 e 82,3% (Tabela 6).

TABELA 6. Taxa de recuperagdo obtida a partir de biofilmes de coldgeno

Biofilmes

Valor tedrico (mg) Determinacido em massa (mg) (DP) Taxa de Recuperacio (%)

3,0 3,14 (0,07) 100,4
6,0 5,53 (0,34) 88,5
12,0 10,28 (0,44) 82,3

Os filmes bioativos apresentaram taxa de recuperacao 100,4 a 82,3 de acordo com a
concentracdo de 4cido tsnico utilizada. Segundo a Resolucido n® 899 da ANVISA, valores
aceitaveis estdo proximos de 100% de recuperagdo. Sugere-se, com esses resultados, que
os filmes obtidos com baixas concentragdes mostram-se mais uniformes e o sistema
facilita sua liberacdo. A partir do momento que aumenta-se a quantidade de farmaco a
relacdo farmaco-lipossoma € modificada e a liberagdo assim como a quantificagdo torna-se

mais dificil.

CONCLUSOES

A metodologia analitica desenvolvida para o doseamento de 4cido Usnico em
filmes bioativos de coldgeno demonstrou atender as exigéncias especificadas pela

ANVISA, podendo ser considerada especifica, linear, precisa, exata e robusta. Dentro do
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intervalo estudado, a metodologia demonstrou ser reprodutivel e adequada ao controle de
qualidade de formula¢des que contenham acido dsnico.

Ao aplicar o método analitico para quantificar o dcido Usnico, registrou-se uma
baixa varia¢do do farmaco em diferentes concentragdes e uma taxa de recuperacao total de

analito do filme dentro dos parametros técnicos exigidos.
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Abstract

Aim out study was assess the effect of collagen-based films containing usnic acid as a
wound dressing for dermal burn healing. Thus, type I collagen-based films were prepared
by casting process using propyleneglycol as plasticizer. Subsequently, second-degree burn
wounds of 1 cm? were performed in the dorsum of forty-five Wistar rats, assigned into nine
groups (n=5): COL - animals treated with collagen-based films; PHO — animals treated
with collagen films containing empty liposomes; UAL — animals treated with collagen-
based films containing usnic acid incorporated into liposomes. After 7, 14 and 21 days the
animals were euthanized. The specimens removed were formalin-fixed, and paraffin-
embedded and histological sections were stained in HE and Sirius Red. On 7th day there

was a moderate infiltration of neutrophils, in UAL, distributed throughout the burn
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wounds, whereas in COL and PHO, the severity of the reaction was slighter and still
limited to the margins of the burn wounds. On the 14th day, the inflammatory reaction was
less intense in UAL, with remarkable plasma cells infiltratation. On the 21st day, there was
unequivocal reduction of the inflammation, which was predominantly composed of plasma
cells in all groups, particularly in UAL. The use of collagen-based films containing usnic
acid provided more rapid substitution of type-III for type-I collagen on the 14th day, and
improved the collagenization density on the 21st day. It was concluded that the use of
reconstituted bovine type-I collagen-based films containing usnic acid improved burn

healing process in rats.

Keywords: usnic acid, collagen, wound healing.
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1. Introduction

Disruption of the skin generally leads to an increased fluid loss, infection,
hypothermia, scarring, compromised immunity and change in body image; furthermore,
large skin damage can cause mortality [1]. The concern on the high cost of treatment,
resistance to antibiotics, inability to restore initial appearance of the skin and the high rates
of septicemia related to severe burn wounds has increased in the last decades [2], so that
various formulations such as ointments and wound dressings have been developed for the
treatment of these lesions [3].

Natural polymers have been increasingly studied for applications in health care due
to their biocompatibility, biodegradability and nontoxity [4,5]. Collagen-based film is a
potentially useful biomaterial since it is the major constituent of the connective tissue and
permit controlled drug release within target tissues [6]. The main applications of collagen
as drug delivery systems are collagen shields in ophthalmology, sponges for
burns/wounds, gel formulation in combination with liposomes for sustained drug delivery
and controlling material for transdermal delivery [7].

Usnic acid (UA), a dibenzofuran originally isolated from lichens [8,9], has been
shown to work as a growth regulator in higher plants [10,11]. In humans, it can act as an
anti-inflammatory [12], antimitotic [13], antineoplasic [14,15], antibacterial [16] and
antimycotic [17] agent. However, the potential benefits of UA therapeutic application are
limited by its unfavorable physicochemical properties, particularly its very poor water
solubility. Therefore, its use in a safe and efficient manner requires a suitable solubilizer
agent and/or carrier system for improving the therapeutic index of this drug [18,19].

A wide variety of drugs has been incorporated into or associated with liposomes

and nanocapsules, as long as such materials represent excellent drug carrier systems.
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Liposomes are vesicles composed of a bilayer of lipid molecules enclosing an aqueous
volume. Recent applications have concentrated on their use as drug delivery vehicles due
to the ability of incorporating water-soluble materials in their aqueous volume or oil
soluble materials in the lipid bilayer [20,21]. It has been reported that the encapsulation of
UA has shown to be a suitable strategy to reduce the hepatotoxicity [15] and overcomes
the low water solubility [18] of this molecule, providing safety and efficiency to its use in

health care.

2. Experimental

2.1 Materials

Usnic acid, 2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimetyl-1,3(2H,9bH)-dibenzeno-
furandione (Figure 1) was isolated from Cladonia substellata Vainio collected in March,
2006, in the Itabaiana county (180-670 m; 10°4122" S; 37°24'10" W), Sergipe-SE, Brazil.
Lichen sample was identified by M.P. Marcelli (Botanical Institute of Sao Paulo-SP,
Brazil), where a voucher specimen was deposited (Deposit #SP393249). All chemicals
were of reagent grade. The collagen was prepared according to the method proposed by

Cardoso (2005) [22].

INSERT FIGURE 1

2.2 Extraction and purification of usnic acid

Air-dried lichen (300 g) was extracted with diethyl ether in a Soxhlet apparatus and
the precipitate formed on cooling collected, recrystallised from ethanol, yielding 330 mg

usnic acid [23].
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2.3 Films preparation

Collagen-based films (CL) were prepared through casting method using collagen
dispersion (2%) in 0.5 M acetic acid with 20% of plasticizer (propyleneglycol-Isofar Lot.
070967) in relation to the polymer dry weight. This dispersion was casted onto a clean
rimmed perspex plate and allowed to dry at room temperature in order to obtain the films.

UA-loaded liposomes were prepared by conventional rotary evaporation method.
Briefly, phosphatidylcholine (Lipoid GMBH 75% Lot 776095-1) was dissolved in
chloroform according to the ratio phosphatidilcoline/usnic acid of 18:1 w/w. The mixture
was dried to a thin lipid film using a rotary evaporator. This film was kept in dessecator for
at least 24 h until the organic solvent was totally eliminated. Then, the lipid film was
hydrated and dispersed in water, under vigorous magnetic agitation, promoting the
formation of the multilamellar vesicles (MLV). Small unilamellar vesicles (SUV) were
prepared by probe sonication of the MLV dispersion. After this procedure, the usnic acid-
loaded liposomes were mixed with collagen dispersion (2% in 0.5 M acetic acid with 20%
of collagen: propyleneglycol w:w) in the ratio of 1:4 (v/v). After solvent evaporation, the
films were cut off in square shape (2/2cm), and sterilized using UV rays (20 min) in order
to obtain the usnic acid/collagen-based films (UAC). The characterization of usnic

acid/collagen-based films we reported in previous research [24].

2.4 Animals

The animals used in this study were adult male Rattus norvegicus albinus, Wistar
lineage, weighing 250-300 g. The rats were housed in clear plastic cages with solid floors
and loose hardwood chip beding, in a temperature and humidity-controlled environment

and supplied with food and water ad libitum. Experimental protocols and procedures were

76



approved by the Federal University of Sergipe Animal Care and Use Committee

(CEPA/UEFS # 08/09).

2.5 Burning Procedures and Groups

Forty-five rats were anesthetized with intraperitoneal ketamine-xylazine (100
mg/kg — 5 mg/kg) and 1 cm?® standard-sized square-shaped second-degree burn wounds
were performed in the back of the animals. Animals were handled in accordance to the
principles of aseptic chain in order to avoid bacterial contamination. Subsequently, rats
were randomly assigned into three groups of fifteen animals each: COL — animals treated
with collagen-based films; PHO — animals treated with collagen films containing empty
liposomes; UAL — animals treated with collagen-based films containing usnic acid
incorporated into liposomes. After 7, 14 and 21 days, five animals of each group were
euthanized by intramuscular administration of 0.8 ml/Kg zoletil, 0.43 ml/Kg Tiopental and
5 ml/K potassium chloride g (Ariston 19,1%, 2,559 mEq/ml) and the area corresponding to
the wound region in the back of the animals was surgically removed and formalin-fixed for

further histological examination.

2.6 Histological procedures

The surgical specimens were formalin-fixed and paraffin-embedded according to
the routine laboratorial techniques. Subsequently, serial 5 um thick sections were obtained

and stained in hematoxylin-eosin and picrosirius.

2.6.1 Assessment of the inflammatory profile (IP) and epithelization rates (ER)

The profile inflammatory (IP) was classified as acute (predominance of
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polymorphonuclear cells) and chronic (predominance of mononuclear cells), and graded as
slighter/absent, moderate or severe. The epithelization rates (ER) was evaluated by
measuring the epidermal migration from the normal wound margin to the point where the
migrating epithelium stopped processing. ER (%) was determined by the relation between

the new epithelium present in the total wound and total area of wound.

2.6.2 Assessement of the collagen deposition

Histological sections stained in picrosirius and analyzed under polarized light were
used to the descriptive analysis of the collagen deposition. Collagen fibers were analyzed
according to their birefringence pattern (greenish/yellow-greenish or orange, orange-
reddish), morphological appearance (wavy or stretched, thin or thick, short or long) and

disposition (reticularly arranged or interlaced).

2.7 Assessment of the mean of myofibroblasts for histological field (MF).

Myofibroblasts were detected by using a monoclonal antibody against the a-smooth
muscle actin antigen (clone 1A4; 1:200, 12 h, Dako, Glostrup, Denmark). After washing in
PBS, slides were incubated with biotin-labeled antimouse secondary antibodies (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA), then washed in PBS, and incubated with peroxidase-
labeled streptavidin (DAKO). The reaction products were visualized by immersing the
slides in freshly prepared diaminobenzidine (Dojindo, Kumamoto, Japan). Ten histological
sections (x 40, 10 ocular, 0.739 mm? per field) were randomly selected and the mean of
immunostained cells was assessed with an image analysis system (Imagelab®) as

previously described by Ribeiro et al (2009) [25].
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2.8 Statistical analysis

Statistical significant difference in the severity of the inflammatory reaction was
assessed by chi-squared test, whereas the significance of the differences in the MC mean
was verified by analysis of variance (one-way ANOVA) and Tukey test. Each time point

was analyzed separately, and two-tailed a-level of P < 0.05 was significant.

3. Results and discussion

Biological experiments

On the seventh day, there was a moderate infiltration of neutrophils, in UAL,
distributed throughout the burn wounds, whereas in COL and PHO, despite the same
inflammatory profile had been evidenced, the severity of the reaction was clearly slighter
and still limited to the margins of the burn wounds. Moreover, a poorly developed
granulation tissue was observed in all groups, but the vascular content was also more
evident in UAL (Figure 2 - Ia, Ib, Ic). These findings were expected, since soon after
injury, as a result of vascular and biochemical changes, a substantial amount of neutrophils
migrate into the wound to prevent the invasion and proliferation of microorganisms;
subsequently, these polymorphonuclear cells are gradually replaced by mononuclear cells
as the wound healing continues, in a bottom-top process [26].

After 14 days, the severity of the inflammation ranged from moderate to intense,
chronic in the bottom and acute in the top of the burn wounds, in all groups (Figure 2 — Ila,
IIb, IIc). The reason for the maintenance of intense inflammation in the group treated with
collagen films, without usnic acid, lays on the fact that, although collagen presents plenty

of biomodulatory effects, these molecules do not exhibit anti-inflammatory activity [27].
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However, COL and PHO showed lymphocyte-rich infiltrate, whereas an expressive content
of plasma cells was observed in UAL in addition to the lymphocytic infiltrate. Besides, the
exuberant granulation tissue observed in UAL, in opposition to the less fibrovascular
lymphocyte-rich tissue seen in COL and PHO, suggests that the use of collagen-based
films containing usnic acid apparently favored the installation of the earlier events
involved in wound healing process.

Finally, twenty-one days after the burn procedures, the severity of the inflammatory
reaction was evidently reduced in UAL (mild) in comparison with the other groups
(moderate) (Figure 2 — Illa, IIIb, IlIc). These findings might be related to the usnic acid
biological properties, which may be involved in the inhibition of prostaglandin synthesis,
similarly to non-steroidal anti-inflammatory drugs [28]. The few inflammatory cells
observed in UAL were composed almost exclusively by plasma cells, in opposition to the
still expressive presence of lymphocytes in COL and PHO (Figure 2 — Illa, IIIb, Illc).
Therefore, it is suggested that the use of UAL might provide acceleration of the latter
phases of the immunological response, such as B cells activation and differentiation into
plasma cells. On the other hand, the maintenance of lymphocyte-rich infiltrate in COL and
PHO suggests that the biological events that characterize the local immunological response
are taking place more slowly in these groups. Whereas residual granulation tissue
composed by some few clusters of dilated and congested capillary blood vessels tissue was
still observed in the surface of the burn wounds, in addition to an extremely cellular
connective tissue, in COL and PHO, it could not be evidenced in UAL, which showed
connective tissue represented by dense collagen-rich cicatricial scar. This is suggestive that
the healing process was substantially advanced in the groups treated with UA. The
improvement in the skin wound healing induced by usnic acid has been previously

reported, although this effect had not been mediated by fibroblasts proliferation [29].
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INSERT FIGURE 2

Therefore, the epithelization is considered a relevant step of wound healing, once
keratinocytes are supposed to be source of cytokines involved in remodeling the collagen
fibers deposited at the final stages cicatricial repair. The ER was significantly higher in
UAL than in COL (p = 0.040) and PHO (p = 0.044) in 7 days, but there was no significant
difference among the groups either in 14 (p = 0.153) or in 21 days (p = 0.09) (Figure 3).
These findings might be related to the fact that the molecules of usnic acid were probably
released into the insulted area during the first days of the healing process, as long as the
collagen-based film is resorpted. Thus, considering that usnic acid has been previously
proved to work as mitogen factor for keratinocytes in in vitro assays [30], the lichenic
metabolite would act directly on epithelial cells in the edge of the wounds, providing cell
proliferation and migration to form the new superficial lining earlier than in the other

groups.

INSERT FIGURE 3

The method of picrosirius-polarization has contributed substantially for the
identification and comprehension of the collagen and its function. This method is based on
the presence of alkaline aminoacids in the collagen molecules that strongly react with the
acid stain (Sirius red). This process increases the birefringence of the normal aggregated
collagen molecules. Besides, differentiation between the types of collagen is also possible,
since the type I is intensely birefringent (yellow-orangish and reddish), and composed of
long thick fibers, whereas type III is less birefringent (greenish) and constituted by short,

thin delicate fibers [31].
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In this study, only scanty deposition of thin delicate reticularly arranged fibrils
exhibiting greenish and yellow-greenish birefringence (type-III collagen) was observed in
all groups after seven days. However, in UAL (Figure 4 — Ic), the fibers appeared thicker
and longer than in COL and PHO (Figure 4 — Ia, Ib), particularly in the margins of the
burn wounds. Inconspicuous deposition of collagen fibrils was expected, since the collagen
synthesis begins around the fifth day, in order to provide spatial orientation of angioblasts
during the very early stages of wound healing [32].

In 14 days, there was a remarkable improvement of the colagenization in UAL,
since deposition of gross wavy parallel-arranged bundles of birefringent yellow-orangish
collagen fibers (type-I collagen) was observed (Figure 4 — Ilc). Oppositely, COL and PHO
exhibited deposition of long but still delicate collagen fibers, composed predominantly by
type III collagen (Figure 4 — Ila, IIb). The high content of collagen fibers, in addition to the
dense arrangement and wavy appearance of the bundles suggests that this lichenic
constituent might play an important role in the fibroplasias dynamic. This theory is also
supported by the thicker appearance of the fibers in UAL even in the seventh day.

In 21 days, it was evidenced intense deposition of gross thick parallel-arranged
collagen bundles, less densely deposited in the top of the scars, and apparent complete
resorption of type III fibers, in COL and PHO (Figure 4 — Illa, IlIb). Nevertheless, UAL
showed a mix of wavy and highly interlaced type I and type III collagen fibers, whose
arrangement resembled the normal dermis (Figure 4 — Illc). The replacement of a
substantial part of the content of type III collagen for type I molecules during the healing
process is an absolutely expected phenomenon [33,34]. However, the excessive production
of type I collagen, as observed in COL and PHO, might easily lead to the formation of
undesirable hypertrophic scars and keloids [35,36]. On the other hand, the moderate

content of less thick collagen fibers in UAL appears to provide low probability of keloid
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development, a quite desirable property in pro-healing materials. Besides, the pattern of
arrangement and balance in the content of both type I and type III collagen fibers as seen
in UAL seems to suggest that the remodeling phase of the scar, represented by degradation
of the gross connective matrix formed and gradual and progressive deposition of a new
depurated matrix rich in both collagen molecules, is highly advanced in comparison to the
other groups, which would justify the clear resemblance with the normal histological
appearance of the dermal collagen. It must also be stressed that despite the biological
effects of usnic acid on the fibroplasia dynamics seem to be probably related to a possible
increase in the fibroblast metabolism, as long as both synthesis and degradation of the
collagen molecules were apparently stimulated in this study, further investigations are
required in order to fully clarify the precise mechanism of the healing modulation

pathways provided by this lichenic constituent.

INSERT FIGURE 4

Regarding the MF, no significant difference was verified among the groups in 7
days (p=0.30). In 14 days, the content of myofibroblasts was significantly higher in PHO
than in COL (p<0.05 and 0.01 respectively). However in 21 days, the myofibroblasts
content was significantly reduced in UAL compared to COL (p<0.01) and PHO (p<0.01).
Also, in opposition to COL and PHO, this cell subset decreased in UAL compared to the

content observed in 21 days.

INSERT FIGURE 5

Myofibroblasts are a cell type with a contractile phenotype characterized by a

cytoskeleton rich in actin microfilaments involved in wound contraction [37]. Therefore,
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myofibroblastic differentiation is supposed tobe be a crucial event leading to a suitable
healing of larger wounds, which have more extensive loss of cells and tissue [25]. In this
study, the application of collagen-based films containing liposomal-loaded usnic acid
might have provided fibroblastic transformation into myofibroblasts at the early stages of
the burn healing process. Notwithstanding, in 21 days, the number of myofibroblasts
decreased, most likely due to apoptosis, and scar tissue formed. On the other hand, in COL
and PHO, the healing process appeared to be considerably slower, so that the process of
myofibroblastic apoptosis apparently had not yet taken place. However further studies are
necessary to clarify if this cell phenotype transformation is a direct effect of the usnic acid
itself, or a result of the release of differentiating factors by other cells involved in the
healing process (Figure 5).

In conclusion, we demonstrated that collagen-based films containing liposome-
loaded usnic acid are quite useful in improving burn healing. Moreover, it is also suggested
that this improvement is probably related to the modulation of some of the biological
events involved in this process, such as the inflammatory response, epithelization and

collagen formation.
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Figure 2. Neutrophilic infiltration is seen in COL (Ia), PHO (Ib) and UAL (Ic) in 7 days; and

in COL (IIa), PHO (IIb), UAL (Ilc) in 14 days. In 21 days, chronic infiltrate is still observed
in COL (Illa) and quite less expressive in PHO (IIIb), whereas in UAL (Illc) it is utterly

inconspicuous (HE, 400x magnification).
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Figure 3. In 7 days, conspicuous thin delicate reticularly-arranged type-III collagen fibrils are

seen in COL (Ia), PHO (Ib) and UAL (Ic). In 14 days the predominance of type-III collagen
fibrils is maintained in COL (Ila), and PHO (IIb), whereas in UAL (Ilc) it was observed the
predominance of type-I collagen fibers was observed. In 21 days was observed the complete
resorption of type III fibers in COL (IIla), and PHO (IIIb) and in UAL (IIlc) was observed,
which showed a mix of wavy and highly interlaced type I and type III collagen fibers (Sirius

Red/Polarization, 100x).
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Figure 5. Miofibroblasts cells
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CAPITULO VI

Conclusao
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CONCLUSAO

- Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica comprovaram a incorporacdo do 4cido
usnico nos filmes de coldgeno, uma vez que os resultados de DSC mostraram auséncia do
pico endotérmico de fusdo do AU, as curvas TG/DTG dos filmes apresentaram
comportamento térmico diferenciado quando comparado com o AU puro e o filme
controle, e os resultados de infravermelho mostraram as bandas do AU nos filmes
preparados.

- Os parametros de validacdo para o desenvolvimento do método analitico por
espectrofotometria de absor¢do na regiao do UV para quantificacdo do acido dsnico em
filmes de coldgeno mostraram-se dentro das especificacdes previstas na Resolucao 899 da
Anvisa.

- O teor médio de 4cido usnico presente nos filmes foi de 12,5 pg/cm?, determinado por
espectrofotometria de absorc¢ao na regido do UV.

- Os filmes de coldgeno contendo 4cido tsnico promovem de forma eficaz a melhora da
cicatrizagdo de queimaduras utilizando modelo animal. Além disso, sugere-se que esta
melhora esteja relacionada a modulagdo de alguns dos eventos bioldgicos envolvidos

neste processo, tais como a resposta inflamatoria, epitelizacao e formacao de coldgeno.
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ANEXO 1
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ANEXO IT

Figura 1. (a) Limpeza do talo liquénico da Cladonia substellata (b) maceragdo (c) filtracdo (d)

cristais de dcido dsnico com alta pureza.
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ANEXO III

Figura 1. Etapas dos procedimentos metodolégicos. (a) Anestesia (b) Tricotomia manual (c)
instrumento confeccionado para inducdo da queimadura (d) aquecimento do instrumento no Bico
de Busten (e) procedimento de inducdo da queimadura (f) drea de necrose coagulativa no dorso do

animal ap0s a realizacdo da queimadura e recobrimento com a membrana.
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ANEXO IV

Figura 1. (a) Paquimetro digital para medir a drea cicatricial (b) remog¢do dos espécimes (c) e (d)
acondicionamento em frasco plastico contendo formol a 10% (e) inclugdo dos espécimes na

parafina (f) cortes histoldgicas para coloragao e leitura das laminas.
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ANEXO V

Tabela 1. Exemplo da tipagem (categoriza¢do morfoldgica) da reagcdo inflamatéria. Andlise
quantitativa das diferentes células inflamatérias individualmente. (+1) fendtipo celular
estudado correspondeu a menos de 10% do total de células inflamatdrias sediadas na area
da queimadura; (+2) quando o fendtipo celular estudado correspondeu a mais de 10% e
menos de 50% do total de células inflamatdrias sediadas na drea da queimadura; (+3)
quando o fendtipo celular estudado correspondeu a mais de 50% do total de células

inflamatdrias sediadas na area da queimadura.

Tempo Grupos Intensidade da Reacao Inflamatéria
R1 R2 R3 R4 RS
7 dias COL +3 +3 +3 +3 +3
7 dias PHO +3 +3 +2 +3 +3
7 dias UAL +3 +3 +3 +3 +3
14 dia COL +3 +2 +2 +3 +3
14 dias PHO +3 +2 +2 +2 +3
14 dias UAL +2 +2 +2 +2 +3
21 dias COL +2 +3 +2 +1 +2
21 dias PHO +2 +2 +2 +1 +2
21 dias UAL +1 +1 +2 +1 +2
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