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INTRODUCAO GERAL

Apesar dos recentes avancos em modelos de farmacos, a quimica sintética
e a biotecnologia promoverem o desenvolvimento de farmacos novos e potentes, 0s
produtos naturais como plantas e liquens continuam sendo a maior fonte para
obtencdo de medicamentos para diversos fins. Atualmente, ha uma diversidade de
compostos naturais bioativos com potencial atividade farmacoldgica, muitos deles
com atividade ja& comprovada. A possibilidade de utlizagdo econdémica das
substancias liqguénicas tornam esses seres de particular interesse para a pesquisa
fundamental, em face de sua utilizacdo na medicina popular (GARROS et al., 2006;
RIBAS et al., 2006; SEGUNDO et al., 2007).

Os liguens sé@o organismos complexos (SULEYMAN et al., 2003) que fazem
parte de um grupo extremamente diversificado de fungos, encontrados na natureza
simbioticamente associados a algas e/ou cianobactérias (MENEZES et al., 2011). O
processo de associacdo € denominado liquenizacdo e ocorre em mais de 20% de
todas as espécies de fungos conhecidas, representando aproximadamente 46% dos
fungos do filo Ascomycota (NASH, 2008). O produto desta associacao € um talo, o
gual pode ter milh6es de fotobiontes vivendo em simbiose com um micobionte e,
portanto, pode até ser encarado como uma minicomunidade, onde vivem individuos
de espécies e reinos diferentes. As algas podem ser cianobactérias ou algas verdes.
Ja os fungos pertencem, em sua grande maioria, ao filo Ascomycota (98% dos
liqguens), com poucos representantes no filo Basidiomycota (MENEZES et al., 2011).

Segundo Menezes e colaboradores (2011), os fungos liguenizados exercem
diferentes funcdes nos ecossistemas, assim como sao importantes algumas de suas
aplicacdes pelo homem, por exemplo, 0 uso destes organismos como biondicadores
de poluicdo e perturbacdo antrépica. Por serem muito sensiveis a poluicédo
atmosférica, os liquens séo utilizados como instrumento para medicao da qualidade
do ar, pois sua alta sensibilidade a determinados compostos presentes no ar diminui
sua vitalidade. Por ndo apresentarem estomas e nem cuticula em sua anatomia, 0s
gases presentes no ar podem ser absorvidos pelo talo e difundirem-se com o tecido,
local onde se encontra o fotobionte, que é responsavel pela producdo de energia
através da fotossintese. Por essa condi¢do, os liquens sdo bastante utilizados como

bioindicadores de poluicdo atmosférica. Dentre o0s poluentes atmosféricos,



13

destacam-se principalmente o dioxido de enxofre (SO2), monéxido de carbono (CO),
oxidos de nitrogénio (NOx), material particulado, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), metais pesados, oxidantes fotoquimicos como o 0zdénio (O3) e 0
nitrato de peroxiacetila (PAN) (MARTINS et al., 2008).

Na presenca de luz, os liquens produzem uma variedade de produtos
altamente complexos e peculiares com propriedades biol6gicas diversas. (PIOVANO
et al., 2002). Esses produtos, denominados metabdlitos liquénicos, geralmente sdo
divididos em dois grupos: primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sao
proteinas, lipideos, carboidratos e outros compostos organicos envolvidos no
metabolismo e estrutura dos liguens. Os metabdlitos secundarios sdo moléculas
mais complexas, usualmente insollveis em agua e que podem ser extraidas através
de solventes organicos (MITROVIC et al., 2011). Esses metabdlitos sdo em geral
depsideos, depsidonas e acidos usnicos, dentre outras classes de compostos,
alguns ainda n&o identificados (HUNECK; YOSHIMURA, 1996; MULLER, 2001).

Das substancias ativas de origem liquénica, o acido uUsnico € o mais
extensivamente estudado (INGOLFSDOTTIR, 2002). No entanto, muitos outros
compostos vém ganhando destaque gracas ao potencial que apresentam para o uso
farmacéutico, como a atranorina, o acido barbatico, o é&cido lobarico, o &cido
fumarprotocetrarico, o acido difractaico, dentre outros (MULLER, 2001).

O acido barbatico (BAR) é um depsideo extraido de Cladonia salzmannii, tem
estrutura quimica Cy9H2007, formado por seis anéis aromaticos interligados entre si
por uma ligacéo éster, apresentando um grupo carboxilico em um agrupamento do
anel (HUNECK; YOSHIMURA, 1996; HONDA; VILEGAS, 1998). Caracteriza-se por
ser uma substancia de pigmentacdo amarelo-palido, com cristais em forma de
pequenas agulhas, massa molecular de 324 g/mol, ponto de fusdo em torno de 187
°C e uma limitada solubilidade na maioria dos solventes organicos, sendo soltvel em

éter, acetona e cloroférmio (Figura 1) (EDWARDS et al., 2003).
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Figura 1. Estrutura quimica do acido barbatico (AHTI et al., 1993).

Dentre as atividades biol6gicas citadas na literatura, destacam-se os efeitos
antiviral, antibidtico, antifungico (PIOVANO et al., 2002), inibidor do crescimento de
plantas superiores e inibidor enzimatico (HUNECK; YOSHIMURA, 1996). Pereira e
colaboradores (1997) detectaram agao antimicrobiana em extratos organicos de
Cladonia substellata e C. crispatula, identificando o acido Usnico e o acido barbatico
como principio ativo das espécies e como tendo agdo contra microorganismos,
células cancerigenas e tumores. Seus estudos demonstraram que tal substancia
impedia o desenvolvimento de fungos e bactérias Gram-positivas. Em estudos
preliminares, os extratos organicos de acido barbatico de liquens coletados no
estado de Minas Gerais mostrou propriedade antimicrobiana contra Bacillus cereus
(UFPEDA - 39) (MARTINS, 2010).

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos que possuem estrutura
rigida e sdo formados por unidades de glicopiranose unidas por ligagdes a (1-4).
Tém a forma de um cone truncado, onde os grupos OH secundarios ligados aos
carbonos C-2 e C-3 ocupam a base de maior diametro do tronco, enquanto as
hidroxilas primarias ligadas ao carbono C-6 localizam-se na base menor do tronco
(Figura 2) (CHALLA et al., 2005).
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Figura 2. Estrutura quimica de uma ciclodextrina (A) e desenho esquematico (B)
ilustrando a cavidade hidrofobica, a posicao das hidroxilas primarias e secundarias e
suas dimensoes: altura (H), diametro interno (DI) e diametro externo (DE) (adaptado
de BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

A formacdo de uma cavidade central hidrofébica e uma superficie externa
hidrofilica nas ciclodextrinas é favorecida pela disposicado espacial dos grupamentos
guimicos, permitindo, desta forma, o0 processo de complexacdo molecular.
Geralmente, substancias quimicas de baixa polaridade podem alojar-se no interior
da cavidade das CDs formando complexos de inclusdo dinamicos em solucéo
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

Os complexos de inclusdo tém sido amplamente estudados porque
promovem, principalmente, o aumento da solubilidade de substancias pouco
soluveis em agua; ademais, a complexacdo proporciona uma melhoria na
estabilidade quimica, maior biodisponibilidade e diminuicdo dos feitos indesejaveis
do principio ativo, diminuindo os efeitos colaterais. Na formacdo de complexos com
ciclodextrina é necessario que a molécula héspede, ou parte da molécula, entre em
contato com a cavidade da ciclodextrina para que seja formada uma associagcao
estavel. Uma variedade de forcas ndo-covalentes, como forcas de Van der Waals,
interacdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio, sédo responsaveis pela formacéo do
complexo, nao ocorrendo interacbes fortes como ligacbes covalentes
(DEVARAKONDA et al., 2005).
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Estudos apresentam a ciclodextrina sendo utilizada como carreador de
liberacdo controlada, formando complexos de inclusdo com anestésicos locais como
etidocaina, lidocaina, prilocaina, mepivacaina e, especialmente, bupivacaina,
possibilitando a manipulacdo de algumas propriedades fisico-quimicas além de
melhorar seus efeitos terapéuticos, favorecendo sua utilizacdo clinica pela formacéao
de complexo de inclusdo com a HPBCD (ARAUJO et al., 2003; ARAUJO et al.,
2005). Burgos e colaboradores (2012) demonstraram a formacéo de complexo de
inclusé@o entre citrato de rédio (ll) e B-ciclodextrina, onde o composto de associacao
foi preparado em razdo molar 1:1 em solugdo aquosa. Ha ainda na literatura
complexos de inclusédo de ciclodextrina com diversos farmacos como o acido Usnico
(LIRA et al., 2009), carvedilol (HIRLEKAR; KADAM, 2009), a azitromicina
(PASQUINI; PASQUINI, 2008), o estradiol (DE PAULA et al., 2007), o acido 13-cis-
retindico (YAP et al., 2005), a B-lapachona (NASONGKLA et al., 2003; CAVALCANTI
et al., 2011), o itraconazol (MIYAKE et al., 1999), o ibuprofeno (OH et al., 1998),
dentre outros.

A pele é uma importante via de aplicacdo de farmacos, e nos ultimos anos
houve um aumento significativo dos estudos para o desenvolvimento de formulacdes
especificas para esse fim. A utilizacdo da via transdérmica oferece vantagens em
relacdo as demais vias convencionais, pois evita o metabolismo de primeira
passagem e a degradacdo pelo trato gastrointestinal. O metabolismo de primeira
passagem hepatica, comum para farmacos administrados pela via oral, é o
responsavel por diminuir a biodisponibilidade e degradar diversos farmacos. Além
disso, alguns efeitos indesejaveis no estbmago, como ocorrem com anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) administrados pela via oral, podem gerar
efeitos secundarios, como nauseas, dispepsia, diarreia, constipacdo, ulceracdo e
sangramento na mucosa, 0 que ndo ocorre pela via transdérmica (JALON et al.,
2000; BORTOLON et al., 2008). Ademais, a via transdérmica oferece vantagem
sobre a via intravenosa e intramuscular por ser indolor e ndo invasiva, aumentando a
adesdo do paciente a terapia (SWART et al.,, 2005; OZGUNEY et al., 2006;
BADRAN et al., 2009). Porém, poucas moléculas conseguem ultrapassar as
barreiras da pele (VIANNA et al., 2011). A permeacdo de substancias na pele
depende, principalmente, de suas propriedades fisico-quimicas, do seu
comportamento quando colocado em um sistema farmacéutico apropriado
(CHORILLI et al., 2003).



17

A epiderme é a camada que protege a pele contra o ambiente externo. Ela
apresenta, em sua superficie epitelial externa, o estrato cérneo, que € uma camada
de células mortas, queratinosas e que funciona como uma barreira eficaz contra
microorganismos patogénicos, além de controlar a permeacao de componentes pela
pele, sendo, na verdade, o estrato corneo considerado a principal barreira a

permeacédo dos farmacos através da pele (Figura 3) (CHORILLI et al., 2003).

PELO -

PORO
SUDORIPARO

EPIDERME

| ESTRATO
CORNEO

DERME

corpasculo de
Ruffini

- —
corpisculo

CAMADA de Pacini
SUBCUTANEA

GLANDULA
SUDORIPARA corisculo de
Meissner

Figura 3. llustracdo das camadas da pele (adaptado de BEAR et al., 2002; VIANNA
et al., 2011).

Diversas estratégias tém sido pesquisadas, com o0s estudos farmacéuticos
apontando para o uso de promotores de permeacdo, bem como o emprego da
nanotecnologia no desenvolvimento e producdo de sistemas de liberacdo de
farmacos com capacidade de promover sua permeacao através da pele (SILVA,
2010). Os desafios implicados no desenvolvimento de formas farmacéuticas
transdérmicas sao direcionados, sobretudo, a se favorecer de uma liberagéo
eficiente e permeacdo dos principios ativos através das camadas da pele, que se
apresentam como barreira a penetracdo de farmacos. Sobre isso, destacam-se

novas formas farmacéuticas, como as microemulsfes e formulacdes semi-solidas
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tipo gel, que apresentam propriedades fisico-quimicas e parametros
farmacotécnicos adequados para o uso transdérmico (ZHAO, 2009).

E importante assinalar que o desenvolvimento de formulaces que garantam
uma penetracdo eficiente através da barreira do estrato corneo é fundamental, ja
gue a forma farmacéutica tem importancia na absorcdo do farmaco. Nesse sentido,
alguns aspectos devem ser considerados, tais como natureza e concentracdo de
ingredientes ativos, tipo de excipientes e tipo de sistema usado para transportar o
farmaco (SILVA, 2010). Oliveira (2008) relata que farmacos que apresentam uma
elevada hidrofilia, quando incorporados em formulacdes destinadas a permeacéo da
via cutanea, terdo dificuldade em penetrar o estrato cérneo. Por outro lado, se o
farmaco apresentar elevada lipofilia, tera tendéncia a ficar retido. Por esse motivo, é
importante que o farmaco ndo apresente um grau de lipofilia muito elevado, mas que
o seu equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) permita a sua particdo, 0 que acontece
guando o seu coeficiente de particdo situar-se entre cerca de 1 a 3nm.

Apés uma lesdo da pele, da-se inicio ao processo de cicatrizacdo, o qual tem
por finalidade reestabelecer a homeostasia tecidual. Nos processos cicatriciais, a
formacé&o do tecido de granulacéo e a epitelizacdo sempre motivaram estudos com a
finalidade de esclarecer aspectos da neoformacédo tecidual, como também para
verificar os efeitos de medicacdo sistémica ou topica na evolucdo deste processo,
sendo este fundamental, pois sem ele a lesdo seria um caminho para o0s
microorganismos e para a perda de sangue (ABBAS et al., 2010). Segundo Isaac
(2011), a agresséo ao tecido induz uma cascata de reac¢des bioquimicas e celulares
gue se destinam a reparar a integridade dos tecidos.

O processo de reparacao tecidual é dividido em fases, de limites ndo muito
distintos, mas sobrepostas no tempo: hemostasia; fase inflamatoria; formacdo do
tecido de granulacdo, com deposicdo de matriz extracelular (colageno, elastina e
fibras reticulares); e remodelacdo (OLIVEIRA; DIAS, 2012). Segundo Kokane e
colaboradores (2009), o processo de cicatrizacdo de uma ferida esta divido em trés
fases: inflamacé&o celular, proliferativa e remodelacdo. Na primeira fase ocorrem a
coagulacao e inflamacao (0 - 3 dias), envolvendo migracdo de neutréfilos. A fase
proliferativa (3-12 dias) ocorre quando o tecido de granulacdo invade
progressivamente o0 espaco da incisdo, ja a fase de remodelacdo (3- 6 meses)
envolve acumulacdo continua de colageno e proliferacdo de fibroblastos (Figura 4)
(COTRAN et al., 1997).
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Figura 4. Representacdo esquematica das fases da cicatrizacao de feridas
cutaneas. (VITORINO FILHO, 2011).

A complexacdo do acido barbatico a ciclodextrinas, somada a sua
incorporacdo em uma formulacado semi-solida tipo gel €, desta forma, uma excelente
alternativa para a utilizacdo desta substancia liquénica como agente terapéutico, a
fim de superar as limitacbes relacionadas a solubilidade bem como

biodisponibilidade do farmaco, garantindo maior seguranca e eficacia terapéutica.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver formulacdes topicas tipo gel contendo complexo de inclusdo acido
barbatico:2-hidroxipropil-y-ciclodextrina e a avaliar o reparo tecidual em ratos
Wistar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
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Estudar a solubilidade de fases do &cido barbatico em fungéo da 2-hidroxipropil-
y-ciclodextrina;

Preparar complexos de inclusdo entre o acido barbéatico e 2-hidroxipropil-y-
ciclodextrina (BAR:HPyCD);

Desenvolver formulagdes topicas do tipo gel contendo os complexos de inclusdo
BAR:HPyCD;

Avaliar o processo de reparo tecidual em ratos Wistar.
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RESUMO

Relevancia etnofarmacoldgica: O &cido barbéatico (BAR) é um depsideo isolado de
Cladonia salzmannii que apresenta diversas propriedades biologicas, tais como
antiviral, antibidtica, antifingica, antipirética e anti-inflamatoria.

Objetivo do estudo: O objetivo deste estudo foi desenvolver formulagbes topicas
tipo gel contendo complexo de inclusdo acido barbético:2-hidroxipropil-y-
ciclodextrina e avaliar o reparo tecidual em ratos Wistar.

Material e métodos: Os complexos de inclusdo BAR:HPyCD foram obtidos pela
técnica de freeze-drying. O &cido barbéatico em suspensdo e em complexos de
inclusdo BAR:HPyCD foram incorporados em formulaces semi-sélidas tipo gel de
Natrosol®. A avaliacdo do reparo tecidual foi realizada em ratos machos Wistar e
apos excisao, foi realizada analise microscopica.

Resultados: O complexo de inclusdo BAR:HPyCD apresentou um rendimento de
98,03% e um teor de 95,04% + 0,021 do acido barbatico. A evolucdo das feridas
produzidas nos animais tratados com o gel contendo complexo de incluséo
BAR:HPyCD demonstrou a presenga de crosta, aumento de proliferacdo
fibroblastica e diminuicdo do infiltrado inflamatorio, culminando com uma evidente
reepitelizacdo e colagenizacdo. Analisando-se a proliferacdo de fibroblastos,
visualizou-se diferenca significativa, percebendo-se um aumento visivel nos animais
tratados com gel contendo BAR:HPyCD (138,8+41,5) quando comparado aos
animais tratados com gel contendo o acido barbatico (115,7+34,3) (p>0,05). Os
animais tratados com gel contendo o acido barbético livre apresentaram maior
guantidade de fibroblastos quando comparados ao grupo de animais tratados com
gel base.

Conclusdes: O acido barbatico complexado a ciclodextrina (BAR:HPyCD) foi capaz

de auxiliar no processo de regeneracao tecidual.

Palavras-chave: liquens, acido barbatico; hidroxipropil-y-ciclodextrina; cicatrizacéo
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Barbatic acid (BAR) is a depside isolated from
Cladonia salzmannii that presents several biological properties, such as antiviral,
antibiotic, antifungal, antipyretic e anti-inflammatory.

Aim of the study: The aim of this study was to develop gel-like topical formulations
containing inclusion complex barbatic acid:2-hydroxypropyl-y-cyclodextrin and
evaluate the tissue repair process in Wistar rats.

Material and methods: Inclusion complex BAR:HPyCD were obtained by freeze-
drying. Barbatic acid in suspension and inclusion complex BAR:HPyCD were
incorporated in Natrosol® gel-like topical formulations. The tissue repair evaluation
was performed in male Wistar rats with posterior microscopical analysis.

Results: Inclusion complex BAR:HPyCD presented a yield of 98,03% and a barbatic
acid content of 95,04% + 0,021. The evolution of the wounds produced in animals
treated with the gel containing inclusion complex BAR:HPyCD demonstrated the
presence of a crust, increase of fibroblast proliferation and decrease of inflammatory
infiltrate, culminating with an evident reepithelialization and collagenization.
Analyzing fibroblasts proliferation, a significant difference was visualized with a
visible increase in the animals treated with the gel containing BAR:HPyCD
(138,8+41,5) when compared to animals treated with the gel containing barbatic acid
(115,7£34,3) (p>0,05). Animals treated with the gel containing barbatic acid
presented a greater amount of fibroblasts when compared to the group of animals
treated with the base gel.

Conclusions: The barbatic acid complexed to cyclodextrin (BAR:HPyCD) was

capable to assist in tissue repair process.

Key-words: lichen, barbatic acid; hydroxypropyl-y-cyclodextrin; healing
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1. Introducéo

Os liquens s&o organismos complexos (Suleyman et al., 2003) e fazem parte
de um grupo extremamente diversificado de fungos, encontrados na natureza
simbioticamente associados a algas e/ou cianobactérias (Menezes et al., 2011).

Os liquens sdo capazes de produzir substancias quimicas, as quais sao
agrupadas, de acordo com a localizagdo no talo, em produtos intracelulares e
extracelulares. Os produtos intracelulares incluem proteinas, aminoacidos, polidis,
carotenoides, polissacarideos e vitaminas, e estdo ligados a parede celular e ao
protoplasto. Ja o0s extracelulares, frequentemente chamados metabdlitos
secundarios, sdo encontrados na medula ou no cértex dos liquens, raramente em
ambas as camadas. Classificam-se em grupos quimicos bioenergeticamente
relacionados: depsideos, depsidonas, dibenzofuranos e acidos usnicos (Honda &
Vilegas, 1998). Estes metabdlitos sdo usualmente insolUveis em agua e podem ser
extraidos através de solventes organicos (Mitrovic et al., 2011).

As substancias liquénicas vém despertando grande interesse de
pesquisadores em diversas areas como farmacologia, microbiologia, industria de
cosméticos, dentre outras, com sua eficiéncia justificando pesquisas por novas
substancias liquénicas (Piovano et al.,2002).

Dentre as substancias, pode-se citar o acido barbatico (BAR), um depsideo
de estrutura quimica Cy9H2007, formado por seis anéis aromaticos interligados entre
si por uma ligacéo éster, apresentando um grupo carboxilico em um agrupamento do
anel (Huneck & Yoshimura, 1996; Honda & Vilegas, 1998). Caracteriza-se por ser
uma substancia de pigmentacdo amarelo-palido, com cristais em forma de pequenas
agulhas, massa molecular de 324 g/mol, ponto de fusdo em torno de 187 °C e uma
limitada solubilidade na maioria dos solventes organicos, sendo sollvel em éter,

acetona e cloroformio (Figura 5) (Edwards et al., 2003).
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Figura 1. Estrutura quimica do acido barbético (Ahti et al., 1993).

Dentre as atividades bioldgicas citadas na literatura, destacam-se os efeitos
antiviral, antibiético, antifingico (Piovano et al., 2002), inibidor do crescimento de
plantas superiores e inibidor enzimatico (Huneck & Yoshimura, 1996). Pereira e
colaboradores (1997) detectaram acdo antimicrobiana em extratos organicos de
Cladonia substellata e C. crispatula, identificando o acido Usnico e o acido barbatico
como principio ativo das espécies e como tendo acdo contra microorganismos,
células cancerigenas e tumores. Seus estudos demonstraram que tal substancia
impedia o desenvolvimento de fungos e bactérias Gram-positivas. Em estudos
preliminares, os extratos organicos de acido barbatico de liquens coletados no
estado de Minas Gerais mostrou propriedade antimicrobiana contra Bacillus cereus
(UFPEDA - 39) (Martins et al., 2010).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos formados por unidades de
glicose unidas entre si por ligacbes a (1-4), obtidas a partir da degradacédo
enzimatica do amido (Burgos et al., 2012). Esta combinacdo fornece as
ciclodextrinas uma cavidade hidrofobica e um exterior hidrofilico. A cavidade interna
hidrofébica concede a capacidade de formar complexos de inclusdo com uma
variedade de moléculas hidrofébicas, como compostos aromaticos, alcodis, haletos,
acidos graxos, ésteres, dentre outros. Os complexos de inclusdo tém sido
amplamente estudados porque promovem, principalmente, o aumento da
solubilidade de substancias pouco solluveis em agua; ademais, a complexacao
proporciona uma melhoria na estabilidade quimica, maior biodisponibilidade e
diminuicdo dos feitos indesejaveis do principio ativo, diminuindo os efeitos colaterais
gue o farmaco possa apresentar (Devarakonda et al., 2005).

O desenvolvimento de sistemas topicos de liberacdo de farmacos para a pele
tem se intensificado nos udltimos anos com o objetivo de superar os problemas

associados as propriedades da pele, sendo o estrato cérneo a principal barreira para
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a permeacdo de substancias (Vianna et al., 2011). A pele é uma importante via de
aplicacdo de farmacos, oferecendo vantagens em relagdo as demais vias
convencionais, pois evita 0 metabolismo de primeira passagem e a degradacao pelo
trato gastrointestinal. (Vianna et al., 2011).

Em vista disso, este trabalho teve como objetivo viabilizar a utilizacdo do
acido barbatico através do uso da hidroxipropil-y-ciclodextrina (HPyCD) como agente
solubilizante, aumentar a solubilidade através da complexacdo com ciclodextrina
(HPyCD), incorporacdo do complexo em gel e avaliagdo do processo dereparo
tecidual.

2. Materiais e Métodos

2.1 Estudo da solubilidade de fases do acido barbatico (BAR) e hidroxipropil-y-
ciclodextrina (HPyCD)

O estudo da solubilidade de fases foi realizado de acordo com o método de
(Higuchi e Connors,1968). O acido barbatico (3 mg) foi colocado em microtubo
contendo 1 mL de agua deionizada ou solug¢des aquosas de HPyCD em diferentes
concentragdes (0,0; 20; 40; 60; 80 e 100 mM), sendo submetidos a uma agitacao
vigorosa na temperatura de 25°C. Apds 72 horas de agitagdo, uma aliquota da
mistura foi retirada, centrifugada (15.000 rpm/15min), e o &cido barbatico foi
determinado por espectrofotometria UV em 275 nm (Lira et al., 2008). O diagrama
de solubilidade de fases foi obtido a partir da concentracdo do acido barbatico em
funcdo da concentracdo de HPyCD. Os dados foram analisados por regressao linear
e a equacédo da reta ajustada [BAR] = a [HPyCD] + b, onde a e b correspondem a
inclinacdo e a ordenada na origem, respectivamente, foi utilizada para o célculo da
constante de associacdo (K;.1), considerando uma relacdo molar na formagéo do
complexo BAR:HPyCD e a solubilidade do &cido barbatico em agua na auséncia da
HPyCD (So), pela seguinte férmula:

K11 = a/[([BAR] - So) (1- a)]
A eficiéncia de complexacdo (CE) do acido barbatico foi determinada a partir de
dados do estudo de solubilidade de fases de acordo com a equacao abaixo
(Loftsson et al., 2007):
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CE = a/(1-a)
2.2 Preparacdo do complexo de inclusdo &cido barbéatico e hidropropil-y-
ciclodextrina (BAR:HPyCD)

Os complexos de inclusao BAR:HPyCD foram obtidos pela técnica de freeze-
drying (Lira et al, 2009). Neste procedimento, a HPyCD (94,8 mg) foi inicialmente
solubilizada em agua e o BAR (20 mg) foi adicionado posteriormente, na proporcao
molar de 1:1. O complexo farmaco:ciclodextrina em solucdo permaneceu sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente até atingir condicbes de equilibrio (72
h), sendo em seguida congelado a -80 °C e posteriormente submetido ao processo
de liofilizacdo. Os complexos liofilizados foram acondicionados em dessecador a
temperatura ambiente até utilizag&o.

O contetudo de &acido barbatico presente nos complexos de inclusao foi
guantificado através de espectrofotometria UV a 275 nm. Uma curva padrdo do
acido barbatico (0,5 a 8 pg/mL) foi preparada em metanol com o objetivo de

determinar as concentracdes das amostras analisadas.

2.3 Preparacéo das formulagcbes semi-sélidas tipo gel Natrosol

Foi preparada uma base galénica geleificante de caracteristica hidrofilica
empregando-se hidroxietilcelulose (Natrosol®250) como polimero, na qual foi
incorporado o acido barbatico na forma livre e complexado a hidroxipropil-y-
ciclodextrina (BAR:HPyCD). Para preparacdo do gel base, foram pesados
separadamente Natrosol®, Nipagin®, Nipazol®, propilenoglicol (PEG), agua e o

acido barbatico (Tabela 1).

COMPONENTES PESO %
HEC (Natrosol®) 0,29 1
Nipagin® 0, 0049 0,02
Nipazol® 0, 0369 0,18
PEG 19 5
H20 18,64g 93,2

BAR 0,120¢g 0,6
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Tabela 1. Componentes da formulacdo semi-sélida tipo gel (20g).

Inicialmente, Nipagin® e Nipasol® foram solubilizados num banho ultrasénico
juntamente com o propilenoglicol. Em seguida, houve a adi¢cdo de agua destilada
previamente aquecida a 60°C sob agitacdo magnética. Colocou-se entdo 10 ul de
NaOH, com retorno ao banho ultrasénico por 15 minutos. Posteriormente, a base
geleificante permaneceu a 60°C em agitacdo magnética por aproximadamente 3
horas e 30 minutos ou até tornar-se completamente geleificada.

Na preparacdo dos géis contendo o acido barbatico livre, o farmaco foi
adicionado ao propilenoglicol, com posterior adicdo de Nipagin® e Nipasol®,
prosseguindo com o procedimento descrito anteriormente. Para a preparacado dos
géis contendo o complexo de inclusédo (BAR:HPyCD), este foi solubilizado em agua
e adicionado aos outros componentes durante o processo de geleificagdo. O pH das
formulacdes foi determinado utilizando-se aparelho previamente calibrado.

A quantificacdo do BAR presente nas formulacbes semi-sélidas tipo gel foi
realizada através de espectrofotometria UV a 275 nm. Uma aliquota (1g) da
formulacao tipo gel obtida foi adicionada a um baldo volumétrico (10 ml) contendo
metanol, permanecendo em banho ultrasénico até dissolucdo dos componentes da
formulagdo. Uma curva padrao do acido barbatico (0,5 a 8 pg/mL) foi preparada em
metanol com o objetivo de determinar as concentracfes das amostras analisadas.
Uma aliquota do gel base (placebo), também foi submetida ao mesmo
procedimento, objetivando analisar a presenca de interferentes na leitura das

amostras em espectrofotometria UV.

2.4 Estudo do processo de reparo tecidual em ratos Wistar

Foram utilizados 27 ratos machos (Ratus albinus Wistar) pesando de 200 a
300g. Os animais foram procedentes do biotério do Departamento de Nutri¢do,
Universidade Federal de Pernambuco. Eles foram mantidos a temperatura ambiente
(22°C + 2°C), sob ciclo dia/noite natural (12h luz e 12h escuro), com livre acesso a

agua e alimento. Os experimentos com os animais foram conduzidos de acordo com
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o protocolo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE,
Processo n° 23076.022086/2009-23.

Os animais foram agrupados em trés grupos experimentais, tendo sido
marcados e separados aleatoriamente, de nove animais cada (n=27). Foram eles:
A= animais que receberam o tratamento com o gel base (placebo); B= animais que
receberam o tratamento com o gel contendo o BAR livre e C= animais que
receberam o tratamento com o gel contendo o complexo de incluséo (BAR:HPyCD).
Os grupos experimentais (n=9) foram subdivididos em trés subgrupos, de trés
animais cada (A1, A2, A3; B1, B2, B3 e C1, C2, C3), de acordo com o periodo de
tratamento (3, 7 e 14 dias). Os animais dos subgrupos (n=3) foram acondicionados
em gaiolas plasticas apresentando dimensfes de 60 x 50 x 22 cm.

Para o procedimento cirargico, os animais foram previamente anestesiados
com uma associacdo de ketamina/xilazina por via intramuscular na dose de 15
mg/kg e 50 mg/kg, respectivamente. Cada animal foi pesado, e disposto em decubito
dorsal sobre a mesa operatéria e submetidos a depilacdo por tracdo manual. Com
auxilio de um punch metalico foi incisado o fragmento cutaneo de 7 mm? de
diametro, no centro da area depilada, até a exposicdo da fascia muscular dorsal
(Prata et al., 2008). A hemostasia foi realizada com leve compressao de gaze sobre
o leito cirdrgico, por cinco minutos. As aplicagcbes dos geéis foram realizadas
imediatamente apds a cirurgia, com cinco aplicacbes semanais, com um intervalo de
dois dias, uma vez ao dia e no mesmo horério, durante os dias pré-determinados
(Segundo et al., 2007).

Todos os animais foram examinados diariamente quanto as suas condicfes
fisicas (mobilidade, disenteria, arritmia). Ademais, as feridas foram avaliadas
observando-se a presenca de crosta, secrecdo ou necrose. As feridas foram
medidas diariamente com o auxilio de um paquimetro digital, e para o céalculo da
area, foi realizada a medicdo de suas bordas no momento da bidpsia, observando-
se 0 maior e menor diametro. A partir desses elementos, a area foi calculada,
utilizando-se a equacdo matematica recomendada por Prata e colaboradores (1988),
A =T1. R. 1, onde A corresponde a area da ferida; “mr”, pi, valor matematico e que foi
utilizado até a quarta casa depois da virgula, ou seja, 3,1415; R o raio maior da
ferida e r o raio menor da ferida. Neste experimento, R e r corresponderam aos raios

das feridas no sentido cranio-caudal e latero-lateral, respectivamente.



36

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

Na andlise morfométrica, levou-se em consideracdo os eventos de reacao
inflamatoria, colagenizacdo e reepitelizacdo, contabilizando a presenca de células
inflamatérias, fibroblastos e vasos sanguineos. Os dados foram expressos como
média + desvio padrao e testes com andlise de variancia (ANOVA). O teste T de
Student foi empregado para comparar as significancias estatisticas entre os grupos

controle e experimentais p > 0.05.

3. Resultados

3.1 Estudo da solubilidade de fases do acido barbatico (BAR) e hidroxipropil-y-
ciclodextrina (HPyCD)

De acordo com a literatura a analise do diagrama de solubilidade de fases
tem sido o requisito preliminar para o desenvolvimento de complexos de incluséao
com ciclodextrinas porque ele permite avaliar a afinidade entre o farmaco e as
ciclodextrinas. Através do diagrama € possivel determinar a razdo molar que o
farmaco pode se associar com as ciclodextrinas. O diagrama de solubilidade de
fases resultou em uma curva do tipo A_. apresentando uma relacao linear entre a
concentracdo do acido barbatico e a concentracdo de HPyCD em solucdo aquosa a
25°C (Figura 2), apresentando a seguinte equacao:

[BAR]sgua = 0,0022[BAR] + 0,0055, r = 0,9993

O diagrama de solubilidade de fases apresentou relacdo linear entre as
concentracdes do BAR e HPyCD, onde a constante foi de 419 M, sugerindo um
coeficiente de complexacédo de 0,002 e uma razdo molar de 1:453. Estes resultados
indicam que o acido barbatico em presenga de 100 mM de HPyCD aumenta

aproximadamente 45 vezes sua solubilidade em agua (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de solubilidade de fases do acido barbatico em funcdo da

concentragao da HPyCD.

3.2 Obtencdo do complexo de inclusdo acido barbatico e hidropropil-y-
ciclodextrina (BAR:HPyCD)

Os complexos de inclusdo BAR:HPyCD obtidos demonstraram um rendimento
aproximado de 98,03 + 0,08%. O teor do acido barbatico nos complexos de incluséao
(BAR:HPyCD) avaliado por espectrofotometria UV (A=275 nm).

3.3 Estudo das formula¢des semi-sélidas tipo gel Natrosol

As formulacdes semi-soélidas placebo apresentaram pH de 7,4 + 0,2, enquanto
as formulagcdes contendo acido barbatico e complexos de inclusdo apresentaram um
pH de 7,0+ 0,5 e 7.2+ 0,8, respectivamente. O rendimento das formulacdes tipo gel
Natrosol contendo o acido barbatico e complexo de inclusdo BAR:HPyCD foi 95% e
98,87%, respectivamente. O controle do pH do gel é importante para evitar efeitos
indesejaveis na pele, uma vez que, o pH da pele € um importante indicador funcional
(Leonardi et al., 2002). As formulacBes semi-sélidas tipo gel de Natrosol contendo
acido barbatico mantiveram aparente espalhabilidade durante as andlises, o que é
considerado como um quesito essencial das formas farmacéuticas de aplicacéao
tépica (Martins et al., 2008).
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3.4 Avaliacéo do processo de reparo tecidual em ratos Wistar

3.4.1 Analise macroscopica

As analises clinicas diarias demonstraram adequada recuperagédo dos animais
experimentais. Avaliando a evolucdo da éarea da ferida entre 0s grupos
experimentais, observou-se que a area diminuiu gradativamente com o decorrer do
tempo nos grupos estudados. O acompanhamento da ferida foi realizado até o 21°
dia. O valor médio e o desvio padrao para cada grupo estdo representados na figura
3. Entretanto, quando os grupos foram comparados entre si, observou-se que as
meédias das &reas do grupo BAR:HPyCD a partir do 7° dia PO (pOs-operatério)
apresentaram-se reduzidas quando comparadas as obtidas nos outros grupos. Estes
dados evidenciam que a formulacdo gel BAR:HPyCD apresentou uma relevante
acao sobre o reparo tecidual dos animais tratados, acelerando, portanto, o processo

de reparo tecidual, com relevante reducao no dia 11° PO.

Areg da Ferida [Cma)

250 1
5 O Gel base
m Gel BAR
O Gel BAR-HP-y-Ciclodextring
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1 2 2 4 i G T ] 5 1M 1N =2z 13 14 15
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Figura 3. Areas calculadas das feridas cirGrgicas nos grupos experimentais
tratados: Gel base = gel natrosol base; Gel BAR = gel natrosol contendo acido

barbatico e Gel BAR:HPyCD = gel natrosol contendo complexos de incluséo
(BAR:HPyCD) (n=27).
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Macroscopicamente, no acompanhamento da evolucdo das feridas
produzidas nos animais experimentais, nédo foi visualizada a presenca de exsudacéo
até o 14° dia PO em todos os grupos experimentais. Igualmente em todos 0s grupos,
foi observada a formacao de crosta fibrino-leucocitéria até o 14° dia PO. Todavia, o
grupo de animais tratados com gel BAR:HPyCD desenvolveu crostas fibrino-
leucocitarias em maior propor¢cado a partir do 7° dia PO quando comparada aos
demais grupos, evoluindo a partir do 14° dia PO para uma répida reepitelizacao do
local da leséo. Ao 21° dia PO, ndo foram evidenciados sinais de cicatrizagao, pois o0
tecido demonstrou completo reparo e intenso crescimento de pelos no local da leséo
(Figura 4).

Figura 4. Microfotografia da ferida cirlrgica apés o Periodo operatério (PO) em
intervalos de tempos pré-determinados: (1) = 3dias PO; (2) = 7dias PO; (3) = 14 dias
PO e (4) = 21dias PO. Grupos experimentais: A= Gel base; B= Gel BAR e C= Gel
BAR: HP-y-CD.
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3.4.2 Analise histopatoldgica e morfométrica

A andlise histopatoldgica foi realizada no intuito de se visualizar o processo de
reparo tecidual, o qual apresenta diversas fases com caracteristicas proprias. Nas
avaliagcbes microscopicas dos fragmentos de pele retiradas dos trés grupos
experimentais, foram evidenciadas diferencas qualitativas detectaveis entre as
variaveis analisadas. Para a andlise histolégica, foram utilizados dois tipos de
coloracdo: Hematoxilina-Eosina (H.E.) e Picrosirius (PS). A primeira para
observacédo dos elementos celulares e esta Ultima, para o estudo do colageno. As
analises microscépicas demonstraram a presenca de crosta, tecido de granulacao e
proliferacdo fibroblastica, vasos esparsamente situados no campo optico, infiltrado
inflamatorio e consequente reepitelizacdo, em todos 0s grupos experimentais.

A capacidade de reparacdo tecidual é de grande importancia para
manuteng¢do dos organismos vivos quando ocorrem lesdes acidentais ou cirdrgicas
(Sanchez Neto et al., 1993). Todos o0s animais experimentais estudados
apresentaram essa capacidade.

No 7° dia PO, o grupo controle (gel base), demonstrou a presenca de crosta,
tecido de granulacdo e reduzida proliferagcdo fibroblastica, poucos vasos
esparsamente situados no campo 6ptico, infiltrado inflamatdrio. No grupo de animais
tratados com gel BAR:HPyCD, observou-se uma acentuada crosta fibrino-
leucocitaria, marcante presenca de tecido de granulacdo, intensa proliferacédo
vascular, relevante presenca de células inflamatdrias e intensa proliferacdo de
fibroblastos (figura 5), culminando com uma rapida reepitelizacdo ao 14° dia PO

(figura 6).
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Figura 5. Fotomicrografia da ferida cirargica ao 7° dia PO: (A) gel base, (B) gel
BAR e (C) gel BAR:HPyCD. Crosta fibrino-leucocitaria (C), reepitelizacao (E),
fibroblasto (FB), célula inflamatéria (Cl) e vaso sanguineo (VS): coloracdo H.E.
Fibras colagenas (FC): coloracao Picrosirius.

De acordo com a literatura, uma ferida ndo exudativa acompanhada de
formacdo de crosta favorece o processo de cicatrizagdo (Oliveira, 2008). Sabe-se,
portanto, que o fibroblasto, célula fundamental no processo de reparacdo do tecido
conjuntivo, é responsavel pela sintese do material intercelular do tecido de
granulacdo (Cotran et al., 2000). Somente na presenca dos fibroblastos é que ocorre
a diferenciacdo epidermal e a deposicdo da proteina laminina, colageno tipo IV e VII,
elementos essenciais no processo cicatricial (Garros et al., 2006). Segundo Ribeiro e
colaboradores (2005), a formagdo de uma crosta é considerada como um sinal
positivo no reparo, sendo comprovado histologicamente com maior formacdo de

infiltrado inflamatdrio, vasos sanguineos e fibras coldgenas.
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Estudos realizados comprovam que a vascularizacdo também pode contribuir
com a recuperacao funcional do érgéo, tornando-se recuperagao do “espago morto”
localizado entre as duas bordas da ferida (Winter, 1962). Este fato foi evidenciado
nos grupos tratados com gel BAR e gel BAR:HPyCD. Relatos da literatura afirmam
que a reepitelizacdo é favorecida quando o ambiente torna-se Umido, onde o
movimento dos queratindcitos migrantes é determinado pelo conteddo de agua no
leito da ferida. Feridas abertas e ressecadas reepitelizam mais lentamente do que as
ocluidas. A crosta, portanto, favorece o meio ocluido e umido contribuindo assim
uma acentuada reepitelizagcéo (Winter, 1962).

A partir do 14° dia PO, como demonstra a figura 6, as células que se formam
na borda se aderem ao tecido de granulacdo, evidenciando o epitélio. Nesta analise
visual, foi observado que no grupo controle houve uma proliferacdo moderada de
fibroblastos, entretanto, no grupo do complexo a proliferacdo de fibroblastos foi

intensa.

Figura 6. Fotomicrografia da ferida cirargica ao 14° dia PO: (A) gel base, (B) gel
BAR e (C) gel BAR:HPyCD. Crosta fibrino-leucocitaria (C), reepitelizacdo (E),
fibroblasto (FB), célula inflamatoria (Cl) e vaso sanguineo (VS): coloracdo H.E.

Fibras colagenas (FC): coloracdo Picrosirius.
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Andlises morfométricas foram realizadas a fim de comprovar a aparente
aceleracéo do reparo tecidual visualizada nos animais tratados com gel BAR:HPyCD
(Figura 7). Logo apés o ferimento, o sangue preenche a area lesada, seguido da
coagulacdo, desidratacdo e formacdo de crosta, protegendo a lesdo. Com a
liberacdo de mediadores quimicos por parte do coagulo, desenvolve-se uma reacao
inflamatodria aguda. A inflamacéo é um pré-requisito para a cicatrizagdo (Nitz et al.,
2006), com a formacao de tecido de granulacdo dentro de 3 a 5 dias, segundo

Cotran e colaboradores, 2000.
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Figura 7. Analises histomorfométricas dos grupos de animais controle (gel base) e
tratados com as formulacdes tipo gel contendo acido barbatico (gel BAR) e
complexo de inclusdo (gel BAR:HPyCD). Legenda: A= Células inflamatorias; B=
Fibroblastos; C= Vasos sanguineos. * (p <0,05% ou 5%) entre grupos, e quando

comparado ao grupo controle.

Ao 3° dia PO, foi visualizado perceptivel aumento nas células inflamatoérias
(76,2t 28,3) e vascularizacdo (34,6£12,4) nos animais tratados com gel BAR,
guando comparado ao grupo controle (70,9+ 29,7 e 19,9£3,9, respectivamente). No
14° dia PO notou-se uma reducédo das células polimorfononucleares (36,3+8,8) e
marcante aumento do tecido de granulacdo, com predominio significativo de
fibroblastos (157,1+40,8), favorecendo, portanto, a cicatriza¢cdo no grupo tratado com
gel BAR (p=0,01), culminando no reparo tecidual ao 14° dia PO. Por outro lado, nos
animais tratados com a formulacao gel BAR:HPyCD, observou-se relevante aumento
na inflamacéo, avaliada pela relevante presenca de células polimorfonucleares do 3°

ao 7° dia PO; 80,2+27,3 e 115,6+34,6, respectivamente (Figura 7A).
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A quantidade de vasos sanguineos foi significativamente maior, nos animais
tratados com gel BAR em relagdo aos outros grupos, observado no 3° dia PO
(Figura 7B). O aumento de vasos sanguineos € favoravel a uma maior oxigenacéo e
aporte de nutrientes no local da lesé&o, influenciando um reparo tecidual mais rapido
(Balbino et al., 2005). Arteriolas e vénulas surgem na area lesada por diferenciacéo
de células mesenquimais em células musculares que envolvem os capilares,
passando a constituir a parede desses novos vasos. Estas alteragbes fazem com
gue o tecido de granulagdo mude sua estrutura, constituindo um tecido conjuntivo
tipico (Montenegro & Franco, 1999).

Analisando-se a proliferagdo de fibroblastos, visualizou-se diferenca
significativa, com a percep¢cdo de um aumento nos animais tratados com gel
BAR:HPyCD (189,6+65,2) quando comparado aos animais tratados com gel BAR
(115,7+34,3) (p>0,05) no 7° dia PO (Figura 7C). O fibroblasto é a célula reguladora
por apresentar a dupla funcdo de sintese e reabsorcdo de colageno. Segundo
Biondo-Simdes e colaboradores (1993), o 7° dia PO corresponde ao periodo de
maior numero de fibroblastos no tecido. Nos valores obtidos na proliferacdo
fibroblastica, houve diferenca estatistica entre os grupos somente no 7° dia PO. A
fibroplasia foi maior no grupo dos animais tratados com gel BAR:HPyCD quando
comparado com 0s outros grupos. Os animais tratados com gel BAR apresentaram
uma maior quantidade de fibroblastos quando comparados aos animais tratados
com gel base. Achados semelhantes foram obtidos por Garros et al., 2006, onde o
grupo tratado com extrato hidroalcodlico de Passiflora edulis apresentou maior
guantidade de fibroblastos ao 7° dia PO. No 14° dia PO, foi observado que a
proliferacéo fibroblastica decresceu, mas ndo havendo diferenca significativa entre
0S grupos experimentais, 0 que corrobora com os resultados citados na literatura
(Garros et al., 2006).

Concernente as fibras colagenas, ao 7° dia PO, o processo de colagenizagao
apresentou-se significativamente maior nos animais tratados com gel BAR:HPyCD
(59,6%+19,7) em relacdo aos animais tratados com gel base (35,0%+22,7) e com gel
BAR (32,3%z 19,8) (Figura 8). Todavia, ao 14° dia tornou-se significativamente mais
discreta nos animais tratados com gel BAR:HPyCD (27,8% + 18,6) e mais intensa
nos tratados com gel BAR (79,9+12,6), e nos animais tratados com gel base
(85,0%=7,5). Isto demonstra que o tratamento com o gel BAR:HPyCD promoveu

uma correta colagenizagédo, favorecendo, portanto, a reducdo da formagédo de
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queldides durante o processo cicatricial, as quais sdo desordens fibroproliferativas
decorrentes de uma cicatrizacdo anormal por alteragdo na migracdo e na
proliferacdo de células, inflamagdo, aumento na sintese de citocinas e proteinas da

matriz extracelular e remodelamento da matriz sintetizada (Alves et al., 2002).
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Figura 8. Analise histomorfométrica dos grupos de animais controle e tratados com
as formulacBes tipo gel de Natrosol contendo BAR e complexo BAR:HPyCD:
contagem de fibras colagenas ao 7° e 14° dia PO * (p <0,05% ou 5%) entre grupos,

e quando comparado ao grupo controle (tratado com Gel base).

4. Conclusodes

O uso tépico do acido barbatico incorporado em gel associou-se a presenca
de crosta, aumento da proliferacdo fibroblastica e proliferagcdo vascular, com
evidente reepitelizacdo e colagenizacdo. Sugerindo, assim, efeito benéfico no
processo cicatricial de feridas cutaneas abertas em ratos. E importante salientar que
a complexacdo do &cido barbéatico a hidroxipropil-y-ciclodextrina aumentou sua
hidrosolubilidade e viabilizou sua eficacia terapéutica quando da incorporacdo em
formulacdo semi-soélida tipo gel, favorecendo, portanto, o processo de cicatrizacao

de feridas cutaneas experimentais.
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GUIA DE AUTORES

The Journal of Ethnopharmacology é dedicado a troca de informacdes e entendimentos
sobre 0 uso de plantas, fungos, animais, microorganismos e minerais e seus efeitos
biolégicos e farmacol6gicos com base nos principios estabelecidos através de convencdes
internacionais das pessoas. Pessoas cedo, confrontados com a doenca ea doenca,
descobriram uma riqueza de agentes terapéuticos Uteis nos reinos vegetal e animal. O
conhecimento empirico dessas substancias medicinais e seu potencial toxico foi transmitida
pela tradicéo oral e, por vezes registrado em ervas e outros textos sobre a matéria

médica . Muitos medicamentos valiosos de hoje (por exemplo, atropina, efedrina,
tubocurarina, digoxina, reserpina), entrou em uso através do estudo de remédios
indigenas. Farmacias continuam a usar drogas derivadas de plantas (por exemplo, a
morfina, taxol, fisostigmina, quinidina, emetine) como protoétipos em suas tentativas de
desenvolver mais eficaz e menos toxico medicinais.

Por favor note que as figuras e tabelas devem ser incorporados no texto o mais
préoximo possivel de onde eles séo, inicialmente, citou. Também é obrigatorio para fazer
upload de arquivos graficos e tabela separada como estes irdo ser necessaria se 0 seu
manuscrito for aceito para publicacao.

Classificagéo de seu papel

Por favor, note que, ao enviar o seu artigo, vocé tera que selecionar pelo menos uma
classificacao e, pelo menos, trés das palavras dadas. Vocé pode visualizar a lista de
classificacbes e palavras-chave (aqui) . Esta informacédo € necessaria pelos Editores de
processar mais rapidamente o seu artigo. Além disso, vocé pode enviar palavras-chave
gratuitos, conforme descrito abaixo em "Palavras-chave".

As "regras de 5"

Os Editores e Conselho Editorial ttm desenvolvido as "Regras de 5" para a publicacéo no
PEC. Nés produzimos cinco critérios claros de que cada autor precisa pensar antes de
submeter um manuscrito e definir todo o processo de edi¢do e revisédo no trabalho. Clique
aqui.

Para mais detalhes sobre como escrever um papel de classe mundial, visite o
nosso Resources Autor Farmacologia pagina.

Os autores sdo incentivados a enviar material de video ou seqgiiéncias de
animacao para apoiar e melhorar a sua pesquisa cientifica. Para mais informag6es consulte
o paragrafo sobre os dados de video abaixo.

Tipos de papel

The Journal of Ethnopharmacology aceitara as seguintes contribuicdes:

1. Artigos originais de pesquisa - cujo comprimento ndo é limitada e deve incluir titulo,
resumo, Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo, Conclusbes, Agradecimentos e
Referéncias. Como uma diretriz, um artigo completo normalmente ndo ocupa mais do que
10 paginas impressas da revista, incluindo tabelas e ilustracoes.


http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/JEPclassificationANDkeywordsNov2010.doc
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/jeprulesof5.pdf
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/jeprulesof5.pdf
http://www.elsevier.com/wps/find/L07.cws_home/publishing_tips
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2. Comunicacgdes etnofarmacolégicas (Communications anteriormente Short) - cuja duracéo
média ndo € mais do que quatro paginas em impressao (aprox. 2000-2300 palavras,
incluindo resumo e referéncias). E permitido um maximo de duas ilustragdes (figuras ou
tabelas). Ver ponto abaixo a descricéo e formato.

3. Cartas a Redacéo.

4. Comentarios - Autores que pretendem escrever artigos de revisao deve consultar e enviar
um esboco para as avaliagdes Editor (ver contra-capa para informacdes de contato) antes
de preparar os manuscritos. A organizagao e subdivisdo de artigos de revisdo podem ser
organizadas a critério do autor. Os autores devem ter em mente que uma boa reviséo define
a tendéncia e direcéo de futuras pesquisas sobre o assunto que esta sendo

analisado. Tabelas, figuras e referéncias devem ser organizadas da mesma forma como
artigos de pesquisa no periodico. . Comentarios sobre temas que os problemas de ponta de
enderego s&o particularmente bem-vindos

esbocos para possiveis comentarios devem incluir:

¢ Um resumo detalhado usando a estrutura fornecida nas orientacdes
e Uma tabela com anotacdes de contetdo

¢ Uma breve CV do autor

5. Resenhas de livros - Livros para analise devem ser enviados para o Comentarios Editor.
6. Comentarios - convidou , peer-reviewed, a discussao critica sobre aspectos cruciais do
campo, mas os desenvolvimentos mais importante metodolégico e conceitual-teérico no
campo e também deve fornecer um padrao, por exemplo, por métodos farmacoldgicos para
ser usado em papéis no Journal of Etnofarmacologia . O dialogo cientifico € muito diferente
nas ciéncias sociais / culturais e naturais, as discussfes sobre os fundamentos comuns do
campo estdo em andamento e os trabalhos publicados devem contribuir para um debate
transdisciplinar e multidisciplinar. O comprimento deve ser no maximo de 2-3 paginas
impressas ou 2500 palavras. Entre em contato com o editor Comentarios j.ethnopharmacol
@ pharmacy.ac.uk com um esboco.

7. Anuncios de conferéncias e noticias.

g Before You Begin

Etica na publicacéo

Para obter informacgdes sobre Etica em diretrizes editoriais e éticos para revista publicagéo
verhttp://www.elsevier.com/publishingethics e http://www.elsevier.com/ethicalguidelines .

Politica e ética

na carta, o autor também deve declarar que o estudo foi realizado de acordo com as regras
internacionais, nacional e institucional, considerando experiéncias com animais, estudos
clinicos e os direitos da biodiversidade. Veja abaixo para mais informagdes. A importancia
etnofarmacoldgica do estudo também deve ser explicada na carta de apresentacéao.

Animais e estudos clinicos - Investigagfes utilizando animais experimentais deve indicar
na secdo Métodos que a pesquisa foi conduzida de acordo com os principios
internacionalmente aceites para uso de animais de laborat6rio e cuidar como 0s
encontrados em, por exemplo, as orientag6es da Comunidade Europeia (Directivas CEE de
1986; 86 / 609/EEC) ou as diretrizes dos Estados Unidos (NIH publicacédo # 85-23, revisado


http://www.elsevier.com/publishingethics
http://www.elsevier.com/ethicalguidelines
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em 1985).Investigagbes com seres humanos devem indicar na secdo Métodos que a
pesquisa seguiu as orientacdes da Declaracdo de Helsinki e Toquio para os seres humanos,
e foi aprovado pelo comité de experimentacdo humana institucional ou equivalente, e que o
consentimento informado foi obtido. Os editores vao rejeitar papéis se houver qualquer
davida sobre a adequacao do animal ou procedimentos humanos utilizados.

Direitos da Biodiversidade - Cada pais tem seus proprios direitos sobre sua
biodiversidade. Consequentemente, para estudar as plantas € preciso seguir as regras
internacionais, nacional e institucional sobre os direitos da biodiversidade.

Conflito de interesse

Todos os autores sdo obrigados a divulgar qualquer conflito real ou potencial de interesse,
incluindo quaisquer relac¢des financeiras, pessoais ou outros com outras pessoas ou
organizacdes dentro de trés anos do inicio do trabalho apresentado que poderiam influenciar
inadequadamente ou ser percebida de influenciar, o seu trabalho . Veja

também http://www.elsevier.com/conflictsofinterest .

Declaracdo de submissao e verificacdo

Apresentacao de um artigo implica que o trabalho descrito ndo tenha sido publicado
anteriormente (exceto na forma de um resumo ou como parte de uma palestra publicada ou
tese académica ou como um pré-impressao eletrénica, consulte http://www.elsevier .com /
postingpaolicy ), que ndo esta sendo considerado para publicagcdo em outro, que a sua
publicacéo é aprovado por todos os autores e tacita ou explicitamente por parte das
autoridades responsaveis, onde o trabalho foi realizado e que, se aceito, ndo sera publicado
em outro lugar, na mesma forma, em Inglés ou em qualquer outra lingua, inclusive
eletronicamente, sem o consentimento por escrito do portador dos direitos autorais. Para
verificar a originalidade, o seu artigo podem ser verificados pela originalidade deteccao
servico CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect .

Alteracdes autoria

Esta politica diz respeito a adicdo, exclusédo ou rearranjo de nomes de autores na autoria de
manuscritos aceitos:Antes do manuscrito aceito é publicado em uma edi¢&o on-line : Os
pedidos para adicionar ou remover um autor, ou para reorganizar os nomes dos autores,
deve ser enviados para o Editor Gerente do autor do manuscrito aceito e deve incluir: (a) a
razao pela qual o nome deve ser adicionado ou removido, ou 0s nomes dos autores
reorganizados e (b) a confirmacao por escrito (e-mail, fax, carta ) de todos os autores que
concordam com a adigéo, remogé&o ou rearranjo. No caso da adi¢do ou remocgao dos
autores, este inclui a confirmac&o do autor sendo adicionadas ou removidas. Os pedidos
gue ndo sao enviadas pelo autor correspondente sera transmitido pelo Editor Gerente ao
autor correspondente, que deve seguir o procedimento descrito acima. Note-se que: (1)
Jornal Gerentes informara os Editores de Revistas de tais pedidos e (2) a publica¢do do
manuscrito aceito em uma edi¢do on-line esta suspensa até que a autoria foi

acordado. ApOs 0 manuscrito aceito é publicado em uma edi¢do on-line : Qualquer pedidos
para adicionar, excluir ou reorganizar os nomes dos autores em um artigo publicado em uma


http://www.elsevier.com/conflictsofinterest
http://www.elsevier.com/postingpolicy
http://www.elsevier.com/postingpolicy
http://www.elsevier.com/editors/plagdetect
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edicdo on-line vai seguir as mesmas politicas como mencionado acima e resultar em uma
corrigenda.

Copyright

Apbs a aceitacdo de um artigo, os autores serao convidados a preencher um "Acordo de
Publicagéo Jornal" (para mais informacdes sobre este e direitos autorais

ver http://www.elsevier.com/copyright ). A aceitagdo do acordo ira garantir a mais ampla
divulgacédo de informagdes. Um e-mail serd enviado ao autor correspondente confirmando o
recebimento do manuscrito, juntamente com um formulario de «Acordo Publishing Jornal" ou
um link para a versédo online deste acordo.

assinantes podem reproduzir tabelas de contetdo ou preparar listas de artigos, incluindo
resumos para circulacdo interna dentro de suas instituicées. Permisséo do editor &
necessario para revenda ou distribuicdo no exterior da instituicdo e para todos os outros
trabalhos derivados, incluindo compilagdes e tradugdes (por favor

consultar http://www.elsevier.com/permissions ). Se excertos de outras obras com direitos
autorais estao incluidos, o autor (s) devera obter permisséo escrita dos proprietarios dos
direitos autorais e de crédito da fonte (s) no artigo. Elsevier tem formularios pré-impressos
para uso pelos autores, nestes casos: consultehttp://www.elsevier.com/permissions .

Direitos autorais retidos

Como um autor que vocé (ou seu empregador ou instituicao) reter certos direitos, por
detalhes que sdo mencionados: http://www.elsevier.com/authorsrights .

Papel da fonte de financiamento

Vocé é solicitado a identificar guem forneceu apoio financeiro para a realizacdo da pesquisa
e / ou preparacao do artigo e descrever brevemente o papel do patrocinador (s), se houver,
no desenho do estudo, na colecdo , analise e interpretacédo dos dados, na redacao do
relatorio e na decisdo de enviar o artigo para publicacdo. Se a fonte de financiamento (s)
nao tinha esse envolvimento, entdo isso deve ser declarado. Por favor,
vejahttp://www.elsevier.com/funding .

Acordos e politicas Entidade

Elsevier estabeleceu acordos e politicas desenvolvidas para permitir gue os autores cujos
artigos aparecem em revistas publicadas pela Elsevier, em conformidade com potencial
manuscrito requisitos de arquivamento, conforme especificado em suas condi¢fes de
conceder prémios. Para saber mais sobre os acordos e as politicas existentes

visite http://www.elsevier.com/fundingbodies .

Abra acessar

Esta revista oferece uma escolha autores em publicar sua pesquisa:

Open Access
» artigos estao disponiveis para os assinantes e ao publico em geral com a reutilizagao


http://www.elsevier.com/copyright
http://www.elsevier.com/permissions
http://www.elsevier.com/permissions
http://www.elsevier.com/authorsrights
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permitida livremente

» Uma taxa de publicagdo Open Access é pago por autores ou suas pesquisas financiador
Inscricdo * Os artigos séo disponibilizados aos assinantes, bem como os paises em
desenvolvimento e grupos de pacientes através do n0sso acesso programas

( http://www.elsevier.com/access ) « No Aberto da taxa de publicagéo de acesso

Sua escolha publicacao néo terd nenhum efeito sobre o processo de revisao por pares ou a
aceitagdo de sua inscrigao.

Todos os artigos publicados Acesso Livre sera imediatamente e permanentemente livre para
gue todos possam ler e baixar. Reutilizacdo permitida é definida por sua escolha de uma
das seguintes licencas de uso Creative Commons: Creative Commons Atribuicdo (CC-
BY) : permite que outros distribuir e copiar o artigo, para criar extratos, resumos, e outras
versoes revistas, adaptacdes ou trabalhos derivados do ou a partir de um artigo (como uma
traducéo), para incluir em um trabalho coletivo (como uma antologia), em texto ou o meu
dados do artigo, mesmo para fins comerciais, contanto que o autor de crédito (s), ndo
representar o autor como endossando sua adaptacao do artigo, e ndo modificar o artigo de
tal forma a prejudicar a honra ou reputacdo do autor. Creative Commons Attribution-
NonCommercial-ShareAlike (CC-BY-NC-SA) : para néo fins comerciais, permite que
outros distribuir e copiar o artigo, para criar extratos, resumos e outras versdes revistas,
adaptacBes ou trabalhos derivados ou de um artigo (como uma traduc¢éo), para incluir em
um trabalho coletivo (como uma antologia), para o texto e dados mina do artigo, desde que
a creditar a (s) autor, ndo representam o autor como favoravel a adaptacéo do artigo, nédo
alteram o artigo de tal modo que danifiqgue honra ou reputacdo do autor, e licenca de suas
novas adaptacdes ou criacées sob termos idénticos (CC-BY-NC-SA). Creative Commons
Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC-BY-NC-ND) : para fins ndo comerciais, permite
gue outros distribuir e copiar o artigo e incluir em um trabalho coletivo (como uma antologia),
desde que seja dado crédito ao autor (s) e desde que ndo altere ou modifique o artigo.

Para fornecer acesso aberto, a revista tem uma taxa de publicacdo, que precisa ser
cumprida pelos autores ou seus financiadores de pesquisa para cada artigo publicado Open
Access.

Sua escolha publicacdo néo terd nenhum efeito sobre o processo de reviséo por pares ou
aceitacao de artigos submetidos.

A taxa de publicacdo desta revista é 3.000 dolares , excluindo impostos. Saiba mais sobre a
politica de precos da Elsevier: http://www.elsevier.com/openaccesspricing .

Language (servicos de uso e edi¢ao)

Por favor, escreva seu texto em Inglés bom (uso americano ou britanico é aceito, mas nao
uma mistura destes).Autores que sentem que seu manuscrito idioma Inglés pode exigir de
edicdo para eliminar possiveis erros gramaticais ou de ortografia e conformar para corrigir
Inglés cientifica pode querer usar o servigo de edicao Idioma Inglés disponivel a partir da
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http://www.elsevier.com/openaccesspricing
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Elsevier WebShop http://webshop.elsevier.com/languageediting/ ou visite nosso site de
suporte ao cliente http://support.elsevier.com para mais informagoes.

Apresentacédo

Apresentacao a revista procede totalmente online e vocé sera guiado passo a passo através
da criacdo e upload de seus arquivos. O sistema converte automaticamente arquivos de
origem em um Unico arquivo PDF do artigo, que € usado no processo de peer-review. Por
favor, note que mesmo que os arquivos de origem do manuscrito sdo convertidos em
arquivos PDF no envio para o processo de revisdo, esses arquivos de origem sao
necessarios para processamento adicional apos a aceitacdo. Toda a correspondéncia,
incluindo a notificacdo da decisdo do Editor e pedidos de revisédo, ocorre por e-mail
eliminando a necessidade de uma trilha de papel.

Informacgdes adicionais

Autores que queiram submeter um manuscrito deve consultar e ler as questdes com
atencdo recente da revista para o formato e estilo. Os autores devem incluir as seguintes
informacgfes na pagina de rosto de seu manuscrito submetido: endereco postal completo,
fax, e-mail. Todos os trabalhos apresentados estéo sujeitos a reviséo por pares. Os
requisitos minimos para um manuscrito para se qualificar para revisao por pares sédo de que
ele foi preparado seguindo estritamente o formato e estilo da revista, como mencionado, que
€ escrito em Inglés bom, e que é completo. Os manuscritos que ndo tenham cumprido estes
requisitos serdo devolvidos ao autor (s).

Além disso, recomenda-se seguir as normas de pesquisa descritos nos seguintes artigos:

Cos P, Vlietinck AJ, Berghe DV, et al. potencial anti-infeccioso de produtos naturais:. como
desenvolver uma forte in vitro ‘prova de conceito' J Ethnopharmacol 2006, 106:. 290-
302 Cligue aqui.

Matteucci, E., Giampietro, O. Proposta aberto para a discusséao: a definicdo de
procedimentos de diagnostico em pesquisa experimental diabetes concordou. J
Ethnopharmacol 2008.115:. 163-172 Clique aqui.

T.SA. Froede e YS Medeiros modelos animais para testar drogas com atividade
antidiabética potencial. J Ethnopharmacol de 2008, 115:. 173-183 Clique aqui.

u Preparation

Uso de software de processamento de texto

E importante que o arquivo seja salvo no formato nativo do processador de texto utilizado. O
texto deve ser em formato de coluna Unica. Mantenha o layout do texto 0 mais simples
possivel. A maioria dos codigos de formatag&o serd removido e substituido no
processamento do artigo. Em particular, ndo use as op¢des do processador de texto para
justificar o texto ou para hifenizar as palavras. No entanto, ndo usar negrito, italico,
subscritos, sobrescritos, etc Ao preparar tabelas, se vocé estiver usando uma grade de
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tabela, use apenas uma grade para cada tabela individual e ndo uma grade para cada
linha. Se nenhuma rede for utilizado, guias, e ndo os espacos, para alinhar colunas. O texto
eletrénico deve ser preparado de uma forma muito semelhante ao de manuscritos
convencionais (ver também o Guia para a publicacdo com
Elsevier:http://www.elsevier.com/guidepublication ). Note-se que 0s arquivos de origem de
figuras, tabelas e graficos de texto serd necesséaria ou ndo vocé inserir seus dados no
texto. Veja também a secdo sobre arte eletronica.

Para evitar erros desnecessarios que sao fortemente aconselhados a usar o "corretor
ortogréfico" e fungbes "-check graméatica" de seu processador de texto.

Estrutura artigo

Bairro - se¢fes numeradas

Divida o seu artigo em sec¢bes bem definidas e numeradas. Subsec¢bes devem ser
numeradas 1.1 (entdo 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc (o0 resumo nao esta incluido na secao
numeragado). Utilize esta numeracao também para internos de referéncia cruzada: ndo se
refere apenas ao "texto". Qualquer subsecao pode ser dado um titulo breve. Cada titulo
deve aparecer na sua prépria linha separada.

Introducéo
Declare os objetivos do trabalho e fornecer uma base adequada, evitando-se um
levantamento bibliografico detalhado ou um resumo dos resultados.

Material e métodos

fornecem detalhes suficientes para permitir que o trabalho a ser reproduzida. Métodos ja
publicados devem ser indicados por uma referéncia: apenas modificacdes relevantes devem
ser descritas.

Teoria / célculo

A secdo Theory deve se estender, ndo repetir, o fundo para o artigo ja tratado na Introducao
e estabelecer as bases para a continuagao dos trabalhos. Em contraste, uma seccao de
Calculo representa um desenvolvimento pratico a partir de uma base tedrica.

Resultados
Os resultados devem ser clara e concisa.

Discussao

Este deve explorar a significancia dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Um combinado
de Resultados e secao de discussao muitas vezes é apropriado. Evite citacBes extensas e
discusséo de literatura.

Conclusodes

As principais conclusdes do estudo podem ser apresentados em uma sec¢ao Conclusdes
curto, que pode ficar sozinho ou formar uma subsecéo de uma sec¢édo de discusséo ou
Resultados e Discusséo.

Glossario
favor de abastecimento, como uma lista separada, as definicbes de termos especificos do
campo usado em seu artigo.
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Apéndices

Se houver mais do que um apéndice, eles devem ser identificadas como A, B, etc Férmulas
e equacgOes em apéndices deve ser dada numeracéo separada: Eq.. (A.1), eq. (A.2), etc,
num apéndice posterior, a Eg.. (B.1) e assim por diante. Da mesma forma para tabelas e
figuras: Tabela A.1; Fig. A.1, etc

Informacgdes da pagina de titulo essencial

» Titulo. conciso e informativo. Titulos sé@o frequentemente utilizados em sistemas de
recuperacao de informacao.Evite abreviacdes e férmulas, sempre que possivel.

» nomes e afiliagdes autor. Onde o nome da familia pode ser ambigua (por exemplo, um
nome duplo), indique isso claramente. Apresentar os enderecos de filiagdo dos autores
(onde o trabalho real foi feito) abaixo os nomes. Indique todas as afiliagdbes com uma letra
mindscula sobrescrito, imediatamente apds o nome do autor e em frente ao endereco
apropriado. Fornecer o endereco postal completo de cada afiliacdo, incluindo o nome do
pais e, se possivel, o endereco de cada autor e-mail.

* Autor para correspondéncia. indicam claramente quem vai lidar com a correspondéncia
em todas as fases de arbitragem e publicacdo, também pdés-publicacdo. Certifique-se de
que os numeros de telefone (com o pais eo cédigo de area) sdo fornecidos, além do
endereco de e-mail eo endereco postal completo. Os detalhes de contacto deve ser
mantido até a data pelo autor correspondente.

» endereco Present / permanente. Se um autor mudou desde o trabalho descrito no artigo
foi feito, ou estava visitando na época, um "endereco Present '(ou' Permanent endereco ')
pode ser indicada como uma nota de rodapé para que o nome do autor. O endereco no qual
o autor realmente fez o trabalho deve ser mantido como, endereco afiliacdo

principal. NUmeros arabicos sobrescritos sdo utilizados para tais notas de rodapé.

Resumo

Um resumo conciso e factual é necessaria. O resumo deve indicar sucintamente o objetivo
da pesquisa, os principais resultados e as principais conclusées. Um resumo é muitas vezes
apresentada separadamente do artigo, entdo deve ser capaz de ficar sozinho. Por esta
razao, as referéncias devem ser evitados, mas se necessario, em seguida, citar o autor (es)
e ano (s). Além disso, abreviaturas nao-padrao ou incomum deve ser evitada, mas se
essencial que deve ser definida na sua primeira menc¢ao no abstrato em si.

O autor deve dividir o resumo com a titulos de relevancia etnofarmacoldgica , Materiais e
Métodos , Resultadose Conclusoes .
Clique aqui para ver um exemplo.

Gréafica abstrato

A abstrato grafica é obrigat6ria para a revista. Ele deve resumir o contetddo do artigo em
uma forma pictorica concisa projetado para capturar a atencéo de um grande nimero de
leitores online. Autores deve fornecer imagens que representam claramente o trabalho
descrito no artigo. Resumos graficos devem ser apresentados como um arquivo separado
no sistema de submisséo online. Tamanho da imagem: por favor fornecer uma imagem com
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um minimo de 531 x 1328 pixels (h x w) ou proporcionalmente mais. A imagem deve ser lido
em um tamanho de 5 x 13 cm, utilizando uma resolucéo de tela normal de 96 dpi. Tipos de
arquivos preferidos: TIFF, EPS, PDF ou arquivos do MS

Office. Veja http://www.elsevier.com/graphicalabstracts para exemplos.

autores podem fazer uso de llustragdo da Elsevier e servico Enhancement para garantir a
melhor apresentacéo de suas imagens também de acordo com todos 0s requisitos

técnicos: Servicos llustracao .

Palavras-chave

Depois de ter selecionado a classificagéo no sistema de submisséo, os autores devem, no
mesmo passo selecionar cinco palavras-chave. Essas palavras-chave ira ajudar os editores
a categorizar o seu artigo com preciséo e processa-la mais rapidamente. A lista das
classificagbes e conjunto de palavras-chave pode ser encontrada aqui .

Além disso, vocé pode fornecer um maximo de 6 palavras-chave especificas, usando a
ortografia americana e evitar gerais e plural termos e varios conceitos (evitar, por exemplo,
"e", "de"). Ser poupado com abreviaturas: apenas abreviaturas firmemente estabelecidos no
campo pode ser elegivel. Essas palavras-chave sera utilizada para fins de indexacéo.

Agradecimentos

Agrupar reconhecimentos em uma sec¢éo separada no final do artigo, antes das referéncias
bibliogréficas e ndo, portanto, inclui-los na pagina de titulo, como uma nota de rodapé para o
titulo ou ndo. Listar aqui os individuos que prestaram ajuda durante a pesquisa (por
exemplo, oferecendo ajuda a linguagem, a escrita assisténcia ou prova de ler o artigo, etc.)

Banco de dados que liga

Elsevier encoraja os autores a ligar artigos com bancos de dados externos, dando a seus
leitores um-clique acesso a bases de dados relevantes que ajudam a construir uma melhor
compreensdo da pesquisa descrita.Por favor, consulte os identificadores de banco de dados
relevantes usando o seguinte formato em seu artigo: Base de dados: xxxx (por exemplo,
TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB:

1XFN). Vejahttp://www.elsevier.com/databaselinking para mais informacdes e uma lista
completa de bancos de dados suportados.

Math férmulas

Presente formulas simples na linha de texto normal, onde possivel, e usar a solidificao (/) em
vez de uma linha horizontal para pequenas termos fraccionada, por exemplo, X /Y. Em
principio, as variaveis devem ser apresentados em italico. Poderes do e muitas vezes séo
mais convenientemente denotado por exp. NUmero consecutivamente as equacdes que tém
de ser apresentado separadamente a partir do texto (se referido explicitamente no texto).

Notas de rodapé

As notas de rodapé devem ser usados com modera¢&do. Numera-las consecutivamente ao
longo do artigo, usando nimeros ardbicos sobrescritos. Muitos wordprocessors construir
notas de rodapé no texto, e esta caracteristica pode ser usada. Se néo for este o caso,
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indicar a posi¢céo das notas de rodapé no texto e apresentar as proprias notas
separadamente no final do artigo. N&o incluir notas de rodapé na lista de referéncia.notas de
rodapé da tabela Indique cada nota de rodapé em uma tabela com uma letra mintscula
sobrescrita.

Obra

Arte eletronica

pontos Gerais

* Certifique-se de usar letras uniforme e dimensionamento de sua arte original.

* Incorporar as fontes usadas, se o aplicativo oferece essa opcao.

* Objetivo de usar as seguintes fontes em suas ilustragdes: Arial, Courier, Times New
Roman, Simbolo , ou usar fontes que parecem semelhantes.

* Numero das ilustragdes de acordo com a sua sequéncia no texto.

» Use uma convencao de nomenclatura légica para seus arquivos de arte.

» Fornecer legendas para as ilustragdes separadamente.

» Tamanho das ilustracdes perto as dimensdes desejadas do impresso versao.

*» Apresentar cada ilustragdo como um arquivo separado.

Um guia detalhado sobre arte eletronica esté disponivel em nosso
website:http://www.elsevier.com/artworkinstructions Vocé esta convidada a visitar este
site, alguns trechos da informac0es detalhadas sdo dadas aqui. Formatos Se a sua arte
eletrbnica é criado em um aplicativo do Microsoft Office (Word, PowerPoint, Excel), por favor
oferta "como esta" no formato de documento nativo.Independentemente do aplicativo usado
diferente Microsoft Office, quando o seu trabalho artistico eletrénico é finalizado , por favor,
'Salvar como' ou converter as imagens para um dos seguintes formatos (observe os
requisitos de resolucéo para desenhos de linhas, meios-tons e de linha / meio-tom
combinac@es dadas abaixo):EPS (ou PDF): desenhos vetoriais, incorporar todas as fontes
utilizadas. TIFF (ou JPEG): cores ou tons de cinza fotografias (meios-tons), manter um
minimo de 300 dpi. TIFF (ou JPEG): bitmap desenhos de linha (preto puro e pixels brancos),
para manter um minimo de 1.000 dpi. TIFF (ou JPEG): Combinac8es de linha / meio-tom
(cor ou escala de cinza) de bitmap, manter um minimo de 500 dpi. favor ndo: « Fornecer
arquivos que séo otimizados para uso em tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT, WPG), estes
geralmente tém um baixo nimero de pixels e conjunto limitado de cores; ¢ Fornecer arquivos
gue sdo muito baixos em resolucéo; « Apresentar os graficos que sdo desproporcionalmente
grande para o conteudo.
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Por favor note que as figuras e tabelas devem ser incorporados no texto o mais préximo
possivel de onde eles sao, inicialmente, citou. Também é obrigatorio para fazer upload de
arquivos graficos e tabela separada como estes irdo ser necessaria se 0 seu manuscrito for
aceito para publicacao.

Artwork cor

Por favor, certifique-se de que os arquivos sédo obras de arte em um formato aceitavel (TIFF
(ou JPEG), EPS (ou PDF), ou arquivos do MS Office) e com a resolucdo correta. Se,
juntamente com o seu artigo aceito, vocé enviar figuras em cores utilizaveis Elsevier, em
seguida, ira garantir, sem nenhum custo adicional, que esses nUmeros aparecem a cores na
Web (por exemplo, ScienceDirect e outros sites) independentemente de ter ou ndo essas
ilustracdes sado reproduzidas em cores na versao impressa. Para reproducdo de cor na
impressao, vocé recebera informacdes sobre os custos de Elsevier, apés a recepcao
do seu artigo aceito. Indique sua preferéncia por cor: na impressao ou somente na

web. Para mais informacfes sobre a elaboracdo de obras de arte eletronica,

consulte http://www.elsevier.com/artworkinstructions .

Atencdo: Devido a complicacBes técnicas que podem surgir através da conversao de figuras
coloridas de "escala de cinza" (para a versao impressa deve vocé nao optar pela cor na
impressao) envie além versdes preto e branco utilizaveis de todas as ilustragbes a cores.

As legendas das figuras

Assegurar que cada ilustracao tem uma legenda. Fornecer legendas em separado, nao
ligado a figura. Uma legenda deve compreender um breve do titulo ( ndo na prépria figura),
bem como uma descricéo da ilustracdo.Manter texto nas proprias figuras para um minimo,
mas explicar todos os simbolos e as abreviaturas utilizadas.

Tabelas

tabelas de nimeros consecutivos, de acordo com 0 seu aparecimento no texto. Coloque
notas de rodapé nas tabelas abaixo do corpo da tabela e indica-los com letras mindsculas
sobrescritas. Evite regras verticais. Ser poupar na utilizacéo de tabelas e assegurar que 0s
dados apresentados nas tabelas ndo duplicar os resultados descritos noutro local no artigo.

Referéncias

Citacao no texto

Certifique-se que todas as referéncias citadas no texto também esta presente na lista de
referéncias (e vice-versa). Todas as referéncias citadas no resumo deve ser dada na
integra. Resultados ndo publicados e comunicac¢des pessoais ndo sdo recomendadas na
lista de referéncia, mas pode ser mencionada no texto. Se essas referéncias estéo incluidas
na lista de referéncias devem seguir o estilo da revista de referéncia padrao e deve incluir a
substituicdo da data de publica¢do, com "resultados ndo publicados”. " Comunicagéo
pessoal "ndo sera aceito como uma referéncia. Citagcdo de uma referéncia como "in press"
implica que o artigo foi aceito para publicagéo.
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Software de gerenciamento de referéncias

Esta revista tem modelos padréo disponiveis na chave de referéncia de gerenciamento de
pacotes EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp ) e Gerente de referéncia

( http://refman.com/support/rmstyles.asp ) .Usando plug-ins para os pacotes de
processamento de texto, 0s autores s precisa selecionar o modelo revista apropriada
guando se preparava seu artigo ea lista de referéncias e citacdes a estes sera formatado de
acordo com o estilo da revista, que € descrito abaixo.

Estilo de referéncia

Texto: Todas as citagdes no texto devem se referir a:

1. autor Unico: o nome do autor (sem iniciais, a menos que haja ambiglidade) e ano de
publicacéo;

2. Dois autores: os nomes dos dois autores eo ano de publicacao ,

3. Trés ou mais autores: 0 home do primeiro autor seguido de "et al." eo ano de publicacéo.
Citacdes podem ser feitas diretamente (ou entre parénteses). Grupos de referéncias deve
ser o primeiro da lista em ordem alfabética, em seguida, em ordem cronoldgica.

Exemplos: "como demonstrado (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan e Jones, 1995), Kramer et
al (2000) tém mostrado recentemente .....". List: As referéncias devem ser organizadas em
ordem alfabética primeiro e depois mais ordenadas cronologicamente, se necessario. Mais
de uma referéncia do mesmo autor (es) no mesmo ano devem ser identificados pelas letras
"a", "b", "c", etc, colocado apds o0 ano de publicacdo. Utilize nomes de periddicos

completos. Exemplos: referéncia a uma publicacdo da revista: Van der Geer, J., Hanraads,
JAJ, Lupton, RA, 2000. A arte de escrever um artigo cientifico. Jornal de Comunicacdo
Cientifica. 163, 51-59. referéncia a um livro: Strunk Jr., W., Branco, EB, 1979. The Elements
of Style, terceira ed. Macmillan, New York. Referéncia a um capitulo em um livro

editado: Mettam, GR, Adams, LB, 1999. Como preparar uma versao eletrbnica do seu artigo,
in: Jones, BS, Smith, RZ (Eds.), Introducao a era eletrbnica. E-Publishing Inc., New York, pp
281-304.

Video dados

Elsevier aceita material de video e seqiéncias de animagéo para apoiar e melhorar a sua
pesquisa cientifica.Autores que tém arquivos de video ou animacdo que desejam
apresentar, juntamente com seu artigo sao fortemente encorajados a incluir links para estes
dentro do corpo do artigo. Isto pode ser feito da mesma maneira como uma figura ou tabela,
referindo-se o contetido de video ou animagéo e registando no corpo do texto, onde ele
deve ser colocado. Todos os arquivos enviados devem ser devidamente rotulados de forma
gue eles se relacionam diretamente com o conteudo do arquivo de video. A fim de garantir
gue o seu material de video ou animacao é directamente utilizavel, por favor fornecer os
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arquivos em um de nossos formatos de arquivo recomendadas com um tamanho maximo
preferido de 50 MB. Video e animacao arquivos fornecidos sera publicado online na versao
eletrénica do seu artigo na Elsevier produtos da Web, incluindo
ScienceDirect:http://www.sciencedirect.com . Por favor, fornega "stills" com seus arquivos:
vocé pode escolher qualquer frame do video ou animagéao ou fazer uma imagem

separada. Estes serdo utilizados em vez de icones padrao e personalizar o link para seus
dados de video. Para obter instru¢des mais detalhadas, visite nossas paginas de instrucdes
em video em http://www.elsevier.com/artworkinstructions . Nota: desde video e animacao
nao pode ser incorporado na versdo impressa da revista, forneca texto, tanto para a
electronica ea versao impressa para as partes do artigo que se referem a este conteudo.

Complementar dados

Elsevier aceita material suplementar eletrénico para apoiar e melhorar a sua pesquisa
cientifica. Arquivos suplementares oferecer o autor possibilidades adicionais para publicar
aplicativos de apoio, imagens de alta resolucéo, conjuntos de dados de fundo, clipes de som
e muito mais. Arquivos complementares fornecidos ser&o publicados on-line junto com a
versao eletrénica do seu artigo na Elsevier produtos da Web, incluindo

ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com . A fim de garantir que o seu material enviado é
directamente utilizavel, por favor fornecer os dados em um de nossos formatos de arquivo
recomendadas. Os autores devem enviar o material em formato electronico, juntamente com
o0 artigo, e fornecer uma legenda concisa e descritiva para cada arquivo. Para obter
instrucdes mais detalhadas, visite nossas paginas de instrucdes arte
emhttp://www.elsevier.com/artworkinstructions .

Lista de checagem

A lista a seguir sera Util durante a verificacao final de um artigo antes de envia-lo para a
revista para a revisdo. Por favor, consulte este Guia de Autores para mais detalhes de
gualquer item. Certifique-se que os seguintes itens estao presentes: Um autor foi
designado como o autor correspondente com detalhes de contato: « Endereco de E-mail «
endereco postal completo * Os numeros de telefone todos os arquivos necessarios tém foi
carregado, e conter: * Palavras-chave * Todos legendas de figuras * Todas as tabelas
(incluindo titulo, descricdo, notas de rodapé) Outras considerac¢des * Manuscrito foi 'spell-
check "e" gramatica verificado' * As referéncias estdo no formato correto para esta revista ¢
Todas as referéncias citadas na lista de referéncias devem ser citadas no texto, e vice-
versa * A permissao foi obtida pelo uso de material com direitos autorais de outras fontes
(incluindo o Web)+ Figuras coloridas sao claramente marcados como sendo destinados a
reproducéo de cor na Web (gratuito) e em versao impressa, ou para ser reproduzidos em
cores na Web (gratuito) e em preto-e-branco na impresséo ¢ Se s6 cor na Web é necessaria,
versdes em preto-e-branco da nimeros também sao fornecidos para fins de impressdo Para
mais informacdes, visite nosso site de suporte ao cliente em http://support.elsevier.com .
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u After Acceptance

O uso do Digital Object Identifier

O Digital Object Identifier (DOI) pode ser usado para referenciar e link para documentos
eletrénicos. O DOI é composto por uma seqiiéncia de caracteres alfa-numérico Unico que é
atribuido a um documento do editor sobre a publicacéo eletrdnica inicial. O DOI atribuido
nunca muda. Portanto, € um meio ideal para citando um documento, em particular «artigos
na imprensa", porque ainda nao recebeu a sua informacéo bibliografica completa. Exemplo
de um dado corretamente DOI (no formato de URL, aqui um artigo na revista Physics Letters
B): http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059 Quando vocé usa uma DOI para criar
links para documentos na web, os DOI esta garantido para nunca mudar.

Provas de

um conjunto de provas de pagina (como arquivos PDF) sera enviada por e-mail ao autor (se
nao tiver um endereco de e-mail, em seguida, provas em papel serdo enviados por correio)
ou, um link sera fornecido em o e-mail para que os autores possam baixar os proprios
arquivos. Elsevier oferece agora autores com provas em PDF que pode ser anotado, para
isso vocé vai precisar baixar o Adobe Reader versao 7 (ou superior) disponivel
gratuitamente a partir http://get.adobe.com/reader . Instru¢des sobre como fazer anotacées
em arquivos PDF vai acompanhar as provas (também dado online). Os requisitos exatos do
sistema sao dadas no site da Adobe:http://www.adobe.com/products/reader/tech-
specs.html .

Se vocé nao quiser usar a funcéo de anotacdes de PDF, vocé pode listar as correcdes
(incluindo respostas ao formulario de consulta) e devolvé-los a Elsevier em um e-mail. Por
favor, liste suas correcdes, citando o nimero da linha. Se, por qualquer motivo, nao for
possivel, em seguida, marcar as corre¢des e quaisquer outros comentarios (incluindo
respostas ao formulario de consulta) sobre a impressao da prova e retorno por fax ou
escanear as paginas e e-mail ou por correio . Utilize esta prova apenas para verificar a
composicao, edicdo, integralidade e exactidao do texto, tabelas e figuras. Alteracdes
significativas no artigo, aceito para publicacdo s seré considerada nesta fase com a
permissao do Editor. Faremos todo o possivel para obter o seu artigo publicado com rapidez
e precisdo - por favor, deixe-nos ter todas as suas corre¢des no prazo de 48 horas. E
importante assegurar que todas as corre¢fes sdo enviados de volta para n6s em uma
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comunicagao: por favor, verifigue com cuidado antes de responder, como a incluséo de
eventuais correc¢gfes ndo podem ser garantidos.Revisdo é de sua responsabilidade
exclusiva. Note-se que Elsevier pode prosseguir com a publicacdo de seu artigo, se
nenhuma resposta for recebida.

Separatas

o autor correspondente, sem nenhum custo, sera fornecido com um arquivo PDF do artigo
via e-mail (arquivo PDF € uma versdo com marca d'agua do artigo publicado e inclui uma
folha de rosto com a imagem da capa do jornal e um aviso descrevendo o termos e
condicbes de uso). Por uma taxa extra, separatas em papel podem ser encomendados
através do formulario de pedido de separata, que é enviado assim que o artigo for aceito
para publicacdo. Ambos correspondente e co-autores podem pedir separatas a qualquer
momento através da Elsevier WebShop

( http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints ). Autores requerem copias
impressas de varios artigos podera usar da Elsevier WebShop "Criar seu proéprio livro"
servigo para reunir varios artigos dentro de uma Unica cobertura

( http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets ).

u Author Inquiries

Para mais informac@es relativas a apresentacdo de artigos (incluindo a apresentacao
eletrbnica), por favor visite o site deste jornal. Para obter instrucbes detalhadas sobre a
preparacdo de obras de arte eletrdnica,

visitehttp://www.elsevier.com/artworkinstructions . Detalhes do contato para perguntas que
surgem apos a aceitacdo de um artigo, especialmente as relacionadas com as provas, serao
fornecidos pelo editor. Vocé pode acompanhar os artigos aceitos

em http://www.elsevier.com/trackarticle . Vocé também pode verificar o0 nosso
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