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RESUMO
Oliveira, C. N. P. Desenvolvimento de nanoemulsdo lipidica a base de extratos vegetais e avaliacdo da
atividade cicatrizante em modelo de pele humana ex vivo. 2020. 98 F. Disserta¢do (Mestrado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdao Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Acometimentos cutaneos que requerem estimulos pro-cicatrizantes para seu tratamento, tais como dermatite
atopica, queimaduras e ulceras de decubito, representam um alto potencial de perdas econdmicas e de
qualidade de vida do paciente. Além disso, o tratamento de lesdes cutidneas enfrenta outro sério problema: a
falta de produto acessivel e de eficacia cientificamente comprovada. A incorporagdo de dleos vegetais com
atividade cicatrizante em nanoemulsdes € uma estratégia promissora para diminuir a toxicidade, possibilitar a
administragdo de oleos no leito hidrofilico das feridas, aumentar a biodisponibilidade dos componentes
bioativos desses 6leos e, dessa forma, aumentar a eficacia do tratamento de tais acometimentos cutaneos.
Desta forma, o objetivo desse trabalho foi desenvolver nanoemulsdes contendo 6leos de girassol e de rosa
mosqueta, ambos com aclamada atividade cicatrizante, ¢ avaliar sua atividade em ulceras induzidas em
modelo ex vivo de pele humana. Ademais, a influéncia da combinacdo de fosfolipidios extraidos do girassol e
da soja nas caracteristicas e atividade das nanoemulsdes também foi avaliada. Duas nanoemulsdes foram
obtidas: uma utilizando uma mistura de fosfolipidios e emulsificantes sintéticos (Nano 1) e outra utilizando
apenas fosfolipidios (Nano 2). Os emulsificantes sintéticos investigados para obtengdo de Nano 1 estavel
foram o polissorbato 80 e 60 e o polietilenoglicol 40, na presenga e auséncia de estabilizantes, como alcool
cetoestearilico e alcool cetilico. Ja a formulacdo Nano 2 foi desenvolvida e otimizada com base em um
delineamento experimental do tipo Box-Behnken 33. As varidveis independentes foram a combinagdo em
diferentes proporgoes de trés fosfolipidios de origem natural: S75, fosfolipidio extraido da soja com 75% de
fosfatidilcolina, H100, fosfatidilcolina purificada extraida do girassol, ¢ H20, mistura de fosfolipidios
extraidos do girassol, contendo 20% de fosfatidilcolina. As variaveis dependentes foram tamanho de
particulas e indice de polidispersao (PDI), avaliados por espalhamento de luz dindmico; porcentagem de
emulsificacdo, avaliada por centrifugacdo; viscosidade, utilizando um reémetro de geometria do tipo Couette
(cilindro concéntrico); pH e custo. A morfologia, o nimero médio de particulas e a presenca de estruturas
liquido-cristalinas nas nanoemulsdes otimizadas também foram avaliados por microscopia eletronica de
transmissdo, analise de rastreamento de nanoparticulas e microscopia de luz polarizada, respectivamente.
Nano 1 e Nano 2 foram investigadas quanto a sua citotoxicidade em células de queratindcitos e fibroblastos,
capacidade de alteragdo da expressao de moléculas de adesdo, por ensaio Scratch, potencial inflamatorio, por
ensaios de imunoabsor¢do enzimatica, e capacidade em se distribuir e penetrar na pele humana, por estudos
de penetragdo cutanea in vitro. A atividade cicatrizante das nanoemulsdes foi avaliada em feridas induzidas
em cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC), a partir da analise histologica e imuno-
histoquimica de cortes de fragmentos de pele tratados. As nanoemulsdes apresentaram goticulas com
dimensdes nanométricas (de 130 a 370 nm), PDI menor do que 0,3 e concentracdo na ordem de 1013
particulas/mL. O didmetro das goticulas da Nano 2 foi em torno de 3 vezes maior do que o da Nano 1, com
custo estimado também 2,5 vezes maior. Entretanto, a Nano 2 apresentou-se menos citotoxica para
fibroblastos e queratinécitos quando comparada a Nano 1 e com capacidade de direcionar a penetracdo dos
0leos para e epiderme. Em contrapartida, a Nano 1 foi capaz de permear a pele integra até a derme e
apresentou um efeito cicatrizante mais proeminente do que a Nano 2 nas avaliagdes no modelo hOSEC.
Ambas nanoemulsoes apresentaram-se estaveis, com baixo potencial de induzir processos inflamatdrios e de
interferir na expressdo de moléculas de adesdo. Nos estudos de cicatrizagdo no modelo hOSEC verificou-se,
pela primeira vez, a importancia em se determinar a concentragdo de nanoparticulas depositadas no leito da
ferida para possibilitar a mobilidade celular e permitir a resposta adequada do modelo ao tratamento. Por
fim, as nanoemulsdes a base de 6leos vegetais estimularam de maneira mais evidente o fechamento de
feridas induzidas no modelo hOSEC do que nanoemulsdes controles a base de 6leo mineral. Em resumo, foi
possivel estabilizar nanoemulsdes de 6leo vegetal com combinagdes adequadas de fosfolipidios de origem
natural. Alteragdes nessas combinagdes resultaram em nanoemulsdes com caracteristicas de tamanho e custo
distintas, com impacto na penetrac¢do cutanea e celular dos dleos, citotoxicidade e cinética de cicatrizagdo. As
nanoemulsdes a base de 6leos vegetais obtidas nesse trabalho sdo, portanto, sistemas de liberacdo versateis
com potencial para serem utilizadas tanto no tratamento da pele integra como em lesdes ulceradas.

Palavras-chave: Nanoemulsao lipidica, cicatrizac@o, extratos naturais, modelo ex vivo de pele humana.
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ABSTRACT
Oliveira, C. N. P. Development of lipid nanoemulsion based on plant extracts and evaluation of
healing activity in ex vivo human skin model. 2020. 98 F. Dissertation (Master’s degree). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto

Skin disorders that require pro-healing stimuli for treatment, such as atopic dermatitis, burns and
decubitus ulcers, represent a high potential for economic losses and quality of life for the patient. In
addition, the treatment of skin lesions faces another serious problem: the lack of accessible product and
scientifically proven effectiveness. The incorporation of vegetable oils that presents healing activity in
nanoemulsions is a promising strategy to reduce toxicity, enable the administration of oils in the
hydrophilic environment of wounds, increase the bioavailability of the bioactive components of these
oils and, thus, increase the effectiveness of the treatment of these cutancous disorders. Thus, the
objective of this work was to develop nanoemulsions containing sunflower and rosehip oils, both with
acclaimed healing activity, and to evaluate their activity in ulcers induced in an ex vivo model of human
skin. In addition, the influence of the combination of phospholipids extracted from sunflower and soy
on the characteristics and activity of nanoemulsions was also evaluated. Two nanoemulsions were
obtained: one using a mixture of phospholipids and synthetic emulsifiers (Nano 1) and the other using
only phospholipids (Nano 2). The synthetic emulsifiers investigated to obtain stable Nano 1 were
polysorbate 80 and 60 and polyethylene glycol 40, in the presence and absence of stabilizers, such as
ceto-stearyl alcohol and cetyl alcohol. The Nano 2 formulation was developed and optimized based on a
Box-Behnken 33 experimental design. The independent variables were the combination in different
proportions of three phospholipids from natural origin: S75, phospholipid extracted from soy with 75%
phosphatidylcholine; H100, purified phosphatidylcholine extracted from sunflower; and H20, mixture of
phospholipids extracted from sunflower, containing 20% phosphatidylcholine. The dependent variables
were particle size and polydispersity index (PDI), assessed by dynamic light scattering; percentage of
emulsification, assessed by centrifugation; viscosity, using a Couette type geometry rheometer
(concentric cylinder); pH and cost. The morphology, the average number of particles and the presence of
liquid-crystalline structures in the optimized nanoemulsions were also evaluated by transmission
electron microscopy, nanoparticle tracking analysis and polarized light microscopy, respectively. Nano 1
and Nano 2 were investigated for their cytotoxicity in keratinocyte and fibroblast cells, ability to
influence the expression of adhesion molecules, by Scratch assay, inflammatory potential, by enzyme-
linked immunosorbent assays, and ability to distribute and penetrate the skin by in vitro skin penetration
studies. The healing activity of nanoemulsions was evaluated in wounds induced in human organotypic
skin explant culture (hOSEC), based on histological and immunohistochemical analysis of cuts of
treated skin fragments. The nanoemulsions presented droplets with nanometric dimensions (from 130 to
370 nm), PDI less than 0.3 and concentration in the order of 1013 particles / mL. The droplet diameter of
Nano 2 was around 3 times greater than that of Nano 1, with an estimated cost also 2.5 times greater.
However, Nano 2 was less cytotoxic to fibroblasts and keratinocytes than Nano 1 and with the ability to
drive the oils penetration into and to the epidermis. In contrast, Nano 1 was able to permeate intact skin
to the dermis and had a more prominent healing effect than Nano 2 in the hOSEC model evaluations.
Both nanoemulsions were stable, with a low potential to induce inflammatory processes and to interfere
in the expression of adhesion molecules. In the healing studies in hOSEC model, the importance of
determining concentration of nanoparticles placed in contact with the wound was verified for the first
time to enable cell mobility and allow the model to respond appropriately to treatment. Finally,
nanoemulsions based on vegetable oils stimulated the closure of wounds induced in the hOSEC model
more clearly than control nanoemulsions based on mineral oil. In summary, it was possible to stabilize
vegetable oil nanoemulsions with suitable combinations of phospholipids of natural origin. Changes in
these combinations resulted in nanoemulsions with different size and cost characteristics, with an impact
on skin and cellular penetration of oils, cytotoxicity and healing kinetics. The nanoemulsions based on
vegetable oils obtained in this work are, therefore, versatile release systems with the potential to be used
both in the treatment of intact skin and in ulcerated lesions.

Keywords: Lipid nanoemulsion, healing, natural extracts, ex vivo model of human skin.



il

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Gréficos 3D (A) e de superficie de resposta (B) para a viscosidade em funcdo da
concentracdo em (%) dos fatores H20 e H100 ... 42
Figura 2. Graficos 3D (A) e de superficie (B) de resposta para o custo em funcdo da
concentracdo em (%) dos fatores H20, H100 € S75 ..o 43
Figura 3. Rampas de otimizac@o numérica para formulac@o otimizada a partir da minimizacdo
da resposta custo e viscosidade dentro do intervalo entre 61 € 253 cP .................. 44

Figura 4. Representacdo grifica do comportamento dos valores de tamanho de goticulas

obtidos por DLSem diferentes diluigOes ...........oouiiiiiiii i 46
Figura 5. Perfil de intensidade de luz espalhada em func@o do tamanho de particula para as
nanoemulsdes Nano 1 (A) e Nano 2 (B) ..o e 47
Figura 6. Comportamento reoldgico das preparacoes .........evvueerueerireenneerneenneennnn ou. 48

Figura 7: Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada de Nano 1 (A) e Nano 2 (B) sem
AIUICAO A AMOSIIA . vv ettt ettt ettt et et et et e e e et e et e e e e e e e 48
Figura 8. Imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo das amostras diluidas
100 vezes em dgua destilada. Nano 1 (A) e Nano 2 (B) ....oovviiiiiiiiiii e, 49
Figura 9. Valores de viabilidade celular, avaliada utilizando MTT, para cultura de fibroblastos
NIH-3T3 (A) e queratindcitos HaCat (B) tratadas com 1012 particulas/mL das formulacdes apos 24
€48 horas de INCUDACAO ..ottt 50
Figura 10. Valores de taxa de internalizacdo celular (% de uptake) encontrados para Nano 1 e
Nano 2, na concentragdo de 10!2 particulas/mL, apds 5 € 15 minutos de contato com monocamada
de fibroblastos € QUETAtINOCILOS. . ... ...ttt ettt e ettt e e e et e e e et e e eaeennns 51
Figura 11. Valores de taxa de internalizacdo celular (% de uptake) encontrados para Nano 1
(220 nm), Nano 2 (369 nm) e Nano 2.2 (227 nm) apds 5 minutos de contato com monocamada de
fibroblastos € qUETAtINOCITOS. «......iuutnt ittt e ettt et eeas 52
Figura 12. Imagens representativas obtidas por micrsocopia confocal do ensaio de uptake das
formula¢des Nano 1 (painel esquerdo) e Nano 2 (painel direito) apds15 minutos de contato com as
células queratindcitos HaCat (A) e fibroblastos NIH-3T3 (B). A exc/em = 477/512 nm para
visualizagdo do Bodipy em verde, A exc/em = 405/413-472 nm para visualizacdo do nicleo das
células - DAPL em azul ... 53
Figura 13. Imagens representativas do ensaio Scratch em cultura de fibroblastos NIH-3T3

para avaliacdo da migracdo celular em funcao do temMpPoO ......c.vvvniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 54



v

Figura 14. Proliferacdo das células, tratadas com diferentes concentracdes das nanoemulsdes,
representada pela diminuicdo da distdncia entre as extremidades do arranhdo, apds 24 h. (A)
queratindcitos (HaCat) e (B) fibroblastos (3T3) ......ueiniiiiiiiiii e 54

Figura 15. Expressio de IL-6 e de TNF-a induzidas pelo tratamento de macréfagos humanos
com LPS (controle positivos) € nanoemulsdes € Dersani® .............ccevieiiiiiiiiiiiiiiinnne... 55

Figura 16. Imagens representativas obtidas por microscopia confocal de cortes transversais
de pele humana tratada por 1 hora com Dersani® (A), Nano 1 (B)e Nano2 (C) .................... 56

Figura 17. Cortes histologicos dos fragmentos de pele humana imediatamente (DO) apds
inducdo da ulcera (A), apds 7 dias (D7) mantidos no meio de cultura DMEM (B) e ap6s D7 tratados
com aplicagdo didria de Nano 1 na ferida (C) ........ooieiiiiiiiiiiii e 57

Figura 18: Avaliacdo imuno-histoquimica das bordas esquerdas das tlceras provocadas nos
fragmentos de pele humana imediatamente (DO) apds instalagdo da tdlcera (A) e apds 7 dias (D7)
tratados diariamente comaNano 1 (B e C) ....oooiiiiiiiiiiiii e 59

Figura 19: Imagens histolégicas dos fragmentos de pele humana imediatamente apds indugao
da ulcera (DO), e apds 14 dias mantidos em meio de cultura DMEM com aplicacdo didria de Nano
T,NC € DEISANI® ..ttt e e e e e 60

Figura 20. Representagdo gréfica das taxas de cicatriza¢do encontrados para os fragmentos de
pele humana tratados diariamente por 7 dias com meio de cultura (Basal), formulacio Nano
Controle (NC), produto Dersani ® (Dersani), Nano 1 e Nano 2 ..............coooiiiiiiiiiiiiiiiin., 61

Figura 21. Estruturas moleculares dos agentes emulsificantes utilizados no desenvolvimento

AENANO 1 € NANO 2 it e e e e e e e 74



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Tensoativos sintéticos testados para preparodaNano 1 ................coovieinn... 30
Tabela 2. Delineamento experimental do tipo Box-Behken para preparo de Nano 2 ..... .... 31

Tabela 3: Caracteristicas fisico-quimicas e custo de nanoemulsdes preparadas durante o
desenvolvimento de Nano 1 ... e e 39
Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas e custo de nanoemulsdes preparada no
desenvolvimento da NANO 2 ... e 40
Tabela 5: Resultados da significincia dos modelos mateméticos mais adequados
encontrados apds ANOVA para cada varidvel dependente ................coooiiiiiiiiiiiiiiionn, 41

Tabela 6: Andlise estatistica do efeito estimado de preditores na viscosidade (Log) e custo

(modelo linear) Nna NANOEMUISAO .........uiiiiiiiiiii ettt e et e e e eaaenaess 41
Tabela 7: Composi¢do de Nano 2 para se obter as respostas desejadas ...............c.c.e.nee.. 44
Tabela 8: Dados experimentais obtidos apds preparo de Nano 2 com composicao ..... ...... 45

Tabela 9: Caracterizagdo fisico-quimica das nanoemulsdes lipidicas 24 h apds o preparo e
seguida do teste de estabilidade preliminar ... 45
Tabela 10. Caracteristicas das nanoemulsdes resultantes das andlises por DLS e NTA ...... 47
Tabela 11. Porcentagem de fechamento da ferida em funcdo da concentracdo de formulacio

aplicada € do tempo de tratamMENTO ........vuuiirnttit ettt et e e e et e e e e e e aas 61



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA - Andlise Estatistica de Variancia

ATP - Adenosina Trifosfato

BSA - Albumina Sérica Bovina

CEP - Comité de Etica em Pesquisa

Ck10 - Citoqueratina 10

cp - Centipoise

DA Dermatite Atdpica

DAPI - 4’ ,6’-diamino-2-fenil-indol

DLS - Espectroscopia de Autocorrelagdo de Fotons
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO - Dimetilsulféxido

EFG - Fator de Crescimento Epidermal

FGF - Fator de Crescimento dos Fibroblastos
GAG:s - Glicosaminoglicanas

GP IIb/ IIIa - Glicoproteina IIb/I1Ia

H100 - Lipoid H100

H20 - Lipoid H20

HAP - Homogeneizadores a Alta Pressao

HIF-1a - Fator Induzido por Hipdxia la

hOSEC - Cultura de Explante de Pele Organotipica Humana
IL-1 - Interleucina 1

IL-6 - Interleucina 6

IL-8 - Interleucina 8

IP - Iodeto de Propideo

LPS - Lipopolissacarideo Bacteriano

LTP - Proteina de Transferéncia Lipidica

MEC - Matriz Extracelular

MET - Microscopia Eletronica de Transmissao
MMPs - Metaloproteinases de Matriz

MPO - Mieloperoxidase

MTT - 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenilbrometo de tetrazdlio
NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato
NC - Nano Controle

vi



NK - Natural killer

NO - Oxido Nitrico

NOX2 - NADPH oxidase

NTA - Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas
PAF - Fator de Ativagdo Plaquetdria

PBS - Tampao fosfato-salino

PDGEF - Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
PDI - Indice de Polidispersio

PEG 40 - Polietilenoglicol 40

PGE2 - Prostaglandinas E2

PGI2 - Prostaglandinas 12

PPARa - Proliferador de Peroxissoma do Tipo Alfa
ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

S75 - Lipoid S75

SUS - Sistema Unico de Satide

TGF-f - Fator de Transformacéo do Crescimento Beta
TNF-a - Fator de Necrose Tumoral

TPA - 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato

VEGTF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular

vii



viii

SUMARIO

RESUMO ...iiiiiiiiiiiiiieiitieiinieatietetsntsessssnsonsensessessnsonsssssssnssssssssssnssnssssnssnsonssns i
ABSTRACT ..iviiiiiiiiiiiiiiiiiinitietieteeetsatensosssssssssossssssossssassnsossssssossossssnsossssnssns ii
LISTADE FIGURAS ..citiiiiiiiiiieiieiiiaiietiestsatsssessnssnsssssssssssssssssssssnsssssssnssnse iii
LISTADE TABELAS ..eiiiiiiitiitiiiiiiiiiaiietettntietsesssssssssssssssnsonssssssssssssssssssssossonsss \4
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ..ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieitiieeticsensscsssssscssssns vi
1. INTRODUGAQD ..cucvuitniiniinitnernererertererteressessessessessesessessessessessessessessessesnes 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....cceuueitituuienrerunneneerenneseeeensesserenssssersnssssensnssssees 4
2.1 Morfofisiologia CUtANEea ....ccovveiiieiiiieiiiaiiineciierosnscsnetossscsnssosascssscsnssssnscnas 4
2.2 Epidemiologia das 1eS0es CUtANeas .....cveveriieieiareensionasosssconscsssscsnscsssosnscnns 5
220 QUEIMAAUIA ... ooeee e et et ettt et et et e et ee e et e e ee e e e e e e ns
2.2.2 RAAIiOACTMALILE ... ovoeeecee ettt et et et et e e et e e e e e e e e
2.2.3 Dermatite QIOPICA .........c.uuueeaeeiee et e et eeie et e et e ee e et ae e e e e seen e ene e
2.2.4 LeSAO POT PTESSAO ...c.enueeaeseceeaee et e eee et e e et e et ee e et e e e e e ne e e e
225 PEAIADELICO ...c.uvoveaeeece e et et et et et e e et et e et e e

2.2.6 INCISOES CIFUTZICAS . uvvvaeee e e et e e et e e e e e et e et e e et e e s e e e sae e aae e s

o N N N Oy,

P/ I 03 17211 ¥/ 1ot 102 8
2.3.1 Fase inflamatoriQ ........c.ccooceuiniinieiieiieiniineieee et ettt mee e e eeeen 9
2.3.2 Fase Proliferativa ............c.ccoecuviiviiiiiiiiiniininiieieiiniesieeienenesieseenenn 14
2.3.3 Fase de remodelagcao ..............ccooceviiiiiiiiiniiniiiiiiiiiiniiiinienieniesieneennn 15
2.4 Extratos vegetais com propriedades cicatrizantes em potencial ........................... 17
24.1 Oleo de Girassol .. PP RPN I
24201e0deRosaM0squeta e 21
2.5. Cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC) .......................... 23
2.6. NanoOemMUISOLS ....ceeueiriiniiiiiiuiiniiieiietiieiietintiieciatistessssstssscessssscnscsssenscnns 25
B.OBIETIVOS .oaiiiiiiiiiiiiiiiiieittiiiiiettettiatiasessassassssessstssssssssssssnssasessassnssnsssss 29
3.1. Objetivos eSPECIfiCOS «ouvvuriuiieiiriiiuiierieriieriereesesareasessersassssessassassasssassns 29
4. MATERTAL E METODOS ...ccceettiiiiiuuirtteeeeeeaaeainerreeeessessasnnseeeeeesssssessmseseeens 30
T2 9 A/ B2 1 | e 30
4.2. Preparo das nanoemulSOes ........ceveieiereineieratesascsatossscssssossscssssosasssssssnasss 30
4.3. Caracterizacao e estabilidade das nanoemulsées lipidicas ......ccoeevuriniieeiecnennn 31
4.3.1.Ciclo GelalDeSGela ..............ccccceeveiiuiieiiiiiie e aiieiie e seieeiee e aee e 32
432, CONIFIUGACAO ... vvveeeeaeatae e e ettt ettt et e ee et e en e e 32
4.3.3. Tamanho de goticula, indice de polidispersdo (PDI) e andlise do niimero de
)27 Lo L R SO P 7
4.3.5 Determinagdo da viscosidade aparente ..................c.ocoeewiiniiniinnnnnn. 32

4.3.6. Presenca de eStruturas aniSOtrOPICAS .........c.oceueueeuinnieieiieiiniinenieniens. 33



ix
IV (0] y () ) < e A SRS % )
4.4. Estudos in vitro em cultura de células .........cccoeveveieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnenenees 33
4A4.1. CitotoXiCIAAAe . .........ccooeneneiae e ettt ee e e e ee e s eae e e e s 33
4.4.2. Avaliagcdo do uptake celular das formulacées em fungcdo do tempo
A€ INCUDACAO . . ......cooieiiieie ettt ettt ettt et et e e e eene e 34
4.4.2.1 Citometria de flUXO ........ccoovevviiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeee e e e eaens 34
44.2.2 Microscopia confocal de varredura a laser ..............cccccovvvviun... 34
4.4.3. Avaliacdo da migracdo / proliferacdo celular — Ensaio Scratch ................35
4.4 4. Expressdo de citocinas e mediadores do processo de inflamacdo............... 36
4.5. Estudos in vitro de penetracao utilizando pele humana ...........cccevvvviiniiinnnne 36
4.6. Estudos ex vivo em cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC) ...37
4.6.1. Avaliacdo MiStOlOZICA ........cooceeeiiiieiieiiiieie ittt 38
4.6.2. Avaliac@o imunoRiStIOQUIMICA ............coioiiiiiiiiiniinienieiievieeeiaeraneeenn 38
S.RESULTADOS ..citiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiitiitiettettttttatescessessatsssessssssssssscassnses 39
5.1 Preparo das NnanoemulSOes ......ccceveteinrieneisesresnecsssroesscssssossscssssssssssssssnnsonns 39
5.1.1 Triagem de emulsificantes sintéticos para obtencdo de sistema emulsionante em
conjunto com fosfolipidios - NANO 1 .........c.ccovoeeiiiiiiiiiiiiniinieiieiiesieeieesenene e eie e e 39
5.1.2 Delineamento experimental para obtencdo de nanoemulsdo otimizada composta
apenas da combinagdo de fosfolipidios como sistema emulsionante - Nano 2 ................ 40
5.1.3. Otimizagcdo da Nano 2 e validacdo do método ...............c.ccvviunininnn . 43
5.2. Caracterizacao e estabilidade das nanoemulsdes selecionadas ..........cccccevueneene. 45
5.2.1 Teste de centrifuga, pH, viscosidade aparente e caracteristicas fisico-quimicas
pré e pos testes de estabilidade preliminar .................cccovveviininineneneieiiinnannnen 45
5.2.2 Tamanho de goticula, indice de polidispersdo (PDI) e andlise do niimero de
2T e PR o]
5.2.3 Determinacdo da viscosidade aparente ................c..cccccceveiiiiniinininnnn 47
5.2.4 Presenca de eStruturas aniSOtroPiCas ............ccoeieeuiiiiiniinsinnieneneeneen.. 48
525 MOTfOlOGIa . ....cc.coveviiiiiiiiiiiiii i 49
5.3 Estudos in vitro em cultura de c€lulas ........cccoevveiiiniieiieiiiiiieiienieiisaceececnnes 49
5.3.1 CitotoxiCidaAde ............c.ocoueniiieiiiieii e iiieiie e eeiee e e serie e e seveene e e 49
5.3.2 Avaliagdo do uptake celular das formulagées em funcdo do tempo de
IACUDACAO . ..oeveveeieai ittt ettt et ettt et e e e e e e aee D0
5.3.3 Avaliagdo da migragdo / proliferagcdo celular — Ensaio do Arranhdo
Yo T e Y 7 USRS & |

5.3.4 Expressdo de citocinas e mediadores do processo de inflamacdo ................. 55

5.4 Estudos in vitro de penetracao utilizando pele humana ..........ccccevvviiiiiiiiininnnen 55
5.5 Estudos ex vivo em cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC) .... 57
6. DISCUSSAD ..ceeteerieennnreeeeeeeeaeeernnereeeeeeessssssnnsrneeeessssssssssssseasssssssssnnnen 63
7.CONCLUSAQ ...ccovttiiiiieiiieieiiiieteeeeeeeaesesssesssssssssssssssssssssssssssessssssssssesseees 84

8. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO ......cccceeveeiieeeeeeeeeeeeennnnnnnnnnnsesssessssseenn 85



1.INTRODUCAO

A pele tem dentre suas principais fungdes a protecao dos tecidos subjacentes e a reserva de
nutrientes (Baroli, 2010). Qualquer evento que acarrete em perda de sua integridade resulta no
estimulo de mediadores celulares, bioquimicos e imunologicos que precisam agir harmoniosamente
para restaurar o tecido lesionado (Masson, 2011). Nos casos em que o acometimento cutaneo requer
estimulos pro-cicatrizantes para seu tratamento, como na dermatite atopica, queimaduras, tlceras de
decubito, radiodermite, pé diabético e lesdes provenientes de traumatismos fisicos, quimicos,
infeccdes e vasculites, a qualidade de vida do paciente decai consideravelmente e o potencial de
perdas economicas ¢ alto (Okuma et al, 2013). Por exemplo, dados da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria afirmam que o custo anual decorrente de complicagdes no manejo de pacientes,
como infec¢des no sitio cirargico, pode chegar até US$ 1,6 bilhdes de dolares (ANVISA, 2017).

A falta de produto acessivel e de eficacia cientificamente comprovada ¢, em grande parte,
responsavel pelos problemas recorrentes no processo de tratamento de feridas (McQuestion et al.,
2011). Muitos produtos disponiveis sdo falhos quanto a sua eficacia por ndo compreenderem nas
suas acgoes terapéuticas o aspecto multifatorial do processo de cicatrizacdo, que, independente da
etiologia, se constitui de um processo bioldgico complexo com interagdo simultinea de eventos
celulares, bioquimicos ¢ imunologicos (Alison et al., 2006).

Além da tentativa de recuperacdo dos constituintes da pele e do controle de infecgdes
bacterianas e fingicas, as estratégias pro-cicatrizantes devem considerar a modulagao da inflamagao
tecidual e a interrupcdo da geragdo de radicais livres decorrentes dos processos inflamatorios
(Masson, 2011) ou do ambiente externo, como a radiacdo ionizante na radiodermite. Nesse
contexto, a etapa racional para o desenvolvimento de um produto de agdo cicatrizante deve
considerar compostos com conhecida propriedade antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e
com potencial de reestabelecer os constituintes originais da pele.

Existem na natureza vdrias plantas cujos extratos apresentam muitas dessas propriedades.
Elas variam em fun¢ao da diversidade de componentes ativos encontrados em cada espécie vegetal,
uma vez que, majoritariamente, os constituintes agem sinergicamente e, assim, aumentam o
potencial terapéutico da composi¢do (Musthaba et al., 2009). A partir da compreensdao da
cicatrizacdo na sua complexidade multifatorial, aliada ao entendimento da capacidade dos extratos
vegetais em exercer atividade simultdnea em diferentes etapas do processo de cicatrizagdo, a
escolha dos extratos que compdem uma formulagdo voltada para a cicatrizagdo deve se pautar nos
achados bibliograficos daqueles extratos que reinam maior influéncia nos eventos da cicatrizagao
de forma concomitante e sinérgica.

O oleo de girassol ¢ um composto lipidico extraido da semente de espécies do género
Helianthus (Aboki et al., 2012). Quando aplicado topicamente, os acidos graxos presentes no 6leo
reduzem a perda transepidermal de dgua de 33 a 50% (Eichienfield et al., 2009). O 6leo de girassol
também apresenta substancias antioxidantes (Pereira et al., 2016), antimicrobianas (Aboki et al.,
2012) e anti-inflamatérias (Eichienfield et al., 2009). A efetividade do 6leo de girassol na

preservacdo do tecido cutineo estd relacionada a semelhanca dos lipidios que o constitui com
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aqueles presentes no estrato corneo (Eichenfield et al., 2009). O principal componente lipidico do
0leo de girassol ¢ o 4acido linoleico na forma de triglicerideo (61,5%), mas ele também possui em
sua composi¢do o acido oleico (24,3%), o palmitico (9,3%), o estearico (3,7%) e o linolénico (1%)
(Eichenfield et al., 2009). Além desses acidos graxos essenciais, o 6leo de girassol destilado ainda
apresenta 5% de fitoesterdis e 1% de vitamina E, substancias de elevada atividade antioxidante
(Belilovsky et al, 2015). Alguns estudos relatam que a semelhanga do conteudo lipidico do dleo de
girassol e matriz lipidica cutdnea estimula a producdo de ceramidas epidérmicas, sintese de
colesterol e ativagdo dos receptores ativados por proliferador de peroxissoma do tipo alfa (PPARa),
que desempenham um papel essencial na regulacdo da diferenciac¢do celular e estdo envolvidos na
homeostase da barreira cutanea e no processo inflamatdrio (Belilovsky et al., 2015).

O o6leo de rosa mosqueta ¢ outro 6leo extraido de semente de planta com pronunciada
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e repositora de constituintes lipidicos da pele. Seus
constituintes aromaticos responsaveis pela acdo antioxidande e, portanto, protetora das células em
processo de reepitelizagdo, sdo ricos em fendis (glicosidios flavonodides e proantocianidinas),
vitaminas E e C, carotenodides (Salminen et al, 2005). Ja seus constituintes graxos variam de acordo
com a espécie e seus valores de concentragdo nos extratos estdo compreendidos entre 43 e 49% de
acido linoléico, 32 e 38% de acido linolénico, 14 e 16% de acido oléico, 3 ¢ 5% de acido palmitico,
0,1 e 5% de acido palmitoléico, 1 e 2% de acido estedrico, além de outros acidos graxos presentes
em concentracdes menores de 1%, como o laurico, miristico, araquidonico, gadoléico e behénico
(Ozcan et al., 2004). Esses 4cidos graxos sdo capazes de aumentar a permeabilidade da membrana
celular e facilitar a entrada de fatores de crescimento, estimulando a proliferacdo, migracao celular e
neoangiogénese, atuando, assim, diretamente na fase proliferativa da cicatrizacdo. De forma
simultanea, altas concentracdoes de acido ascorbico encontradas no oleo da semente de rosa
mosqueta t€ém importante papel na regeneragdo tecidual, sendo um importante elemento para a
formagdo e deposicdo das fibras coldgenas sobre a cicatriz, além de estimular, também, a
proliferagao celular (Santos et al., 2009).

Pela expressdao dessas atividades desejadas de forma sinérgica e concomitante, o uso de
fitoterapicos no mercado mundial tem aumentado a cada ano. De 2005 para 2011, por exemplo, este
mercado aumentou de US$ 18 bilhdes de dolares para US$ 26 bilhdes (Musthaba et al., 2009). Essa
popularidade crescente de preparagdes contendo ervas medicinais fortalece a necessidade de
desenvolver composigoes fitoterapicas seguras. Neste contexto, as nanoemulsdes surgem como uma
alternativa interessante para formulagdo de fitoterapicos, pois além de elevarem a solubilidade dos
compostos ativos lipofilicos, possuem boa estabilidade termodinamica, facilidade de fabricagao,
clareza Optica e excelente estabilidade cinética (Musthaba et al., 2009). Podem ainda sustentar a
liberacao das substancias ativas, evitando sua degradacdo imediata no leito da ferida e, assim,
aumentar sua biodisponibilidade. Consequentemente, ¢ possivel reduzir a dose administrada, os
efeitos adversos e o custo do tratamento (Uchechi et al., 2014).

As nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas de liberacdo metaestaveis
heterogéneos, nos quais um liquido (fase interna) ¢ disperso em outro liquido (fase externa ou

continua) na forma de goticulas de dimensdes nanométricas estabilizadas por um sistema
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emulsificante (Oliveira, 2014) e dependentes do método de preparacdo (Salleh et al., 2012).
Fosfolipidios podem ser utilizados como emulsionantes desses sistemas e ainda funcionarem como
repositores dos conteudos graxos da pele. Além disso, podem ser extraidos de fontes naturais, como
do proprio girassol, que, como descrito anteriormente, tem véarias potencialidades como agente
cicatrizante. Além da fungdo estrutural, ¢ descrito que os fosfolipidios tém capacidade de intervir
em diversos processos metabolicos, tais como o processo ativo de fosforilagdo, mitose, organizacao
celular, intercambios i0nicos e sintese de compostos biologicamente ativos, como prostaglandinas e
leucotrienos a partir do 4cido araquidonico (McClements et al, 2017).

Meétodos de producdo especificos, no entanto, sdo necessdrios para a obtencdo de
nanoemulsdes. A homogeneizagdo a alta pressdo ¢ o método usado na obtengdo de nanoemulsdes
com maior potencial para a produgdo em larga escala. Em um homogeneizador de alta pressao, a
mistura de oleo e dgua ¢ submetida a intensos campos de fluxo turbulento e de cisalhamento
causados pela acdo de dois fendomenos: cavitacdo hidrodinamica e homogeneizagao (Floury et al.,
2000). A taxa de ruptura no fluxo dos liquidos durante a formagao da nanoemulsao ¢ determinante
para uma maior superficie de contato entre eles e estabelece a distribui¢do do tamanho da goticula,
influenciando, assim, na estabilidade e textura da formulagdo. O controle dessa taxa requer, no
entanto, o conhecimento do efeito dos parametros operacionais ¢ da composi¢do da nanoemulsao
(Floury et al., 2000).

Este trabalho visa o desenvolvimento de nanoemulsdes utilizando a homogeneizagdo a alta
pressao como um método de preparo escalonavel. As diferentes varidveis operacionais do processo,
que incluem a escolha dos equipamentos e concentragao dos insumos, a pressao e numero de ciclos
produtivos necessarios foram, portanto, estudados. Mais ainda, as nanoemulsdes foram
desenvolvidas utilizando como base os proprios extratos e 6leos que contém os componentes
bioativos necessarios para a cicatrizacdo de feridas cutaneas. Tanto o sistema de liberagdo
nanoemulsionado, como os componentes bioativos dos extratos que compde as formulacdes
promoveram aumento da eficacia e reducao na toxicidade do produto final, contribuindo, desta

forma, para o tratamento de feridas cutaneas.



2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 Morfofisiologia cutinea

A pele tem dentre suas principais funcdes a protecdo dos tecidos subjacentes, a reserva de
nutrientes (Baroli, 2010), termorregulacdo imunoldgica, preservacdo contra toxinas e infeccoes,
homeostase hidroeletrolitica, secrecao enddcrina, percepgao tatil e integridade bioquimica (Barbosa
& Lima, 2019). Esse 6rgao extenso é composto por duas camadas, a epiderme e a derme. Logo
abaixo dessa ultima tem-se a hipoderme, que embora ndo faga parte da pele confere a ela suporte e
interagdo com os demais tecidos.

A epiderme € a camada mais externa da pele, constituida de um epitélio multiestratificado, isto
é, formado por varias camadas (estratos) de células justapostas, e da lamina basal, de origem
mesodérmica, separando a derme da epiderme (Feingold et. al, 2007). Os estratos da epiderme sao
denominados estrato basal, espinhoso, granuloso e cérneo. Cada estrato representa um estigio de
diferenciagcdo idiossincritico dos queratindcitos, que sdo as principais células que compde a
epiderme (Leite, 2016).

A camada basal representa o estrato mais interno da epiderme, dotado de queratindcitos que se
dividem rapidamente, € outros importantes tipos celulares, como terminagdes nervosas (células de
Merkel), melandcitos e células do sistema imune, tais como células de Langerhans e linfécitos. Ja a
camada espinhosa, que encontra-se na epiderme-média, € formada por queratindcitos que sofreram
as etapas iniciais de diferenciacdo. O estrato granuloso consiste em queratindcitos mais
diferenciados e numerosos corpos lamelares, lipidios pré-barreira, intercalados com enzimas e
peptideos antimicrobianos (Menon et. al, 2012). A camada mais externa da epiderme, o estrato
corneo, € formada por queratindcitos que sofreram diferenciacdo terminal, queratinizados,
chamados de cornedcitos (Feingold et. al, 2007). Os cornedcitos estdo embebidos em uma matriz
lipidica formando uma estrutura muito organizada conhecida como “brick and mortar", em analogia
as paredes formadas por tijolo, que seriam os cornedcitos, e argamassa, a matriz lipidica (Menon et.
al,2012).

No nivel molecular, os componentes da matriz lipidica do estrato cérneo t€ém uma elevada
complexidade estrutural e funcional, passivel de adaptacdes metabdlicas e capacidade de autopoese
(auto-manutencao por renovagao constante). Constitui-se assim de uma mistura altamente complexa
de cerca de 13 espécies de ceramidas, colesterol e 4cidos graxos livres em uma propor¢ao
equimolar, sendo sua organizacdo responsdvel pelo correto estabelecimento da fungdo barreira
lipidica da pele (Baroli, 2010; Menon et. al, 2012; Feingold et. al, 2007).

A derme, camada abaixo da epiderme, é a parte mais espessa da pele, composta por coldgeno,

fibras elasticas e glicosaminoglicanas (GAGs) produzidos por fibroblastos. Além disso, é na derme
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que se estabelecem os vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebdceas,
terminacdes nervosas e células do sistema imunolégico, como células dendriticas, células B, natural
killer (NK), neutréfilos, macréfagos, eosinéfilos e mastdcitos (Leite, 2016).

A importancia da derme reside em suas anastomoses capilares, que direcionam nutrientes e
oxigénio para a epiderme e retiram dela produtos do metabolismo celular e de agentes estranhos
penetrantes. J4 a epiderme, se estabelece como uma camada protetora quando mantidas condi¢des
para interacdes positivas entre a macro e a microestrutura do estrato corneo (Baroli, 2010). Ja a
hipoderme é muito importante para a termo-regulacio e prote¢do contra impactos de todo
organismo, uma vez que ¢ formada principalmente por vasos sanguineos e tecido adiposo. Pode-se
observar, portanto, que cada camada tem sua propria relevancia para a manutencao fisiolégica geral
do orgao (Leite, 2016).

Qualquer evento que acarrete a perda da integridade da pele, caracterizando uma lesdo, resulta
no estimulo de mediadores celulares, bioquimicos e imunolégicos que precisam agir

harmoniosamente para restaurar o tecido lesionado (Masson, 2011).

2.2 Epidemiologia das lesoes cutineas

As lesdes cutianeas representam um problema de satde publica significativo, sendo
responséveis por 8,5% de todas as mortes no mundo em 2015. Mundialmente, as lesdes sdo a quarta
principal causa de morte (11% do total de mortes), atrds apenas de doencas cardiovasculares,
infecciosas e neopldsicas (Jeschken et. al, 2020).

Elas podem ser classificadas em relacdo ao agente etioldgico, como traumas, praticas
cirirgicas, substancias toxicas, doencas autoimunes, infeccoes e isquemias, pressao, insufici€éncia
arterial ou venosa (Barbosa & Lima, 2019). Nos acometimentos cutaneos que requerem estimulos
pré-cicatrizantes para seu tratamento, como na dermatite atopica, queimaduras, lesdes por pressao,
radiodermite, pé diabético, infecgdes e vasculites, a qualidade de vida do paciente decai
consideravelmente e o potencial de perdas econdmicas € alto (Okuma et al, 2013), acompanhando
os numeros epidemioldgicos também elevados. A seguir, uma breve descri¢do dos principais

acometimentos cutaneos que corroboram com esses nimeros.

2.2.1 Queimadura
Entre as lesdes cutineas, as queimaduras apresentam-se como um grave problema de saude
publica. Em todo o mundo, estima-se que a incidéncia de queimaduras graves o suficiente para
exigir apresentacdo ambulatorial ou admissdo no hospital foi de 31 milhdes de pessoas em 2015.
Atualmente, a mortalidade mundial varia de 500 mil a um milhdo de mortes anual (Jeschken et. al,

2020). Em alguns paises, dados disponiveis permitem estimar a incidéncia anual de queimaduras de
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aproximadamente 500 mil nos Estados Unidos da América, 10 a 15 mil internagdes hospitalares na
Alemanha (Spanholtz et. al, 2009) e 700 a 800 mil novos casos na India (Atiyeh et. al, 2009). No
Brasil, estima-se que ocorram cerca de um milhdo de casos de queimaduras por ano, sendo que
apenas 100 mil vitimas procuram servico médico para atendimento, enquanto cerca de 2.500
morrem por consequéncia direta ou indireta destas queimaduras (Cruz et. al, 2012). Ainda, segundo
dados do Sistema Unico de Satide (SUS), este tipo de agravo é responsdvel por aproximadamente
30 mil internagdes hospitalares por ano, demonstrando a importancia do tema no planejamento

publico de satde (Dias et. al, 2015).

2.2.2 Radiodermatite

Radiodermatites ou radiodermites, que sdo lesdes induzidas pela radiacdo ionizante da
radioterapia, atingem aproximadamente 95% dos pacientes submetidos a esse procedimento (Singh
et. al, 2016; Hegedus et. al, 2016). Considerando o nimero alarmante de 18,1 milhdes de pacientes
acometidos por cancer no mundo, muitos dos quais sdo submetidos a radioterapia, a radiodermatite
assume uma posi¢do de destaque como comorbidade que prejudica a adesdo ao tratamento e
contribui para o nimero global de 9,5 milhdes de 6bitos por ano de cancer (Ferlay et. al, 2019). No
Brasil, para o bi€nio 2018-2019, a ocorréncia de mais de 600 mil casos da doenga foram estimados
(INCA, 2018).

Atualmente, embora algumas intervengdes mostrem resultados promissores, ndo existe
tratamento que tenha provado ter um beneficio claro e significativo para a radiodermatite (Hegedus
et. al, 2016). Em parte, a complexidade do tratamento advém do fato do seu desenvolvimento
depender das caracteristicas do tratamento oncolégico, bem como de fatores de risco individuais
relacionados ao paciente. Além disso, a radiodermatite origina-se de uma combinagdo complexa do
efeito direto da radiacdo e da resposta inflamatéria secunddria (Singh et. al, 2016; Sgnstevold et. al,
2015), onde pode-se observar eritema, descamacgdo seca, descamacdo timida (Singh et. al, 2016),
além de atrofia cronica e fibrose (Feight et. al, 2011).

Dado que as reagdes da radiacdo na pele sdo resultantes do desequilibrio entre a produgao
normal de células na camada basal e a destruicdo das células na superficie da pele, outras
intervengdes precisam ser desenvolvidas com o objetivo de estimular os mecanismos fisiologicos
subjacentes de reparo tecidual (McQuestion, 2011). Apesar dos avancos tecnoldgicos e do maior
direcionamento ao alvo das doses de radiacdo, as radiodermatites ainda ndo podem ser evitadas
(Kodiyan et. al, 2015). A aplicacdo de corticosterdides topicos € indicada, mas seu uso deve ser

restrito devido ao risco de atrofia cutanea (Sharp et. al, 2013).



2.2.3 Dermatite atopica
A dermatite atépica (DA) merece destaque devido a sua incidéncia nos paises desenvolvidos,
onde afeta aproximadamente 20% das criancas € 1-3% dos adultos. Ela € uma doenca crénica,
pruriginosa, inflamatéria da pele com uma ampla gama de agravamentos. Em 85% dos pacientes, a
DA desenvolve-se antes da idade de 5 anos e tipicamente atenua-se pela adolescéncia, mas pode
persistir na idade adulta (Simpson et. al., 2010). No Brasil, a prevaléncia da DA entre adolescentes

oscila entre 7,1% e 12,5%, com tendéncia a estabilizacdo (Antunes et. al., 2017).

2.24 Lesdo por pressdo

As lesdes por pressdo afetam milhares de pacientes e acarretam em custos globais que atingem
a casa de bilhdes de dolares por ano o (Bansal et. al, 2005). No Brasil, afetam cerca de 1% da
populacdo adulta e 3 a 5% da populagdo com idade superior a 65 anos. Na Europa, estima-se que os
gastos com tratamento de ulceras correspondam a cerca de 2% do orcamento com cuidados
primdrios de saide (Fonder et. al, 2008). De uma maneira geral, no ambiente hospitalar, a
prevaléncia de ulceras € extremamente alta, variando de 2,7% a 29,5%. De forma especifica,
analisando a lesdo por pressdo como uma comorbidade, tem-se que em pacientes tetraplégicos a
incidéncia € de 60%. Em idosos com fraturas de colo de fémur esse nimero chega a 66% e em
pacientes criticamente doentes a incidéncia € de 33%. Pacientes com lesdes medulares que
completam o seu tratamento desenvolvem lesdo por pressdao em 40% dos casos (Costa et. al, 2005).
No Brasil, estudos em unidade de terapia intensiva estimam incidéncias de tlceras variando de
10,62% a 62,5%, variacdo essa que acompanha o nivel social em que se encontra a unidade,
corroborando com o fato de que a lesdao por pressdo € um dano evitdvel. Em clinica médica, a

incidéncia estimada € de 42,6% e em unidades cirurgicas de 39,5% (Anselmi et. al, 2009).

2.2.5 Pé diabético

Denomina-se pé diabético a presenca de infeccdo, ulceracdo ou destruicdo de tecidos
profundos associados as anormalidades neuroldgicas e aos varios graus de doenca vascular
periférica em pessoas portadoras de diabetes mellitus (Brasil, 2016). As complicacdes do pé
diabético sdao responsaveis por 40% a 70% do total de amputacdes ndo traumdticas de membros
inferiores na populacdo geral e 85% das amputacdes de membros inferiores em diabéticos sdo
precedidas de ulceragdes (Brasil, 2016). Dados da sociedade americana de diabetes afirmam que,
diariamente, 4.110 americanos sdo diagnosticados com diabetes e, desses, 295 sdo submetidos a
amputacdo de membros decorrente da instalacdo do pé diabético, que ocorre em 25% dos diabéticos
nos EUA. Essa institui¢do também calculou o custo anual com essa comorbidade: US$15 bilhdes.

Afirmam ainda, que 80% das amputagdes poderiam ser evitadas se houvesse prevencdo adequada



8
para os pacientes que ainda ndo desenvolveram o pé diabético, o que resultaria em uma economia

anual de US$3,5 bilhdes (American Diabetes Association, 2019).

2.2.6 Incisoes Cirlrgicas

O correto manejo da cicatrizacdo em ambiente hospitalar € importante ndo apenas em ulceras,
mas também nos sitios cirtrgicos. Estima-se que sejam realizadas 234 milhdes de cirurgias de
grande porte anualmente no mundo e as infec¢des do sitio cirdrgico decorrentes de falhas de
cicatrizagcdo sdo as complicacdes mais comuns, que ocorrem no pds-operatorio em cerca de 3 a 20%
dos pacientes (ANVISA, 2017). Além desses prejuizos, o atraso na cicatrizagdo pode prolongar a
estadia do paciente no leito e aumentar a chance de readmissdo hospitalar e cirurgias adicionais.
Consequentemente, eleva-se exorbitantemente os gastos assistenciais com o tratamento, que pode
chegar a US$1,6 bilhdes anuais apenas considerando o manejo de pacientes com infecg¢des do sitio

cirdrgico que prejudicam o processo de cicatrizacdo (ANVISA, 2017).

2.3 Cicatrizacao

Aliado as perdas econOmicas e pessoais, o tratamento de feridas e lesdes cutdneas enfrenta
outro sério problema: falta de produto acessivel e de eficacia cientificamente comprovada
(McQuestion, 2011). Muitos produtos disponiveis sdo falhos quanto a sua eficicia por ndo
compreenderem, nas suas acoes terapéuticas, o aspecto multifatorial do processo de cicatrizacao,
que, independente da etiologia, se constitui de um processo bioldégico complexo com interacao
simultanea de eventos celulares, bioquimicos e imunoldgicos, além de requerer um ambiente livre
de microorganismos para o pleno estabelecimento (Slemp et al., 2006).

A complexidade da cicatrizagdo advém dos diferentes mecanismos celulares caracteristicos de
cada fase do processo de reparo que, resumidamente, é dividido em trés fases: inflamacdo,
prolifera¢ao ou formagao de tecido de granulacio e deposi¢cao de matriz extracelular, e remodela¢ao
(Balbino et al., 2005).

Embora, didaticamente, o processo de cicatrizacao esteja divido nessas trés fases, na realidade
elas ndo sdo estanques e sim interdependentes. Dessa forma, para a evolucao de cada uma das fases
ocorrem eventos celulares, como migragdo e transmigracao celular, tissulares, como vasoconstri¢ao,
vasodilatacdo, angiogénese e formacao de tecido de granulacdo, e metabdlicos, como coagulagdo e
deposicao de matriz extracelular. Todos esses eventos ocorrem de maneira sobreposta € dindmica

(Pedroso et al., 2019).



2.3.1 Fase inflamatoria

O inicio de uma lesdo € caracterizado por alteracdes nas juncdes entre as células ou nas
proprias células endoteliais, podendo envolver ruptura de vasos sanguineos e extravasamento de
seus constituintes. Os eventos iniciais do processo de reparo do dano tissular estdao assim voltados
para o tamponamento desses vasos lesionados. Quase concomitantemente ao estimulo que causou a
lesdo ocorre vasoconstricdo, como consequéncia da descarga adrenérgica, e degranulacdo de
mastdcitos, que liberam vasoconstritores. Em seguida, ocorre a deposi¢do de plaquetas,
prosseguindo com sua ativagao e posterior recrutamento de novas plaquetas, caracterizando o inicio
da cascata de coagulacao (Leite, 2016; Silva et al., 2016; Pedroso et al., 2019).

O resultado dessa sequéncia € a formagdo de um trombo rico em plaquetas, que
provisoriamente tampona a lesdo endotelial. Esse trombo rico em plaquetas (trombo branco) é
rapidamente infiltrado pela fibrina, transformando-se em um trombo fibrinoso. Logo apds, os
eritrocitos sdo capturados por essa rede fibrinosa e forma-se, entdo, o trombo vermelho, principal
responsavel pela oclusdao do vaso sanguineo rompido. Este, além de limitar a perpetuacdo da perda
de constituintes circulatdrios para os intersticios celulares, fornece uma matriz preliminar, que
alicercard a migracdo das células responsdveis pelo desencadeamento do processo de reparo. A
adesao inicial das plaquetas a superficie lesada ocorre pelas proteinas de adesdo presentes na sua
membrana (Balbino et al, 2005).

As proteinas de adesdo presentes nas membranas plaquetdrias possuem um papel importante
na adesdo das plaquetas a superficie lesionada. As principais delas sdo os receptores da
glicoproteina IIb/IIla (GP IIb/ Illa). Esses receptores possuem sitios de ligagdo para o fibrinogénio,
fator de von Willebrand, vitronectina, fibronectina e trombospondina.

Apo6s a adesdo a superficie lesionada, as plaquetas sdo ativadas por um grande numero de
substincias agonistas presentes na matriz subendotelial na corrente sanguinea. O coldgeno
subendotelial exposto pela ruptura do vaso e a trombina gerada pelos processos de coagulacdo sdao
fortes agonistas da adesdo, agregacao, ativacdo plaquetdria e consequente liberacao do conteido dos
granulos plaquetarios (Pedroso et al., 2019). Além disso, a plaqueta ativada aumenta a acdo da
protrombinase, que estimula ainda mais a producdo da trombina, a partir da protrombina,
promovendo, assim, a manutencdo das condigdes para a amplificacio da adesdo plaquetdria
(Balbino et al., 2005). Mecanismos bioquimicos importantes, portanto, decorrem da ativagao das
proteinas e receptores de membrana, dotados, por sua vez, de capacidade intrinseca de perpetuar
outras bioativacdes sinalizadoras do processo de reparo nas células periféricas a lesdo.

A agdo de macromoléculas de superficie bioativas ndo sdo restritas apenas as plaquetas. Por
exemplo, as integrinas sdo proteinas de adesdo transmembranares de queratindcitos que consistem

em subunidade a e [ e funcionam como os principais receptores para adesdo celular a matriz
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extracelular. Abundante em queratindcitos basais da epiderme, as integrinas 0634 e o331 mediam a
adesdo a membrana basal celular subjacente (Longmate, et al., 2018; Martin et al., 2015). O LN-332
¢ o principal ligante adesivo na membrana basal cutinea, tanto para o331 quanto 064, e mutacdes
herdadas em cada uma das cadeias LN-332 individuais, bem como nas subunidades a3, a6 e 34
integrina, dificultam a unido entre as camadas da pele, levando a formacdo de bolhas na pele,
doenca conhecida como epidermélise bolhosa.

Além de seus papéis bem conhecidos na adesao celular, foi demonstrado que varias integrinas
epidérmicas regulam a protedlise e a montagem da matriz extracelular (MEC) através de suas
habilidades para controlar a expressdo ou fungdes das metaloproteinases de matriz (MMPs) ou
outras proteases extracelulares degradantes da MEC. Alteracdes nessas fungdes da integrina
contribuem para o desencadeamento de feridas cronicas, doengas cutaneas vesiculares e certos tipos
de cancer de pele (Longmate, et al., 2018).

Estando essas macromoléculas localizadas na superficie das membranas celulares e voltadas
para o ambiente externo, o entendimento do microambiente em que se encontram tais células se
torna primordial para a compreensdo dos estimulos que ativam, geneticamente, os mecanismos de
reparo (Pedroso et al., 2019).

Sendo o inicio de uma lesdo caracterizada por alteracdes nas juncdes ou nas proprias células
endoteliais, podendo envolver ruptura de vasos sanguineos e extravasamento de seus constituintes, €
possivel o entendimento de que o dano representa tanto um estimulo fisico quanto um estimulo
quimico (Martin et al., 2015).

As alteracdes fisicas que culminam na alteracdo de pH do microambiente e corroboram para o
disparo dos mecanismos de reparo tissular, decorrem da baixa tensdo de oxigénio e presenca de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Kurahashi et al., 2015); ao passo que as alteracOes
quimicas decorrem das ligacdes entre estruturas das células rompidas com os receptores localizados
na superficie da membrana de células integras que margeiam a lesdo. Dentre tais estruturas
bioativas, pode-se citar: fragmentos da membrana celular, organelas, macromoléculas inertes dos
tecidos (como colagenos, elastinas e fibronectinas), proteinas séricas e mediadores inflamatdrios
pré-formados que extravasam dos vasos rompidos. As ligacdes nos receptores de membrana
realizadas por tais estruturas induzem profundas modifica¢cdes no metabolismo das células proximas
a lesdo, na expressdo génica e, conseqiientemente, em seus fendtipos (Martin et al., 2015). De fato,
estudos do transcriptoma da ferida de camundongo revelaram numerosos genes aumentados apos a
lesdo, e muitas dessas inducdes de genes ocorrem no epitélio da borda da ferida, estendendo-se até
70 ou mais linhas de células dessa adjacéncia (Cooper et al., 2004).

As primeiras regulagdes genéticas sdo os genes cldssicos imediatos, incluindo Apl, Fos e

Jun, e os fatores de transcri¢ao dos dedos de zinco krox. Elas permitem um aumento na proliferacao
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celular e migragdo epidérmica necessdria a projecao de queratindcitos das bordas para o centro da
lesdo, a denominada lingua de queratindcitos, que ocorre na interface entre a crosta e o tecido de
granulagdo saudavel da ferida (Martin et al., 2015).

Além das alteragcdes na expressdo genética, para que tal avango celular seja possivel, ocorre
também uma alteracdo da adesao entre os queratindcitos da borda da lesdo e a matriz de sustentacdo
subjacente. Tal modificacdao na adesdo € mediada tanto por alteracdes na adesividade das proteinas
de adesdo, as integrinas a6p4 e a3f1 e seu ligante LN-332, como discutido anteriormente, quanto
pela alteracdo da constituicdo da matriz especifica de uma regido de ferida, que apresenta uma
maior concentra¢do de fibrina do que uma matriz integra. Essa constituicdo da matriz rica em fibrina
particular ao tecido lesionado é caracterizada por uma menor forca adesiva a superficie dos
queratindcitos, favorecendo a migracdo dessas células para o centro da ferida, no sentido de
reconstituir o epitélio que fora lesionado (Singh et al., 2009; Longmate et al., 2018; Martin et al.,
2015).

A fibrina é uma macromolécula proteica que se constitui de partes monoméricas passiveis de
polimerizacdo pela acdo do fator XIII. Ela resulta da clivagem do fibrinogénio sérico pela trombina
resultante das vias de coagulacdo (Isaac et al., 2010). A trombina se constitui, entdo, de uma
protease bioativa na cascata de coagulacdo, dotada da capacidade de converter o fibrinogénio
solivel do plasma em fibrina. A fibrina infiltra os agregados de plaquetas nos locais de lesdo
vascular e converte os tampdes de plaquetas primarios e instaveis em tampoes hemostaticos firmes e
estaveis (Silva et al., 2016). Ao infiltrar esse trombo rico em plaquetas, a rede de fibrina transforma-
se em um trombo fibrinoso com capacidade de capturar eritrécitos, formando, entdo, o trombo
vermelho, principal responsavel pela oclusdo do vaso sanguineo rompido (Gonzalez et al., 2016).

Dessa forma, a rede de fibrina, além de restabelecer a homeostase e formar uma barreira
contra a invasdo de microorganismos, organiza a matriz tempordria de forca adesiva alterada para os
queratindcitos e adequada para a migracdo celular. A migragdo restaura a funcido da pele como
barreira protetora, promovendo a manutencdo da sua integridade (Gonzalez et al., 2016).

Como dito anteriormente, os eventos que culminam na cicatrizacdo ocorrem de forma
concomitante. Ao passo que a rede de fibrina é importante para constituicdo de uma barreira fisica
contra invasdo de microorganismos, a ativacao plaquetaria, ja discutida, também representa um
importante papel, tanto na formacdo da matriz proviséria, quanto no combate a esses agentes
potencialmente patogénicos (Isaac et al., 2010).

As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento como o fator de transformacdo do
crescimento beta (TGF-) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), quimiocinas
como o CTAPIII e também outras proteinas como fibrinogénio, fibronectina e tromboplastina que

sdo encontradas em seus granulos. A interacdo das proteinas dos granulos plaquetarios com
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proteinas da matriz extracelular somadas a massa de corpos plaquetdrios agregados, ao se
estabilizarem, auxiliam na formacdo da matriz provisdria. Esta se torna mais consistente a medida
que a fibrina se polimeriza pelas vias intrinsica ou extrinsica da coagulacdo (Huang et al, 2020).

Os mediadores liberados pelas plaquetas ativadas, como TGF-f3, PDGF, tromboxanos e fator
de ativagdo plaquetdria (PAF) se difundem pela matriz proviséria formando um gradiente
quimiotético que orienta a migracdo das células (tanto da circulagdo como das regides adjacentes)
envolvidas com a instalagdo da resposta inflamatéria. Uma vez que os neutrofilos sdo as células
mais abundantes no sangue, um nimero significativo deles € passivamente coletado pelo trombo
provisorio durante o rompimento dos vasos. Apds este extravasamento passivo, os neutrofilos
migram para a superficie da ferida para formar uma barreira contra a invasdo de microorganismos e
promover o recrutamento ativo de mais neutrofilos a partir dos vasos adjacentes ndo lesionados. Ao
final de um dia apds a lesdo eles constituirdao 50% das células migradas ao local.

Além dos mediadores liberados durante a agregacdo plaquetdria, o recrutamento de mais
neutréfilos € influenciado também por quimiocinas produzidas pelos neutréfilos coletados pelo
trombo provisorio e leucotrienos liberados das células ativadas também pelo trombo provisorio. Os
leucotrienos sao mediadores lipidicos da familia dos eicosandides, que, assim como as
prostaglandinas e tromboxanos, sdo derivados da via mediada pela lipo-oxigenase da cascata do
acido araquidonico (Pedroso et al., 2019).

A principal acdo dos metabolitos do dcido araquidonico € a promog¢do da resposta inflamatdria
aguda, caracterizada pela producdo de mediadores pré-inflamatdrios, como prostaglandinas E2
(PGE2) e prostaglandinas 12 (PGI2), seguidos por uma segunda fase na qual podem ser gerados
mediadores lipidicos com atividades pro-restauradoras. A resolu¢do da inflamagcdo nao é mais
considerada um processo passivo, mas uma resposta programada ativa, regulada por mediadores
com capacidade de reparo (Tallima et al., 2017).

A producio e liberagdo dos mediadores acima descritos sdo isoladamente insuficientes para o
recrutamento de neutréfilos a partir da circulagdo. A forca de arraste da corrente circulatéria impede
seu contato com as paredes dos vasos. Por agdo dos eicosandides, citocinas (principalmente
interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6), 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral ou TNFa) produzidas por
macro6fagos, mastdcitos, células estromais e outros mediadores, as células endoteliais dos vasos ndo
lesionados sdo induzidas a expressarem em sua membrana as integrinas, ou proteinas de adesdo
para leucdcitos (Zhao et al., 2016). A expressdo de integrinas ocorre por externalizagdo das mesmas
via corpusculo de Weibel-Palade e/ou pela sintese de novas moléculas de integrinas, especialmente
quando estdo presentes IL-1 e TNFa. Estas, em situagdes normais encontram-se internalizadas e,
apo6s a influéncia destes mediadores, sdo expressas na regido de sua membrana voltada para o leito

vascular (Desai et al., 2013).
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E também por acdo de tais mediadores inflamatérios que os capilares dos vasos nio
lesionados se dilatam. Esse mecanismo lentifica a circulacdo sanguinea e diminui a sua forca de
arraste permitindo, assim, a marginacdo dos leucdcitos e sua ligagdo as moléculas de adesdo
expressas nas células endoteliais (Balbino et al., 2005). Como consequéncia, ocorrem no tecido
lesionado a infiltracio de polimorfonucleares circulantes, como neutréfilos € mondcitos, € a
migracdo de células das dreas adjacentes, como células epiteliais, queratindcitos e fibroblastos.
Estas ultimas, em cooperagdo com as células locais, anteriormente ativadas, sdo os protagonistas da
fibroplasia, ou producdo de coldgeno, deposi¢cdo de MEC, angiogénese, cicatrizacdo e reepitelizacao
da regido da ferida (Martin et al., 2015). J4 os mondcitos se infiltram em resposta a estimulos
semelhantes aos dos neutréfilos, e se diferenciam em macréfagos sob o estimulo de substancias
como o interferon-y (IFN-y), de modo a aumentar a sintese proteica, seu tamanho celular, o
aparelho de Golgi e o niimero de lisossomos, microtibulos e microfilamentos (Komi et al., 2019).

Além de representarem importantes agentes no combate aos microorganismos, os macrofagos
também desempenham um papel importante na cicatriza¢do, dada a diversidade e relevancia dos
fatores de crescimento sintetizados por esse tipo celular, dentre os quais se incluem: fator de
crescimento epidermal (EFG), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), TGF- e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). A quimiotaxia de fibroblastos e sua proliferacdo € uma das
fun¢des dos EGF, FGF e PDGF. Ademais, o FGF também atua positivamente na migracdo e
proliferagdo de queratindcitos, enquanto o TGF-f3 na deposicdo de elementos da matriz pelos
fibroblastos. O VEGF e o FGF atuam ainda como potentes fatores angiogé€nicos (Isaac et al., 2010),
estimulando o desenvolvimento de novos vasos sanguineos, essenciais a entrega do oxigénio,
elemento essencial para a geracdo de energia requerida na renovacao tissular (Dunnill et al., 2015).

Além de ser essencial para obtencdo de altos rendimentos de adenosina trifosfato (ATP)
mitocondrial, o oxigénio € precursor de espécies reativas de oxigénio (ROS), que atuam como
moléculas secundarias de sinalizagdo de algumas mensagens pro-cicatrizantes. Niveis basais de
ROS mantém o funcionamento celular normal e a homeostase tecidual, enquanto baixos niveis de
ROS induzem a interrup¢ao do ciclo celular, ou seja, sao citostaticos (Kurahashi et al., 2015).

O termo 'ROS' aplica-se as moléculas que contém O:, mas que sofreram oxi-redu¢do com a
adicdo de elétrons, originando radicais altamente reativos. Membros bem conhecidos da familia de
moléculas ROS sdo anion superéxido -Oo, peréxido -O:, peréxido de hidrogénio H:0-, radicais
hidroxila -OH e ions hidroxila OH- (Dunnill et al., 2015).

Na fase inflamatoria, os neutrofilos e os macrofagos, ao alcancarem a regido da ferida,
secretam grandes quantidades de ROS, além de citocinas pré-inflamatérias e enzimas proteoliticas,

como MMP. A nicotinamida adenina dinucleétido fosfato ou NADPH oxidase (NOX2) é uma
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enzima expressa em altos niveis nas membranas plasmaticas das células inflamatorias e € ativada
durante a fagocitose, o que resulta na producdo de grandes quantidades de anions radicais
superoxidos. As ROS geradas atacam diretamente os patdgenos invasores € os aniquilam no
processo de fagocitose (Kurahashi et al., 2015). No interior das células de defesa, as ROS podem
surgir da fosforilacdo oxidativa mitocondrial durante a producdo de adenosina trifosfato (ATP) do
reticulo endoplasmatico ou de uma classe de enzimas conhecidas como oxidoredutases, como a
NOX2 (Bryan et al., 2012).

Em funcdo do desequilibrio da sua densidade eletronica, ROS sdo dotadas da capacidade de
capturar elétrons de outras moléculas préximas por meio de uma reacao de oxidagdo que prejudica a
estrutura da espécie que sofreu o ataque. Dessa forma, da mesma maneira que niveis baixos de ROS
podem prejudicar a cicatrizacdo pelo efeito citostdtico, niveis elevados de ROS podem ser
prejudiciais a medida que danificam os tecidos circundantes (Kurahashi et al., 2015) e possuem
acdo na ativagdo de proteinas pré-apoptoticas para subsequente indugdo de morte celular e até

necrose celular (Dunnill et al., 2015).

2.3.2 Fase Proliferativa

A segunda fase da cicatriza¢do, denominada fase proliferativa ou fase de formagado de tecido
de granulacdo e deposi¢dao de matriz extracelular, também € influenciada pelas espécies reativas de
oxigénio, uma vez que nessa fase intensifica-se o processo de angiogénese, que, por sua vez, é
norteado por estados de hipdxia tecidual e gradiente de ROS. Essa condicdo de baixo teor de
oxigénio estimula macréfagos, fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos a sintetizar VEGF
(Schreml et al., 2010). A hipdéxia ativa um fator de transcri¢cdo especifico, denominado Fator
Induzido por Hipdxia la ou HIF-1a. O HIF-1a se liga ao elemento de resposta a hipdxia na regido
promotora do gene VEGF, que, por sua vez, regula positivamente o VEGF. O VEGF, como
principal fator de crescimento angiogénico, estimula as células endoteliais a migrar, proliferar e
formar indmeros novos capilares (Schreml et al., 2010).

Os novos capilares se ramificam e invadem a matriz provisdria da ferida, que € substituida aos
poucos por uma nova MEC, produzida e depositada por fibroblastos. A MEC emergente, na qual
fibroblastos, miofibroblastos, leucdcitos e macréfagos sdo incorporados, consiste em coldgeno
imaturo (tipo III), proteoglicanos, glicosaminoglicanos, fibrina, fibronectina e 4cido hialurénico
(Tallima et al., 2017). Nesse contexto, a producdo e a deposi¢do de colageno representam fatores
fundamentais no processo de reparo, pois reconstituem o alinhamento e a integridade da pele
(Balbino et al., 2005). Tais fatores também sdo responsivos a tensdo de oxigénio: os fibroblastos
precisam de uma pressao de oxigénio de 30 a 40 mmHg para que ocorra a hidroxilagcdo de residuos

de prolina e lisina na sintese de colageno (Schreml et al., 2010).
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A angiogénese e a sintese da MEC sdo processos interdependentes, pois novos vasos
sanguineos precisam de nova MEC como suporte tridimensional para seu crescimento, enquanto o
metabolismo celular de, por exemplo, fibroblastos precisa de novos vasos sangiiineos que fornecem
oxigénio e outros nutrientes. O fato das mesmas citocinas estimularem cada processo interliga essas
etapas da cicatrizagdo de feridas. As citocinas da superfamilia de TGF-[3, secretadas por fibroblastos
e queratindcitos, parecem desempenhar o papel mais proeminente na formacdo de tecido de
granulagdo. Moléculas de MEC como fibrinogénio, fibronectina, fibrina e vitronectina sao
interativas com tais citocinas e também regulam a diferenciacdao da proliferacdo e a migracdo de
fibroblastos (Eming et al. 2015).

Paralelamente a formacdo de tecido de granulagdo, € iniciada a reepitelizacdo. A reepitelizacdo
visa cobrir a superficie da ferida por uma camada de epitélio e baseia-se na diferenciacdo,
proliferagdo e migragdo de queratindcitos epidérmicos. As vias de estresse ativadas pela lesdo levam
a liberacdo dependente de oxigénio de certas citocinas e quimiocinas (TNF-a, TGF-f3, TGF-f1,
EGF e PDFG) por células parenquimatosas, como queratindcitos. Essas citocinas, principalmente o
TNF-a, parecem estimular as células epidérmicas nas bordas da ferida e nos foliculos capilares de
maneira autdcrina para reestruturar seu citoesqueleto, um processo que depende do oxigénio e inicia

algumas horas ap0s a lesao (Schreml et al, 2010), como discutido anteriormente.

2.3.3 Fase de remodelagdo

A tltima fase, fase de remodelacdo, também € oxigénio-dependente. Essa fase é caracterizada
pela contracdo da ferida, mediante diferenciacdo de fibroblastos em um subgrupo contratil, os
miofibroblastos. A contracao dos miofibroblastos € desencadeada por oxigénio e mediada por TGF-
B1, TGF-B2 e PDGF (Schreml et al, 2010). Nessa fase, gradualmente, o coldgeno provisério (tipo
IIT) € substituido pelo coldgeno tipo I mais estdvel, produzido por fibroblastos estritamente de forma
oxigénio-dependente e depositado em um alinhamento fisioldgico. Assim, a ferida cicatrizante
ganha maior resisténcia a tracdo. As fibras de coldgeno se contraem para que o tecido da ferida
encolha (Eming et al. 2015).

Outros mediadores proeminentes do anabolismo e catabolismo do coldgeno que detém sintese
oxigénio-dependentemente sdo as MMPs, sintetizadas pelos macréfagos, queratindcitos, células
endoteliais e fibroblastos. De acdo catalitica sobre proteinas da matriz extra celular, a sintese e
ativacao das MMPs sdo reguladas positivamente e proporcionalmente pelo gradiente das ROS. Isso
¢ indicativo de que altas quantidades de ROS ndo apenas danificam proteinas da estrutura
extracelular, lipidios e DNA, mas também estimulam vias complexas de transdugdo de sinal,
levando a uma expressdao aprimorada de MMPs e outras proteases, além de citocinas inflamatodrias,

como explanado anteriormente (Dunnill et al., 2015)
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De fato, € esse dano tecidual mediado pelas ROS que desempenha um papel significativo no
envelhecimento e foi levantada a hipétese de que a dependéncia das ROS durante a inflamacdo se
torna maior ao longo do envelhecimento. Como reflexo, tem-se que as feridas cronicas sdo
frequentemente caracterizadas pela presenca de ROS excessivas ou pela auséncia de moléculas
antioxidantes eliminadoras de ROS, como vitaminas E, C e glutationa (Kurahashi e Fujii, 2015).

As moléculas com capacidade antioxidante atuam através de mecanismos que envolvem a
reducdo de hidroperéxidos em dlcool e dgua, sem gerar radicais livres (Montes et al, 2019). E
interessante notar que os niveis de antioxidantes da ferida diminuem a medida que envelhecemos, o
que corresponde as respostas retardadas da cicatrizacdo de feridas observadas em idosos. Isso
sugere que a cicatrizacdo reduzida ou retardada da ferida ocorre como conseqii€éncia de menores
concentragoes de antioxidantes, permitindo que a reacdo ROS da ferida prossiga sem controle,
aumentando progressivamente o dano tecidual (Schafer e Werner, 2008). Na literatura, esse
fendmeno das moléculas antioxidantes foi demonstrado em diversos tecidos além do tecido cutineo
(Neha et al., 2019; Kaur et al., 2006; Sindh et al., 2013; Seifried et al., 2007).

Dessa forma, apds discorridas todas agdes das espécies reativas de oxigénio, é imperativo a
relevancia do estabelecimento de um equilibrio entre os efeitos benéficos e os efeitos degenerativos
das ROS (Bryan et al, 2012). Os antioxidantes, portanto, se mostram espécies moleculares cruciais
para obtencdo de radicais de menor reatividade para o alcance desse equilibrio e obten¢do um
processo de cicatrizacao sustentavel.

E a partir do entendimento da forma como moléculas antioxidantes neutralizam o efeito
deteriorador de espécies reativas de oxigénio, que compreende-se seu carater anti-inflamatorio. Ao
prevenir ou tratar doengas relacionadas ao estresse oxidativo, neutralizando o efeito deteriorador
das ROS, os antioxidantes desempenham um papel crucial na conservacdo das melhores fungdes
celulares (Neah et al, 2019). Dessa forma, além da tentativa de recuperacdao dos constituintes da
pele e do controle de infec¢cdes por microorganismos, as estratégias pro-cicatrizantes devem
considerar a modulacdo da inflamagdo tecidual e a interrupcdo da geracdo de radicais livres
decorrentes dos processos inflamatérios (Masson, 2011) ou do ambiente externo, como a radiacao
ionizante na radiodermite. Nesse contexto, a etapa racional para o desenvolvimento de um produto
de acdo cicatrizante deve considerar compostos com conhecida propriedade antioxidante, anti-

inflamatoria, antimicrobiana e com potencial de reestabelecer os constituintes originais da pele.
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2.4 Extratos vegetais com propriedades cicatrizantes em potencial

Os produtos a base de ervas medicinais t€ém um importante papel no gerenciamento da saidde e
sdo fontes de moléculas bioativas (Krishnank et al, 2019). Eles se diferenciam em funcdo da
diversidade de componentes ativos encontrados em cada espécie vegetal, uma vez que,
majoritariamente, os constituintes agem sinergicamente €, assim, aumentam o potencial terapéutico
da composi¢do natural (Musthaba et al., 2009). Na literatura, os resultados apresentados sobre o
potencial antioxidante de plantas medicinais comprovam a presenca de compostos com capacidade
de interagir com os radicais livres, melhorando a homeostase entre estresse oxidativo e status
antioxidante, importante no estimulo pro-cicatrizante (Montes et al., 2019). Os fitoquimicos
antioxidantes mais comuns encontrados nas plantas sdo as moléculas das classes dos alcaloides, das
quinonas, dos terpendides e as macromoléculas da classes dos polifendis. Os polifenois
sdo substancias caracterizadas por possuirem uma ou mais hidroxilas ligadas a um ou mais anéis
aromaticos. Como exemplos de polifendis podemos citar, as saponinas, os taninos, € os flavondides
(Krishnank et al., 2019).

De uma maneira geral, essas macromoléculas podem interagir com receptores ou enzimas
envolvidas na traducdo do sinal, modificando a oxidag¢do celular no sentido de promover uma
condi¢do antioxidante. Os polifendis, alcaloides e quinonas também podem exibir propriedades
anti-inflamatérias e propriedades antioxidantes pela acdo conjunta do bloqueio da liberacdo de
IL-1P e TNF-a e inibicdo da producdo de o6xido nitrico (NO) e PGE2. Dessa forma, diminuem a
ativacdo da enzima fosfato de dinucle6tido de NADPH oxidase e impedem a formagdao de ROS
(Schaffer & Halliwell, 2012).

Dentre os polifendis, os flavondides sdo produzidos como um mecanismo de protecdo contra
agentes exogenos que afetam a integridade da planta. A estrutura quimica caracteristica dessa classe
contém dois anéis benz€énicos unidos por uma cadeia central de trés dtomos de carbono. Diferentes
classes de flavondides podem ser identificadas dependendo do restante de sua estrutura: flavonas,
flavondis, flavanonas, flavandis, isoflavonéides, proantocianidinas (catequinas) e antocianidinas.
Sua atividade antioxidante € atribuida as propriedades redox, onde atuam como agentes redutores,
doadores de elétrons ou quelantes de metais (Djekic et al, 2015).

Ao considerar o processo de cicatrizagdo, além da comprovada acdo contra radicais
superdxidos, € descrito na literatura que os flavondides melhoram o processo de reparo tissular
também devido a sua propriedade adstringente e antimicrobiana que, em conjunto, favorecem a
contragdo da ferida e melhoram taxa de reepitelizacdao (Krishnank et al., 2019). Vale ressaltar que o
efeito antioxidante dos flavondides diminui a peroxidacdo lipidica, impedindo ou diminuindo o
inicio da necrose celular, além de contribuir com a vascularizacdo. Portanto, considera-se que todo

agente com capacidade de inibir a peroxidacdo lipidica também acaba por promover a viabilidade
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das fibrilas de colageno, a forca das fibras de colageno, aumenta a circulagao, impede o dano celular
e estimula a sintese de DNA (Schaffer & Halliwell, 2012).

Da mesma maneira, outras moléculas com grupamentos aromaticos a, incluindo taninos,
dcidos cinamicos substituidos, dcidos fendlicos e fenilpropandides, mostraram propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. Taninos sdo polifendis soliveis em dgua, que podem se ligar a
proteinas e carboidratos, resultando em uma reducdo na digestibilidade dessas macromoléculas,
promovendo assim a inibicdo do crescimento microbiano. Os taninos aumentam o processo de
cicatrizacdo de feridas por meio de vdarios mecanismos celulares. Quelantes de radicais livres,
melhoram a contragdo da ferida, aumentam a resisténcia do vaso capilar e a proliferacdo de
fibroblastos. Sua atividade antioxidante permite com que reduzam a peroxidacdo lipidica e a
necrose das células, além de melhorar a vasculariza¢do (Krishnank et al., 2019).

Tal atividade antioxidante também € propriedade da estrutura molecular das Saponinas,
definidas como glicosideos de triterpenos e esterdides. Devido as suas atividades antioxidantes e
antimicrobianas, as saponinas sdo valiosas na contracdo da ferida e na reepitelizacdo. As
propriedades adstringentes e antimicrobianas dos ftriterpenos sdo responsaveis por sua acgdo
promotora da cicatrizacdo de feridas.

J4 os alcaldides s@o compostos organicos ciclicos de baixa massa molecular que contém
nitrogénio em um estado de oxidacdo negativo. Devido as suas propriedades analgésicas,
antiespasmadicas e bactericidas, os alcaldides s@o usados como agentes medicinais.

Também caracterizados por moléculas de baixo peso molecular, os terpendides que ocorrem
como monociclicos ou multiciclicos também foram identificados como possuindo atividade contra
bactérias, virus e fungos, o que justifica a utilizacao de extratos ricos em terpendides em produtos

cicatrizantes (Montes et al, 2019).

2.4.1 Oleo de Girassol

Fonte de compostos fendlicos, flavonodides e vitaminas (Guo et al., 2017), extratos do 6leo da
semente da espécie Helianthus annus, conhecida popularmente como girassol, possuem
propriedades antioxidante (Pereira et al., 2016), antimicrobiana (Aboki et al., 2012; Regente &
Canal, 2000; Menéndez, 2010), anti-inflamatdria (Eichienfield et al., 2009), anti-hipertensiva (Pal et
al, 2011) e cicatrizante (Magalhdes et al, 2007; Pal etal, 2011; Wendt, 2005). Ademais, o 6leo das
sementes de girassol representa uma importante fonte de acidos graxos insaturados, dentre eles o
acido oleico e o acido linoleico (Moreski et al., 2018).

Os 4cidos graxos sdo divididos de acordo com a localizacdo das ligacdes quimicas. Dois
importantes grupos incluem os n-3 ou 6mega-3 e os n-6 ou dmega 6. Os principais dcidos graxos

que compdem o grupo Omega 3 sdo: acido alfa-linoléico, acido eicosapentandico e o acido
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docosahexanoico. Os principais acidos graxos que compdem o grupo dmega 6 sdo: 4cido linoleico e
dcido araquiddnico. Os 4cidos graxos dos grupos dmega 3 e 6 ndo sdo sintetizados pelo organismo
animal, tampouco bioconvertidos um no outro. Sendo assim, a obtencdo destas substancias deve,
obrigatoriamente, ocorrer através da suplementacdo exdégena (Wendt, 2005).

O dleo de girassol assume destaque dentre as fontes de Omega 6, uma vez que o principal
componente lipidico do 6leo de girassol € o acido linoleico na forma de triglicerideo (61,5%).
Entretanto, também possui em sua composicdo o 4cido oleico (24,3%), o palmitico (9,3%), o
estedrico (3,7%) e o linolénico (1%) (Eichenfield, 2009), representando, portanto, uma fonte
adicional de 6mega-3. Além de tais 4cidos graxos essenciais, o 6leo de girassol destilado ainda
apresenta substincias de elevada atividade antioxidante, como 5% de fitoesterdis e 1% de vitamina
E (Belilovsky et al, 2015).

Além da presenca de tais moléculas de acdo anti-oxidante, a efetividade do 6leo de girassol na
preservacao do tecido cutaneo esta relacionada a semelhanca de seus lipidios com aqueles presentes
no estrato corneo (Eichenfield et al., 2009). Alguns estudos mostraram que o 6leo de girassol
estimula a produgdo de ceramidas epidérmicas, a sintese de colesterol e a ativagdo dos receptores
ativados por proliferador de peroxissoma do tipo alfa (PPARa), que desempenham um papel
essencial na regulacdo da diferenciacdo celular e estdo envolvidos na homeostase da barreira
cutanea (Belilovsky et al., 2015).

De fato, quando aplicado topicamente, os acidos graxos presentes no 6leo reduzem a perda
transepidermal de dgua de 33 a 50% (Eichienfield et al., 2009). Adicionalmente a semelhanca com
constituintes da matriz lipidica da pele, o dcido linoleico estd relacionado com propriedades
promotoras da neovascularizacdo (angiogénese) local, interferindo positivamente na migracdo
celular, proliferacdo e diferenciagdo fibroblastica e, consequentemente, na sintese de MEC (Moreski
et al.,2018).

Sendo assim, o 6leo de semente de girassol com alta concentragdo de dcido linoléico pode ser
indicado como uma alternativa terapéutica para auxiliar no processo de cicatrizacdo de feridas.
Marques et al., 2004, encontraram que ap0ds 3 dias do tratamento com 6leo de semente de girassol
em cordeiros machos jovens, as dreas das feridas reduziram em 300% e apds 7 dias o aspecto das
cicatrizes melhoraram macroscopicamente em comparacdo com as feridas ndo tratadas. Esses
resultados confirmam a eficiéncia de aminodcidos e 4cidos graxos essenciais na cicatrizagdo de
feridas relatados por Baie & Sheikh e Guo. Os 4cidos linoléico e araquiddnico sdo importantes nao
apenas na manutencdo de uma barreira cutdnea a perda de 4gua e como precursor das
prostaglandinas, mas também desempenham um papel na regulacio da divisdao -celular,
diferenciacdo da epiderme e, consequentemente, no controle da descamacio da pele. Van Dorp e

Prottey et al. observaram que o 6leo de girassol com alto teor de acido linoléico pode reverter e
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curar lesdes escamosas e dermatose em humanos. Darmstadt et al. testaram o impacto da aplicacio
tépica de 6leo de semente de girassol 3 vezes ao dia em bebés prematuros com menos de 34
semanas de idade gestacional sobre a condi¢@o da pele. Os tratamentos com o 6leo de semente de
girassol resultaram em uma melhora significativa na condi¢io da pele e na reducdo da incidéncia de
infecgdes nosocomiais. As propriedades antimicrobianas do O6leo dependem dos diferentes
fitoquimicos nele presentes. Os taninos, por exemplo, formam complexos irreversiveis com
proteinas ricas em prolina, resultando na inibi¢do da sintese de proteinas das células microbianas.

A atividade antibacteriana e antifingica do d6leo de semente de girassol foi investigada
determinando a zona de inibi¢do formada ao redor do disco, revelando varios graus de poténcia para
inibir Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Vibrio cholera, Aspergillus
Jfumigates, Rhizopus stolonifer, Candida albicans e Fusarium oxysporum. Os autores atribuiram a
atividade antibacteriana e antiftingica do 6leo aos flavondides, alcaldides, saponinas e taninos
extraidos que comprovadamente inativam aderéncias microbianas, enzimas e proteinas de
transporte de envelopes celulares (Guo et al., 2017).

Além da atividade antimicrobiana conferida pelos polifendis, o 6leo das sementes de girassol,
assim como o de outras sementes, possui Ha-AP10. Polipeptideo bédsico de 10 kDa homdlogo de
proteina de transferéncia lipidica (LTP) de plantas, o Ha-AP10 apresenta alta atividade antifiingica
(Regente et al., 2000).

As atividades antioxidante e antiinflamatorias do 6leo da semente de girassol sdo atribuidas
principalmente aos polifendis nele presentes e a sua capacidade de inibir as ROS. Xi et. al., 2008
mostraram que os efeitos antioxidantes e antiglicativos do 6leo de girassol foram eficazes no
tratamento e prevencdo do diabetes, por eliminar as ROS que induzem as principais vias
bioquimicas associadas a complicagdes diabéticas, incluindo o pé diabético. Outros estudos
evidenciaram que € possivel com ele reduzir o edema de pata induzido por carragenina em 79,5%
em comparacdo com a indometacina (56,2%), um medicamento anti-inflamatério amplamente
utilizado, mas cuja administracdo causa danos gastricos evidentes em ratos. A administracdo de
indometacina em conjunto com o O6leo de girassol ndo causou dano gdstrico estatisticamente
significativo nas cobaias. De fato, o 6leo de girassol reduz os danos oxidativos em mucosas e,
portanto, quando combinado a indometacina, potencialmente evita os danos por ela causados (Guo
etal.,2017).

Trés acidos diterpenos (4cidos grandiflordlico, caurendico e traquilobandico) isolados do
extrato oleoso de girassol reduziram, de maneira concentragdo-dependente, a producdo de NO,
PGE2 e TNF-a, bem como a expressao de NOX-2 quando avaliados em linhagem de macrofagos

RAW 264.7 ativados por LPS. In vivo, suprimiram o edema da orelha de camundongo induzido por
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12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e inibiram a acdo da mieloperoxidase (MPO), um indice
de infiltracdo celular (Pal et al, 2011).

Alguns produtos comerciais ja estdo bem estabelecidos no mercado por explorar tais
atividades inerentes ao 6leo de girassol. Como exemplo, tem-se o 6leo Dersani® (6leo de girassol
com vitaminas; Laboratério Saniplan, Brasil) e 6leo Oleozon® (6leo de girassol ozonizado; Ozone
Research Center, Havana City, Cuba), ambos com vastos estudos cientificos publicados na
literatura. O Oleozon® tem uma acdo germicida comprovada. Muitos estudos se referem a seus
efeitos antimicrobianos contra virus, fungos e bactérias, incluindo cepas resistentes. Além disso,
estudos toxicoldgicos demonstraram que o Oleozon® nao € mutagénico ou genotéxico. O produto
foi registrado em Cuba para o tratamento de tinea pedis e impetigo .

Tendo em vista a atividade fungicida do Oleozon® e a necessidade de encontrar agentes
tépicos mais eficazes, foi realizado um estudo controlado, fase III, randomizado, envolvendo 400
pacientes ambulatoriais com onicomicose. Este ensaio demonstrou a superioridade da atividade
fungicida do Oleozon® tdpico, mesmo em comparagdo com tratamento oral convencional. Este
produto possui um amplo espectro de acdo, ndo se relacionou com a resisténcia a patdgenos,
apresentou boa difusdo tecidual e foi bem tolerado por pacientes sem quaisquer reacdes adversas.
Em comparacdo, o cetoconazol topico ndo reduziu a carga de fungos nas unhas afetadas, com
apenas pequenas melhorias no terceiro més de tratamento (Menendez et.al., 2010).

Assim como o Oleozon®, o produto Dersani® também estd presente em muitos estudos
cientificos. Magalhdes e colaboradores (2007) avaliaram o efeito do produto em modelo cutianeo de
cicatrizagdo por segunda inten¢cdo em ratos Wistar e concluiu que a lo¢cdo oleosa, isoladamente,
intensificou a neovascularizagdo e, por conseguinte, o tecido de granulacdo, influenciando
positivamente no processo cicatricial. Evidéncias clinicas em humanos também foram publicadas.
Bruzi e colaboradores (2011) relataram que o uso de Dersani® revitaliza e preserva o equilibrio

hidrico da pele, melhora a elasticidade, e, assim, contribui para restabelecer a integridade cutinea.

2.4.2 Oleo de Rosa Mosqueta

A rosa mosqueta (Rosa aff. rubiginosa) pertence ao género Rosa, da familia Rosaceae, e
possui aproximadamente 70 espécies diferentes em todo o mundo (Santos et al., 2009). O dleo de
rosa mosqueta dotado de atividade biologica € extraido da semente da planta e demonstrou
pronunciada atividade antioxidante, anti-inflamatdria e repositora de constituintes lipidicos da pele.
(Santos et al., 2009; Eurides et al., 2011; Pichonelli et al., 2016 e Delbon et al., 2017). Seus
constituintes aromaticos responsaveis pela acdo antioxidande e, portanto, protetora das células em
processo de reepitelizacdo, sdo ricos em fendis (glicosidios flavondides e proantocianidinas),

vitaminas E e C e carotendides (Salminen et al., 2005). Ja seus constituintes graxos variam de
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acordo com a espécie e suas concentragdes estdo compreendidas entre 43 e 49% de 4cido linoléico,
32 e 38% de acido linolénico, 14 e 16% de acido oléico, 3 e 5% de 4cido palmitico, 0,1 e 5% de
acido palmitoléico, 1 e 2% de acido estedrico, além de outros acidos graxos presentes em
concentracoes menores de 1%, como o ldurico, miristico, araquidonico, gadoléico, behénico e
fosfolipidios (Matthaus et al., 2014).

Os 4cidos graxos essenciais tém ainda uma fungdo estrutural, formando parte dos fosfolipidios
das membranas celulares dos tecidos do organismo, sendo os precursores de prostaglandinas e
leucotrienos a partir da sintese do 4cido araquiddnico. Ja os fosfolipidios intervém em diversos
processos metabdlicos, tais como no processo ativo de fosforilagdo, na mitose e organizacao celular
e nos intercambios i6nicos, o que confere ao 6leo de rosa mosqueta um alto potencial no tratamento
de feridas e cicatrizagdo tecidual (Dabrowska et al., 2019).

Além disso, os dcidos graxos sdo capazes de aumentar a permeabilidade da membrana celular
e facilitar a entrada de fatores de crescimento, estimulando a proliferacdo e migragdo celular e
neoangiogénese, atuando, assim, diretamente na fase proliferativa da cicatrizacdo. De forma
simultinea, altas concentragdes de acido ascorbico (vitamina C) encontradas no 6leo da semente de
rosa mosqueta tém relevante papel na regeneracdo tecidual, sendo um importante elemento para a
formacao e deposicdo das fibras coldgenas sobre a cicatriz (Santos et al., 2009).

Em menores quantidades, o 6leo da semente dessa espécie vegetal contém, ainda, acetaldeido,
acido t-retindico, 4dcido quinico, dcidos organicos, aminodcidos, antocianinas, benzaldeido, citral,
citronelol, eugenol, metil-éster, quercetina, quercitrina, pectina, sais minerais, saponina e tanino. As
revisdes sobre o tema ressaltam a grande quantidade de fendis (glicosidios flavondides e
proantocianidinas) e carotendides encontrados no 6leo da rosa mosqueta, além de catequinas,
compostos incolores, hidrossoluveis, pertencentes a um grupo de polifendis com intensa atividade
antioxidativa, o que afiancga as propriedades antioxidantes atribuidas a essa espécie, justificando seu
uso na alimentacdo e como agente medicinal pelo saber popular antigo (Santos et al., 2019; Delbon
et al., 2017; Pichonelli et al., 2016; Tome et al., 2009).

Em fung¢do dessa composi¢do rica em macromoléculas bioativas, a acdo fisioldgica do dleo de
rosa mosqueta foi justificada em diversas investigacdes pré-clinicas e clinicas. Marchini et al.
relataram resultados positivos em estudo experimental controlado realizado com ratos cujas lesoes
em dorso foram tratadas com O6leo de rosa mosqueta. Seus achados histologicos evidenciaram
aceleragdo do processo de cicatrizacdo e menor atividade inflamatéria no grupo de estudo em
relagc@o ao grupo-controle (Santos et al. 2009).

Moreno et al, do Departamento de Dermatologia Médico- Quirtirgica y Venereologia da
Faculdade de Medicina, Universidade de Sevilla, em suas experi€éncias com o uso de dleo de

semente de Rosa Mosqueta em feridas abertas, relata excelentes resultados. Foi verificada “uma
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rapida cicatrizagdo pela indu¢do de um bom tecido de granulac@o”, ndo se observando reagdes de
sensibilizacdo, mesmo naqueles pacientes com alguma histéria de sensibilidade a algum outro
produto. Por esses achados, ele e sua equipe recomendam o uso desse preparado em lesdes abertas e
mesmo na preparagdo pré-operatdria de intervengdes cirdrgicas (Santos et al., 2009).

Em estudo clinico com grupo-controle, discutido no trabalho de Santos et al., 2009, os
autores demonstraram uma melhora no tempo e na qualidade de cicatriza¢do entre pacientes em uso
de dleo de rosa mosqueta a 26% em comparagdo ao grupo controle. Foram avaliados pacientes com
ulceras varicosas, tlceras pds-traumaticas, eczemas de contato e deiscéncias pds-cirirgicas. Todos
apresentaram resultados positivos em relacdo ao grupo de comparacdo, ocorrendo uma diferenca de
até 29 dias de cicatrizacdo entre os grupos avaliados (23,2 dias para o grupo terapéutico contra 52,2
dias para o grupo-controle). Dos pacientes com ulceras varicosas ou pos-traumaticas, apenas um
apresentou recidiva.

Em 1993, Thielemann e sua equipe estudaram o efeito de cremes a base de 6leo de rosa
mosqueta na atenuagdo dos efeitos do envelhecimento, especialmente na atenuacdo de rugas de
expressao, chegando a resultados satisfatorios (Thielemann et al., 1993). Dermatologicamente tem-
se utilizado o 6leo de rosa mosqueta em cicatrizes queldideas hipertréficas, cicatrizes acneiformes e
radiodermites com resultados varidveis. O emprego nos efeitos secundarios da radioterapia foi a

primeira indicacdo deste preparado, mostrando-se altamente eficaz (Santos et al., 2009).

2.5. Cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC)

Comprovar a seguranga da formulag@o durante o desenvolvimento de um produto fitoterapico
¢ imprescindivel, uma vez que, se as misturas de vdrios extratos brutos, quando em preparacdes
medicinais, podem resultar em aumento dos efeitos benéficos, € racional considerar também que
pode ocorrer aumento da toxicidade da preparagao final (Elvin-Lewis et al., 2001).

Praticamente todos os extratos naturais bioativos podem causar reacdes alérgicas e varios
podem ser responsaveis pela fotossensibilizacdo (Ernst et al., 2000), o que torna primordial o estudo
da toxicidade da preparacdo, bem como das alternativas de elevar sua seguranca e reduzir as
chances de efeitos adversos do tratamento.

Os estudos sobre a cicatrizagdo de lesdes e as estratégias de substitutos cutineos para ensaios
pré-clinicos concentraram-se na intervengdo de estdgios da cicatrizacio normal da pele para
observacdo do efeito dos tratamentos que se pretende investigar. Nesse sentido, o uso de culturas de
monocamada in vitro de células da pele humana sdo comumente utilizados para compreensao dos
mecanismos celulares envolvidos na cicatrizacdo de feridas. Dentre os ensaios in vitro para tal
finalidade, destacam-se o ensaio do arranhdo (scratch assay) e estudo de uptake celular, que pode

ser tanto quantitativo, via analise citométrica, ou qualitativo, por microscopia confocal.



24

Tais estudos sdo relevantes para o entendimento da interacdo entre superficie celular e o
tratamento aplicado e a intensidade com que ocorre a internalizacdo de substincias de interesse ou
de um sistema de liberacdo pelas células estudadas. Com ensaios in vitro € possivel obter, por
exemplo, conclusdes importantes sobre a concentracdo requerida de uma substdncia para se
conseguir determinado efeito, e influéncia do tratamento na expressdao de moléculas de adesdo na
superficie celular. Assim, entender a citocompatibilidade das intervencdes é um passo importante
durante a caracterizacao inicial de formula¢des com ag¢do cicatrizante (Dobrovolskaia, et al., 2008).

Entretanto, os ensaios in vitro em monocamadas s@o limitados por ndo considerarem a
complexidade das interacdes celulares e moleculares que ocorrem  no ambiente 3D
multidimensional (Sami et al., 2019). Embora seja bem aceito que estudos in vivo em humanos
oferecam resultados conclusivos e eficazes para aplicacdes clinicas, tais estudos apresentam varias
preocupacgdes préticas, éticas e morais. Como tal, estudos in vivo em modelos animais receberam
maior aten¢do, pois permitem uma analise exaustiva da interacdo celular e da fisiologia no tecido
vivo. No entanto, a eficicia clinica do uso de modelos animais, como os murinos e os suinos, que
tém diferentes perfis de pele e cicatrizagdo dos humanos, permanece incerta e ainda se relacionam
com questOes praticas, éticas e morais. Como tal, estudos in vitro usando equivalentes de pele
humana organotipicos e 3D semeados com queratindcitos ou fibroblastos ou ambos sdo amplamente
utilizados para preencher a lacuna entre os métodos in vitro e in vivo. Entretanto, embora esses
modelos fornegcam um ambiente multidimensional ao redor das células, as matrizes sdo
simplificadas com fidelidade limitada a pele humana in vivo (Bage et al., 2019).

Nesse contexto, as metodologias ex vivo surgem como alternativas as limitages de
complexidade dos modelos in vitro e limitacdes éticas dos modelos in vivo, uma vez que
configuram um modelo onde se mantém vivos, em cultura, fragmentos de pele humana com todos
seus tipos celulares, a citar: melandcitos, células de Langerhans, queratindcitos e toda a estrutura de
fibroblastos dérmicos, glicosaminoglicanos e colageno (N. Lebonvallet et al., 2010). Dessa forma,
os modelos ex vivo de cultura de explante de pele humana configuram arcabougo mais completo que
os modelos validados tridimensionais existentes, que sdo feitos apenas de queratindcitos e
fibroblastos em uma matriz extracelular desvitalizada (Xu et al., 2012).

Certamente, os dados da fisiologia da pele mais confidveis sdo aqueles coletados em estudos
em humanos. No entanto, esses estudos geralmente ndo sdo vidveis durante o desenvolvimento
inicial de uma nova forma de dosagem farmacéutica ou a consideragdo de um novo candidato a
medicamento. Assim, um dos principais desafios da pesquisa biofarmacé€utica € encontrar uma
correlacdo entre estudos ex vivo, animais € humanos, para prever a atividade percutinea em
humanos do novo tratamento e, assim, encurtar e economizar o processo de desenvolvimento de

medicamentos e minimizar o numero de estudos em animais € humanos (Bage et al., 2019).
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Uma metodologia recente que esta sendo estudada para ultrapassar esse desafio € o ensaio ex
vivo de cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC), uma metodologia alternativa
para analise histoldgica da pele humana. Ao apresentar uma interface ar-liquido, onde a derme fica
totalmente submersa no meio rico em nutrientes e a epiderme na superficie, possibilitando o contato
e trocas gasosas com ar, o sistema hOSEC permite a manutencao da viabilidade do microambiente
cutaneo por até 75 dias (Frade et. al., 2015). Além disso, por preservar o estrato corneo, o0 modelo
possibilita a aplicacdo de cremes, pomadas e substancias lipossoluveis na camada coérnea,
diferentemente dos sistemas in vitro em cultura de células que apenas permitem o uso de
formulacgdes soluveis no meio celular e sdo desprovidos de estrato cérneo (Andrade, 2012). O
sistema hOSEC constitui-se, entdo, de um sistema de pele humana em cultura que muito se
aproxima da condi¢do in vivo, uma vez que mantém toda a estrutura da pele humana e preserva a
atividade fisioldgica idiossincrética.

Além de manter elementos importantes da pele in vivo, mostrando vantagens significativas
frente aos estudos de cicatrizacdo in vitro de feridas, o modelo hOSEC, quando associado a testes
de citotoxicidade é capaz de auxiliar na avaliagdo da seguranca e eficicia dos produtos tépicos,
sejam eles constituidos por um tnico insumo ativo ou combinagdo de vérios compostos dotados de

atividade bioldgica (Xu et al., 2012 e Frade et al., 2015).

2.6. Nanoemulsoes

Durante muito tempo, as ervas medicinais ndo foram consideradas para o desenvolvimento
como novas formulagdes devido a falta de justificativa cientifica e dificuldades de processamento,
como padronizacdo, extracdo e identificacio de componentes individuais de medicamentos em
sistemas complexos, contendo mais de um extrato. Hoje, com esses conhecimentos, € possivel
combinar extratos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas e potencializar suas atividades
terapéuticas a partir de sua incorporagdo em sistemas de liberacdo nanoparticulados, como
nanoparticulas poliméricas, nanoemulsdes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas, entre outros
(Musthaba et al., 2009).

Como a maioria das substincias ativas de ervas sdo pouco soliveis em meio aquoso e tém
uma natureza hidrofébica, as nanoemulsdes surgem como uma alternativa promissora para
formulacdo de fitoterdpicos, pois além de elevarem a solubilidade dos compostos ativos lipofilicos,
possuem boa estabilidade termodinamica, facilidade de fabricacdo, clareza dptica e excelente
estabilidade cinética (Musthaba et al., 2009). Além disso, estdo relacionadas com vantagens no
aspecto final das preparacdes, melhorando propriedades de espalhabilidade e textura, o que acaba

por contribuir para adesdo do paciente ao tratamento dermatoldgico.
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Nanoemulsdo pode ser definida como um sistema metaestdvel no qual um liquido (fase
interna ou dispersa) € disperso em outro liquido (fase externa, continua ou dispersante) na forma de
pequenas goticulas estabilizadas por um sistema emulsificante (Oliveira, 2014; Salleh et al., 2012).
As nanoemulsdes se distinguem das emulsdes convencionais pelo menor didmetro das goticulas
dispersas, maior superficie de contato entre as fases, e maior capacidade de entrega de substancias
ativas (Lee et al., 2011).

A maior capacidade de entrega de substincias ativas por particulas de didmetros na escala
nanométrica em formulagdes de aplicacdo tdpica € amplamente relatada na literatura (Khandavilli et
al., 2007). Acredita-se que o aumento da biodisponibilidade das substincias ativas conseguida em
virtude do menor tamanho de goticula esté relacionado a maior superficie de contato e consequente
interagdo entre elas e a pele (Subramaniana et al., 2008 e Oliveira, 2014).

Em um estudo que combina nanoemulsdes e extratos vegetais, Wang e colaboradores
tentaram melhorar a atividade antiinflamatoéria da curcumina incorporando-em nanoemulsdes o/a
(6leo em dgua) obtidas por diferentes métodos. As melhores formulacdes apresentavam goticulas de
80 a 120 nm. Quando comparadas com uma solu¢do aquosa de curumina contendo 10% de
polissorbato 20 (Tween 20) em relacdo a capacidade de redugcdo de edema de orelha de rato
induzido por 12-O-tetradecanoilforor-13-acetato, as nanoemulsdes preparadas por um método de
homogeneizacdo a alta pressdo mostraram atividade aumentada em comparacdo com aqueles
preparadas usando um método de alta velocidade. Nenhuma inibi¢do foi observada quando a
solug@o aquosa contendo a curcumina foi aplicada (Wang et al., 2008).

Em 2008, Ali e seus colaboradores compararam o efeito antiinflamatério de um dleo de
babchi (Psoralea corylifolia) incorporado em nanoemulsdes € em emulsdes convencionais. As
nanoemulsdes foram preparadas por um método aquoso de titulacdo de fase, apresentaram tamanho
médio de goticulas de aproximadamente 80 nm e foram espessadas com um polimero
carboxivinilico (carbopol-940), resultando em uma formulacio com a mesma viscosidade da
emulsdo. Os efeitos anti-inflamatdrios das preparacdes, que foram determinados em ensaios in vivo
pelo edema de pata, sugeriram que a nanoemulsdo apresentou melhores efeitos do que a emulsdo
convencional (Ali et al., 2008)

Para reduzir a toxicidade do triptolido, um diterpendide extraido da espécie Tripterygium
wilfordii, pesquisadores estudaram sistemas de nanoemulsdo para administragdo transdérmica de
triptolido. A formulacdo de nanoemulsao contendo triptolido 0,025%, acido oleico a 6%, Tween 80
20%, propilenoglicol 10%, dgua 62,95% e mentol 1% (como promotor de permeacdo) tinha um
tamanho médio de particula de 71 nm e apresentou melhor prote¢do contra a irritagdo, durante 7
dias apds a aplicacdo em estudos in vivo, do que uma formulacdo simples com 20% de

propilenoglicol contendo 0,025% de triptolido, a qual causou eritema e edema (Chen et al., 2004).
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O tamanho muito pequeno das goticulas em nanoemulsdes significa que elas geralmente tém
boa resisténcia a agregacdo e a separacdo gravitacional, o que caracteriza uma dispersdo estdvel.
Uma emulsdo € considerada estdvel quando as particulas dispersas sdo capazes de reter suas
caracteristicas iniciais e permanecerem uniformemente distribuidas pela fase continua durante todo
tempo de prateleira desejado (Lee et al., 2011).

Um fator relevante para estabilizar as goticulas em diminutas dimensdes € estabelecer um
sistema emulsionante eficaz. Tanto a natureza e concentracdo dos tensoativos utilizados para
constituir o sistema emulsionante quanto o método utilizado para homogeneizar as duas fases
imisciveis, sdo determinantes para se conseguir atingir goticulas de didmetro na escala nanométrica
(Guglielmini et al., 2008; Lee et al., 2011). Isso se deve a fun¢do desempenhada pelos tensoativos
de diminuir a tensdo interfacial, que leva a reducdo da energia necessaria para deformar e
fragmentar as goticulas durante a homogeneizagao de dois liquidos imisciveis (Guglielmini et al.,
2008). O sistema emulsionante pode atuar também como uma barreira mecanica contra
coalescéncia e garantir a estabilidade da emulsao (Guglielmini et al., 2008; Oliveira, 2014).

As lecitinas vem sendo utilizadas como estabilizadores no preparo de diversos sistemas de
liberagdo, dentre eles lipossomas e nanoemulsdes. Elas compreendem uma mistura de fosfolipidios
insoluveis em acetona e outras substincias menores, como triglicerideos e carboidratos (Cabezas et
al., 2012). A lecitina de girassol e soja, utilizadas como estabilizadores no presente trabalho, sdo
subprodutos do processo de degomagem do 6leo da semente de girassol e dleo de soja. Elas se
apresentam como uma alternativa interessante para constituir sistemas emulsionantes em produtos
topicos, uma vez que sdo consideradas substancias ndo geneticamente modificadas (non-GMO)
(Cabezas et al., 2012), ndao contém alérgenos declarado (Komaiko et al., 2015) e podem ser obtidas
com elevada pureza (Lipoid, 2016). Virios estudos comprovam que concentracOes elevadas de
lecitinas contribuem para a qualidade de emulsdes por retardarem processos desestabilizantes, como
cremagem e coalescéncia (Komaiko et al., 2015).

Um estudo clinico, monocéntrico, randomizado, parcialmente aberto com 35 pacientes
portadores de enxerto de pele observaram o efeito de hidrogel contendo preparacdo com e sem
lecitina. Os resultados foram sugestivos de que a presenga da lecitina auxiliou na promog¢do da
retracdo da ferida (Reimer et al., 2000). O relatdrio final sobre a avaliacdo da seguranca da lecitina
hidrogenada e nao hidrogenada publicada no International Journal of Toxicology da American
College of Toxicology apresenta varios estudos que evidenciam o aumento de permeacao cutanea de
substancias ativas em preparacdes contendo lecitina de origem vegetal. Sugere-se que formulagdes
contendo lecitina causem uma ligeira desorganizacdo da estrutura da pele, permitindo a permeacao

de varias substincias (Fiume et al., 2001; Baroli, 2010). O relatério ainda conclui ser a lecitina um
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insumo seguro, com baixo potencial irritante, sem efeitos sist€micos cumulativos e com baixa
probabilidade de resultar efeitos adversos quando aplicada topicamente.

A literatura comprova que lecitinas podem compor sistemas emulsificantes estaveis tanto para
emulsdes 6leo em dgua quanto para emulsdes dgua em 6leo (Pan et al., 2002). Quando o sistema
emulsionante € constituido por moléculas lipidicas, as emulsdes podem ser classificadas como
emulsdes lipidicas. Para alcancar uma qualidade adequada, as emulsdes lipidicas de uso tdpico
devem ser dotadas de estabilidade fisico-quimica, tamanho de particulas na escala sub-
micrométrica, com pequena variacdo de tamanho e carga superficial favordvel para o correto
equilibrio entre forcas repulsivas e atrativas entre as goticulas. A formulagdo também deve ser
estdvel em temperaturas extremas e ter custo acessivel para os pacientes, consumidores finais
(McClements et al., 2012).

Além do adequado sistema estabilizante, o0 método de preparo € uma varidvel importante para
a obtencdo de nanoemulsodes estdveis, com tamanho de particula pequeno e uniforme. Os processos
mecanicos sdo os mais comumente utilizados para producdo de nanoemulsdes (Schubert et al.,
2001) e os homogeneizadores a alta pressio (HAP) tomam papel de destaque na classe dos
misturadores mecanicos que promovem a eficiéncia de contato entre dois liquidos imisciveis.
Ademais, os HAP apresentam outras vantagens sobre os demais homogeneizadores, como
simplicidade do processo, reducdo de custos, facilidade de producdo em larga escala e reducdo da
contaminagdo do produto por possibilitarem sistemas fechados de producao (Li et al., 2015).

Em um HAP, os liquidos s3o submetidos a intensos campos de fluxo turbulento e de
cisalhamento (Floury et al., 2000). A turbuléncia que leva a ruptura da fase dispersa em pequenas
goticulas é dito ser o mecanismo predominante, mas o cisalhamento laminar e cavitacdo
hidrodindmica também tem um papel importante no tamanho de goticulas e estabilidade da
formulacdo final (Oliveira, 2014). Essa taxa de ruptura das gotas durante a formagdo da emulsdo
determina a distribui¢do do tamanho da particula e, por isso, também € determinante para a vida de
prateleira, bem como a textura da emulsdo. O controle dessa taxa requer o conhecimento dos efeitos
dos parametros operacionais, bem como da composi¢do da emulsdo e seu sistema emulsionante

(Floury et al., 2000).
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3. OBJETIVOS:
Desenvolver nanoemulsdes lipidicas baseadas em O6leos vegetais, utilizando processo

escalonavel, e avaliar sua atividade cicatrizante visando o tratamento de lesdes cutianeas.

3.1. Objetivos especificos
- Obter nanoemulsdes lipidicas utilizando como fase interna d6leos vegetais e como agentes
emulsionantes fosfolipidios extraidos do girassol e da soja;
- Caracterizar as nanoemulsoes e avaliar sua estabilidade fisico-quimica;
- Avaliar a citotoxicidade das nanoemulsdes em cultura de fibroblastos NIH-3T3 e queratindcitos
humanos, além de sua influéncia na migracdo, adesdo e proliferacdo celular;
- Quantificar, em cultura de células de macréfagos humanos, a expressao de citocinas inflamatdrias
participantes do processo de cicatrizacdo, na presenga e auséncia das nanoemulsdes;
- Avaliar o potencial cicatrizante das nanoemulsdes em modelo ex vivo de cultura de explante de

pele organotipica humana (hOSEC).
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. Material:

Os insumos 6leo da semente de girassol, 6leo de rosa mosqueta, alfa-bisabolol e os
fosfolipidios extraidos do girassol (H), contendo fosfatidilcolina a 20% (Lipoid H20) e a 100%
(Lipoid H100), e os extraidos da soja (S), contendo 75% de fosfatidilcolina (Lipoid S75), foram
gentilmente cedidos pela empresa Lipid Ingredients & Technology (Brasil). Polietilenoglicol 40
(PEG 40), polissorbato 80 (Tween 80), polissorbato 60 (Tween 60), dlcool cetilico e dlcool

cetoestearilico foram adquiridos na Sigma-Aldrich.

4.2. Preparo das nanoemulsoes

Foram preparadas nanoemulsdes cuja fase oleosa foi composta pela combinagdo de 15% de
6leo de girassol e 3% de 6leo de rosa mosqueta, além de 0,3% de alfa-bisabolol como antioxidante.
A fase aquosa foi composta por 5% de glicerina e quantidade de 4dgua suficiente para 200 g. Como
agentes emulsionantes foram usados 4,5% de uma mistura de emulsionante sintético e fosfolipidios
extraidos de vegetais (Nano 1) ou apenas a combinag¢do de fosfolipidios extraidos de vegetais (Nano
2). A Nano 1 foi preparada com polissorbato 60, como emulsionante sintético, € com
fosfatidilcolina extraida do girassol (H100) e da soja (S75). J4 para o sistema emulsionante de Nano
2 a substitui¢do do tensoativo sintético ocorreu pela adicdo do insumo Lipoid H20 (H20), que,
assim como H100, se constitui de uma matéria-prima extraida do girassol, porém com menor teor
de fosfatidilcolina e mais baixo custo. Nano 2 foi, portanto, estabilizada pela combinagao de H20,
H100 e S75.

No desenvolvimento de Nano 1, a propor¢do entre os componentes do sistema emulsionante
foi definida a partir da avaliacdo da estabilidade da formulacdo quando manipulada com diferentes
tensoativos sintéticos combinados com o par de fosfolipidios de concentracdes fixas, como
apresentado na Tabela 1. Para Nano 2 o sistema emulsionante foi determinado com base na
execucdo de delineamento experimental do tipo Box-Behken (BOX e BEHKEN, 1960) de 3 fatores

em 3 niveis (33), a partir de 15 experimentos randomizados, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 1. Tensoativos sintéticos testados para preparo da Nano 1

Formulagoes Tensoativo Tensoativo (%) HI100/S75 (%)
F1 Tween 80 30 0,5/1,0
F2 Tween 60 30 0,5/1,0
F3 PEG 40 30 0,5/1,0
F4 Alcool Cetoestearilico + PEG 40 30(1,0+2,0) 0,5/1,0
F5 Alcool Cetilico + PEG 40 3,0 (1,042,0) 0,5/1,0
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Tabela 2. Delineamento experimental do tipo Box-Behken para preparo de Nano 2

Formulagoes A B C
F1 -1 -1 0
F2 +1 -1 0
F3 -1 +1 0
F4 +1 +1 0
F5 -1 0 -1
Fé6 +1 0 -1
F7 -1 0 +1
F§8 +1 0 +1
F9 0 -1 -1
F10 0 +1 -1
F11 0 -1 +1
Fi12 0 +1 +1
F13 0 0 0
F14 0 0 0
F15 0 0 0
Variaveis Variaveis Niveis
codificadas decodificadas -1 0 +1
A H20 (%) 8,0 10,0 120
B H100 (%) 0,0 0,5 10
C S75 (%) 20 25 30

Todas emulsoes testadas foram manipuladas de forma idéntica. Sob aquecimento a 75°C, os
agentes emulsionantes foram dispersos na fase aquosa sob agitacdo a 15 mil r.p.m por 5 minutos,
usando um homogeneizador de alto cisalhamento (Ultra Turrax, IKA). A fase oleosa, também a
75°C, foi vertida sob a fase aquosa. A pré-emulsdo formada foi submetida a um homogeneizador de
alta pressao (Niro Soavi, Panda 2K, NS 1001L). As valvulas foram ajustadas para acerto da pressao
em 800 bar e as preparacdes foram submetidas a 3 ciclos no homogeneizador.

Para o desenvolvimento de Nano 1 foram avaliadas a influéncia das combinacdes dos
diferentes tensoativos sintéticos com o par de fosfolipidios naturais nos valores de tamanho e indice
de polidispersdao (PDI). J4 para Nano 2, a influéncia de diferentes combinacdes entre os
fosfolipidios foi analisada também em relacdo ao tamanho de particulas e PDI, mas ainda em
relacdo a porcentagem de emulsificacdo, viscosidade, pH e custo, de acordo com os métodos
descritos no item 3.3. Analise de variancia (ANOVA) foi realizada para identificar os principais
efeitos e as interacOes entre as varidveis. Foi obtido o modelo matematico mais adequado em fung¢ao
do R? previsto e ajustado, valores de F, precisdo, desvio padrdo e nivel de significancia (P) para a
estimativa dos pardmetros. O software utilizado foi o Software Design-Expert 11.1.0 © 2018 Stat-
Ease.

Uma nanoemulsao composta por 18% de 6leo mineral, em substituicdo aos Odleos vegetais de
girassol e de rosa mosqueta, e emulsionastes sintéticos Tween 80 (2,5%) e Span 80 (2,5%) foi
preparada da mesma forma que as outras formulacdes e utilizada como controle nos estudos em

cultura de células e de cicatrizacdo.
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4.3. Caracterizacao e estabilidade das nanoemulsdes lipidicas
As nanoemulsdes foram avaliadas quanto aos seus aspectos organolépticos, tamanho de
goticulas, pH, morfologia e alteracdo desses parametros frente ao estresse térmico e fisico apds

centrifugacdo para determinar a estabilidade.

4.3.1. Ciclo Gela/Degela
Todas as preparagdes listadas na Tabela 1 (Nano 1) e a Nano 2 otimizada foram submetidas a
6 ciclos de 24 horas a 45 + 2° C, e 24 horas a -5 = 2° C durante 12 dias e, em seguida, foram

analisadas as seguintes caracteristicas: aspecto, cor, odor, pH e separagado de fases.

4.3.2. Centrifugacdo

Cada emulsdo foi pesada em frascos graduados e submetida a centrifugacdo a 3000 rpm
(Thermo Scientific, Osterode, Alemanha) por 30 minutos a temperatura ambiente. Formulacdes que
apresentaram separacdo de fases foram desconsideradas na obten¢ao de Nano 1 e, na obten¢do de
Nano 2, tiveram seus valores de porcentagem de emulsificagdo calculados e considerados no

delineamento.

4.3.3. Tamanho de goticula, indice de polidispersdo (PDI) e andlise do niimero de particulas

O diametro médio e a distribuicio do tamanho das goticulas para todas formulagdes
manipuladas foram determinados por espectroscopia de autocorrelacdo de fétons (DLS) utilizando
Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, UK) a 25°C. Para essa andlise a formulagdo Nanol foi
diluida 100 vezes, enquanto a Nano 2 foi diluida 2000 vezes para que a transparéncia das amostras
fosse garantida para a reprodutibilidade dos resultados. A concentracdo de goticulas das
formulagdes finais Nano 1 e Nano 2 foi determinada utilizando o rastreador de nanoparticulas
NanoSight NS 300 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido Reino Unido) e software
“Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas NTA 3.1”. Para andlise de NTA ambas formulacdes

foram diluidas 50000 vezes.

434.pH
Foi utilizado um pHmetro digital (Digimed, Sao Paulo, Brasil) para as andlises de todas

preparacdes manipuladas no presente trabalho.

4.3.5 Determinagdo da viscosidade aparente
A viscosidade aparente de todas as formulacdes do delineamento experimental (Tabela 2) para

obtencdo de Nano 2 foi determinada usando o redmetro de cilindros axiais LBDV-III Ultra -
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(Brookfield Engineering Laboratories, EUA) acoplado ao spindle SC4-25 para as formulacdes F2,
F4, F6, F8, F9 e F12 e acoplado ao spindle SC4-18 para as demais formulacdes. A temperatura foi
de 25°C + 2 e as taxas de cisalhamento para analises com spindle SC4-25 e SC4-18 foram,

respectivamente, 11 s-'e 12 s-1.

4.3.6. Presenca de estruturas anisotropicas

A presenca de estruturas anisotropicas foi investigada a partir da observagao das formulagdes
em microscépio de luz polarizada (ZEISS, modelo Primo Vert AxioCam ERc 5s, Alemanha). Uma
gota das formulacdes sem qualquer dilui¢do foi gentilmente depositada entre lamina e laminula para
observacdao no microscépio. A observacdo foi feita com aumento de 32 vezes, na auséncia e

presenca de luz polarizada.

4.3.7 Morfologia

A andlise da morfologia utilizando a técnica de Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET) foi executada para as preparacOes finais Nano 1 e Nano 2. Amostras das nanoemulsdes
foram depositadas em grades metdlicas (200 mesh) de niquel com revestimento de pioloform e
adicionadas de acetato de uranila a 2% como contraste negativo. Apds 24 horas de secagem em

temperatura de 25°C, as amostras foram observadas em microscopio eletronico de transmissdo

(JEOL 100CX II, Alemanha) com voltagem de 80 kV e aumento de 20, 50 e 100 mil vezes.

4.4. Estudos in vitro em cultura de células

Os estudos in vitro e ex vivo foram realizados com as formulacdes Nano 1 escolhida (sistema
emulsionante constituido de 3% Tween 60, 0,5% H100 e 1% S75), Nano 2 otimizada (cujos
emulsificantes foram 9% H20 e 2% S75) e nanoemulsdo controle (NC), esta dltima preparada na
auséncia dos 6leos vegetais e com tensoativos sintéticos. Nano 1 e Nano 2 continham ambas 15%

de 6leo de girassol e 3% de 6leo de rosa mosqueta como fase oleosa (item 3.2).

4.4.1. Citotoxicidade

A viabilidade celular de fibroblastos NIH-3T3 e de queratindcitos humanos (HaCaT) frente as
nanoemulsdes foi avaliada pelo método colorimétrico d do MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenilbrometo de tetrazdlio). De maneira geral, as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos
a 4,0x103 células/poco em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
incubadas por 24 e 48 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,. Apds este periodo, 0 mesmo volume

de 200 pL, porém com diferentes concentragdes das nanoemulsoes lipidicas, variando de 1,0x10!2 a
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2.,5x1011 particulas/mL, foram adicionadas ao meio de cultura e a viabilidade celular foi avaliada
pelo ensaio colorimétrico. Controles foram realizados na auséncia das formulacdes para verificar

ocorréncia de interferéncia dessas no teste colorimétrico na presenca dos reagentes.

4.4.2. Avaliagdo do uptake celular das formulagoes em fungdo do tempo de incubagdo

O estudo do uptake celular dos sistemas nanoestruturados foi realizado com as linhagens celulares
de fibroblastos murinos (NIH-3T3) e queratinécitos humanos (HaCat) e foi avaliado por duas diferentes
técnicas: citometria de fluxo e microscopia confocal de varredura a laser. Para esses ensaios, o agente
fluorescente bodipy (1,3-Dimethyl-BODIPY, Aexc 470 nm e Aem 512+20 nm, logP -3,03), sintetizado
no laboratorio de Quimica de Heterociclos coordenado pelo Prof. Flavio da Silva Emery, na FCFRP-
USP, foi solubilizado na fase oleosa da nanoemulsdo, de forma que o valor da sua concentragao final nas

formulacdes foi igual a 1 mg/mL.

44.2.1 Citometria de fluxo

Foi utilizado um citémetro BD FACSCanto II (BD Biosciences, EUA). As células de fibroblastos
e queratindcitos foram plaqueadas em placas de 24 pogos na densidade de 8x104 células/pogo e
incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO2. Apés este periodo, as células foram
lavadas com solucgdo salina e tratadas por 5 ou 15 min com as nanoemulsdes diluidas em meio de cultura
DMEM por 100 vezes. Apds o tratamento, as células foram lavadas cinco vezes com salina e
tripsinizadas com 200 pL de tripsina 0,25%. Em seguida, a acdo da tripsina foi neutralizada
adicionando-se 200 pL de meio de cultura. As células foram coletadas em tubos conicos. Para andlise no
citometro de fluxo, adicionou-se 2 pL. de iodeto de propideo (IP) na concentracdo de 50 pg/mL (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA) como marcador de células mortas. A marcacdo do IP foi visualizada utilizando
Aexc 488 nm e Aem 63022 nm e a marcacdo do bodipy foi monitorada pelo Aexc 470 nm e Aem

512420 nm.

4.4.2.2 Microscopia confocal de varredura a laser
Para a andlise do uptake celular por microscopia confocal, foram utilizadas placas de 24 pocos nas
quais foram colocadas laminulas circulares esterilizadas de 20 mm de didmetro (VidroBras, Sdo Paulo,
Brasil) no assoalho de cada pogo. As células foram plaqueadas sobre as laminulas na densidade de
8x10# células/pogo e incubadas por 24 h a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2. Apds este periodo,
as células foram tratadas por 15 minutos com as nanoemulsoes diluidas por 50 vezes no meio de cultura.
Em seguida, retirou-se o sobrenadante e as células foram lavadas trés vezes com solucdo salina,

seguido-se da adi¢do de 500 pL de solucdo de paraformaldeido 1%, por 15 minutos, em cada pogo para
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fixacdo. Apos fixadas, retirou-se o paraformaldeido, seguindo de lavagens sucessivas com salina. As
laminulas, contendo as células fixadas e lavadas, foram retiradas dos pogos e vertidas em lamina
histoldgica contendo uma gota do meio de montagem Prolong Diamante® com marcador de nicleo
DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol) (Thermo Fisher Scientific, Oregon, EUA), de modo que a face da
laminula contendo as células fixadas fosse vertida na gota do meio de montagem com marcador DAPI.
As laminas foram mantidas em repouso e protegidas da luz por 24 h previamente a visualizacdo em
microscopio confocal de varredura a laser (Leica, TCS SP8, Alemanha). As imagens foram obtidas com
aumento de 63 vezes em objetiva de imersdo de 6leo. Para visualizacdo do nicleo (DAPI) foi utilizado o
laser de comprimento de onda de 405 nm para excitacdo e a deteccdo da emissdo foi monitorada na
faixa de 409 a 514 nm, J4 para visualizacdo das formula¢gGes (bodipy) utilizou-se um laser de 470 nm

para excitagdo e a emissdo foi monitorada na banda de 512 nm.

4.4.3. Avaliagdo da migragdo / proliferacdo celular — Ensaio Scratch

Fibroblastos NIH-3T3 e queratindcitos HaCat foram plaqueados em microplacas de 24 pocos
de fundo plano, na densidade de 8,0x104 células/pogo, em triplicata. As placas foram incubas a
37°C em estufa com 5% de CO- para aderéncia e confluéncia. Com auxilio de uma ponteira estéril
de 200 pL foi criado um risco (“arranhdo”) na monocamada das células e retirada de todo volume
do meio de cultura. Em seguida, foram adicionados aos pogos 500 uL das formulacdes Nano 1 e
Nano 2 diluidas em meio de cultura, de forma que a concentracdo de particulas depositadas sobre a
monocamada variou de 1,0 a 4,0x10!! particulas por mL (concentracdes nao citotéxicas). Uma
solug@o de Dimetilsulféxido (DMSO) a 50% em meio de cultura, denominada controle negativo, foi
utilizada para cessar a migracdo celular e obter imagens do momento inicial do experimento (Leite,
2016). Os pogos que receberam apenas meio de cultura € ndo entraram em contato com a
formulacdo foram denominados controle positivo ou basal. As placas foram incubadas a 37°C em
estufa com 5% de CO; durante 24 horas. Apos este periodo, os pogos foram lavados com solu¢do
salina (PBS). Em seguida, 200 pL de paraformaldeido 4% foram adicionados e mantidos por 20
minutos. Seguiu-se novamente com lavagem utilizando PBS e adicionou-se 200 pL. do marcador
nuclear DAPI, mantendo a placa ao abrigo de luz. Para cada concentracdo estudada, foram
capturadas 10 fotos em microscopio invertido com fluorescéncia no mesmo aumento, de forma a
capturar imagens ao longo de toda extensao do arranhdo. As imagens foram analisadas e, utilizando-
se o software ImageJ 1.46, foram mensuradas as distancias entre as duas extremidades do arranhdo.
Para cada replicata foram executadas 12 mensuracdes de distdncia em cada grupo tratado,

totalizando 36 medidas de distincia para cada grupo em cada tipo celular. Com as médias das
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distancias obtidas, realizou-se o tratamento estatistico em comparacdo com a distancia inicial

(grupo tratado com DMSO em seguida do arranhio). O experimento foi realizado em triplicata.

44 4. Expressdo de citocinas e mediadores do processo de inflamacdo

A influéncia da Nano 1 e Nano 2 na expressao dos mediadores inflamatorios IL-6 e TNF-a foi
investigada em macréfagos humanos extraidos de 3 diferentes participantes (projeto aprovado pelo
Comité de FEtica em Pesquisa (CEP), protocolo CEP/FCFRP n°. 506 - CAAE:
11726919.0.0000.5403, conforme Parecer Consubstanciado do CEP n® 3.712.502). Foram coletados
20 mL de sangue venoso periférico em tubos para coleta de sangue a vacuo com heparina
(Vacuplast, Brasil). Em seguida, adicionou-se 20 mL de solucdo fisiolégica 0,9% ao volume de
sangue coletado. 15 mL da suspensdo resultante foram transferidos para tubos contendo 3 mL de
solucdo Histopaque®-1077 (Sigma Aldrich, EUA) e centrifugados a 400 g, por 30 minutos a 25°C
(Thermo Scientific, Osterode, Alemanha). Apds centrifugacdo, as células mononucleares foram
cuidadosamente recolhidas e lavadas duas vezes em solugao fisiologica 0,9% e centrifugadas a 400
g, por 30 minutos a 25°C (Thermo Scientific, Osterode, Alemanha). O pellet obtido foi resuspendido
em 2 mL de meio RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific, Alemanha). Seguiu-se para a contagem
das células em camara de Neubauer apos coloracdo Turks. A suspensdo de células foi entdo diluida
a uma densidade de 2x10¢ células por mL em meio RPMI contendo 2,5% de soro bovino fetal
(SBF). 500 pL da suspensao foram transferidos para placas de 24 pocos e incubados por 2 horas a
37°C e 5% de CO.. Ap6s esse periodo, as células aderidas foram reconhecidas como macréfagos e
a cultura em monocamada foi utilizada para experimentacao.

A cultura de macrofagos foi tratada com as nanoemulsdes, na concentracdo de
aproximadamente 3x10!! particulas/mL (diluidas 200 vezes em meio de cultura), € com a solucdo
oleosa comercial Dersani®, composta por mistura de 6leos vegetais, na mesma dilui¢do. Como
controle positivo, o estado inflamatorio dos macréfagos foi induzido incubando-se as células com
10 mg/mL de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (Silva, et al., 2011). Para todos os tratamentos, as
células foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO.. A expressdao dos mediadores foi

avaliada por ELISA, utilizando o Multi-Analyte Elisa Array Kit (Quiagen, Valencia, EUA).

4.5. Estudos in vitro de penetracao utilizando pele humana

Os estudos de penetragdo cutanea foram realizados com as nanoemulsdes e o produto
Dersani® sem diluicdo. As preparagdes foram marcadas com agente fluorescente bodipy, de forma
que sua concentracao nas formulacdes foi de 1mg/mL. Foram utilizadas células de difusdo vertical

(células do tipo “Franz”), com drea de penetracdo de 0,95 cm?, e fragmentos de pele humana
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provenientes de abdominoplastia como membrana de difusdo (projeto aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa, protocolo CEP/FCFRP n°. 506 — CAAE: 11726919.0.0000.5403, conforme

o

Parecer Consubstanciado do CEP n° 3.712.502). O tecido subcutaneo dos fragmentos foi
descartado, de forma a preservar a derme e a epiderme, e armazenado a -20°C até a utilizacdo.
Imediatamente antes da realizacdo dos experimentos de penetragdo, os fragmentos foram retirados
do freezer e descongelados para o estudo. A célula de difusdo vertical foi montada com os
fragmentos posicionados entre os compartimentos doador e receptor, com o estrato corneo voltado
para o doador. O compartimento receptor, em contato com a derme, foi preenchido com tampao
fosfato-salino isotonico 10 mmol/L pH 7.4 (PBS), ao passo que o compartimento doador foi
preenchido com 1 mL da formulagdo teste. Apés 1 h de contato com a pele, a formulagdo foi
removida e seu excesso retirado com lavagem em PBS. Em seguida, a pele foi retirada da célula de
difusdo e recortada, preservando o diametro da drea que ficou em contato com a formulagao, e
acondicionada em blisters de plastico contendo tissue tek®. Em seguida, obteve-se blocos sélidos a
partir do contato dos fragmentos embebidos de tissue tek® com gelo seco. Os blocos foram
congelados a -80°C. Os resultados foram analisados pela técnica de Microscopia Confocal: os
blocos contendo os fragmentos de pele humana congelados a -80°C foram seccionadas em Criostato
(Leica CM 1860, Alemanha) na espessura de 20 ym, dispostos em laminas de vidro e laminulas e
fixados com fluoromount (Sigma-Aldrich). As micrografias foram realizadas em Microscépio
Confocal (Leica SP8, Alemanha) com excitacdo em 470 nm e faixa de emissdo em 512 nm, com

objetiva de 20x.

4.6. Estudos ex vivo em cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC)

A pele foi obtida com o consentimento informado de pacientes submetidos a cirurgias
plasticas, de acordo com as diretrizes éticas do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo (projeto aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa, protocolo CEP/FCFRP n°. 506 — CAAE: 11726919.0.0000.5403,
conforme Parecer Consubstanciado do CEP n° 3.712.502). Apés a remocao do excesso de tecido
adiposo subcutaneo, os explantes foram cortados compreendendo uma area de 1 cm2. Em seguida,
em cada fragmento, foi criada uma ulcera excisional circular com didmetro de 4 mm utilizando-se
punch cirtrgico para bidpsia de pele. Os fragmentos de pele foram, entdo, posicionados sobre papel
de filtro apoiado em grades metdlicas. A derme foi mantida em contato com o papel filtro, enquanto
o estrato cérneo foi posicionado voltado para cima. Nessa disposicdo, os fragmentos foram
cultivados em placas padrao de 6 pocos contendo 5 mL de meio de cultura (DMEM suplementado

com 10% de SBF, 1% de solu¢do contendo 10.000 unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina
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e 25 pg de anfotericina B e 1% de L-glutamina) a 37°C em 5% de ar umidificado com CO.. A
epiderme, portanto, permaneceu acima da interface meio/ar (Masson, 2011). Na primeira série de
experimentos (hOSEC 1), os explantes foram tratados com aplicacdo tdpica didria, durante 7 dias,
de 5 pL. de Nano 1 sem qualquer dilui¢do. Na segunda série, os explantes foram tratados, durante 30
dias, com as formulacdes Nano 1, 6leo comercial Dersani® e nanoemulsdo controle (NC). Para essa
segunda série de experimentos, as formulagdes tratamento foram testadas em diferentes diluigcdes:
diluidas 200, 100 e 50 vezes. Na ultima série de experimentos, os fragmentos foram tratados com as
formula¢des Nano 1, Nano 2, NC e Dersani® diluidas 200 vezes em meio de cultura, por 7 dias. O
meio de cultura foi trocado a cada 3 dias e os testes realizados em triplicata. Decorrido o periodo de
tratamento, os explantes foram colhidos, fixados em formalina, incorporados em parafina e corados

para andlise histolégica e imunohistoquimica (Frade et al, 2015).

4.6.1. Avaliagdo histoldgica

As seccOes parafinadas (3 um) foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para andlise
histomorfologica (Masson, 2011). A morfologia da epiderme foi analisada qualitativamente
utilizando o microscépio 6ptico LEICA® DM-4000B com a camera LEICA® DFC 280 conectada
ao computador com o software LAS® - Leica Application para capturar imagens (Leica
Microsystems, Alemanha) (Masson et al., 2011), e quantitativamente pela diferenca entre o
didmetro da tlcera na imagem do corte subtraido do somatorio da extensdo da reepitelizacdo nas
bordas da lesdo (lingua de queratindcitos), utilizando o software ImageJ 1.51m9 (National Institutes

of Heath, EUA).

4.6.2. Avaliagdo imunohistoquimica

Seccdes parafinadas de trés micrometros foram submetidas a recuperagdo de antigenos por
autoclave em tampao citrato, pH 6,0, por 5 minutos. A peroxidase endégena foi bloqueada com
perdxido de hidrogénio a 3% em PBS, seguida de bloqueio inespecifico com BSA a 1%. As seccoes
foram incubadas com anticorpo primario em albumina sérica bovina (BSA) a 1% durante a noite a
4° C. Os anticorpos utilizados foram citoqueratina 10 (Ck10) (1:100) e proteina Ki-67 (1:100)
(Santa Cruz Biotechnology, EUA). Utilizou-se o Kit Sistema de Deteccdo de Polimero NovoLink
(Novocastra Laboratories Ltd, Reino Unido). A reagdo de cor foi desenvolvida pelo
tetrahidrocloreto de 3,3 diaminobenzidina (Sigma-Aldrich, Alemanha). As secdes foram
contrastadas com a hematoxilina de Mayer e montadas em Entelan (Sigma-Aldrich, Alemanha). A

expressao de Ck10 e Ki-67 foram analisadas qualitativamente.
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S.RESULTADOS

5.1 Preparo das nanoemulsoes

5.1.1 Triagem de emulsificantes sintéticos para obtencdo de sistema emulsionante em
conjunto com fosfolipidios - Nano 1

Para comparacdo dos efeitos dos fosfolipidios na estabilidade fisico-quimica de nanoemulsdes
e no processo de cicatrizagdo cutinea, foram desenvolvidas nanoemulsdes com fase interna e
externa idénticas, mas estabilizadas ou por uma mistura de emulsificantes sintéticos e fosfolipidios
(Nano 1) ou apenas por fosfolipidios (Nano 2).

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas das formula¢des obtidas com a mistura
de diferentes emulsionantes sintéticos e fosfatidilcolina e os custos dos materiais usados para a

producdo de 1 Kg de cada uma das dispersdes.

Tabela 3: Caracteristicas fisico-quimicas e custo de nanoemulsdes preparadas durante o desenvolvimento de
Nano 1, produzidas com 6leo de girassol (15%) e de rosa mosqueta (3%) como fase interna, estabilizadas com
fosfolipidios H100 (0,5%) e S75 (1%) e misturas de diferentes emulsionantes sintéticos (3%)

Caracteristicas da Alcool Al i
~ . +
Nanoemulsdo Tween 80 Tween 60 PEG cetoestearilico + COSEE}CZ(;CO
PEG 40
Tamanho 1°(nm) 150 113,3 106 491,9 398.,5
PDI I° 0,126 0,155 0,172 1 0,5
Tamanho 2° (nm) 2529 1223 119.5 =¥ =¥
PDI 2* 0,153 0,153 0,146 -* -*
g c . . . Separagéo de Separacdo de
Estabilidade Estavel Estavel Estavel
fases fases
Custo/Kg (RS)* 16,36 19,59 19,17 18,15 18,42

"Determinados ap6s 24 h do preparo, "Determinados apds teste de estabilidade preliminar, ‘Frente a centrifugacdo e teste de
estabilidade preliminar, “Calculado em outubro de 2017. *Néo determinados devido a separacio de fases.

Pode-se observar na Tabela 3 que a nanoemulsdao com menor tamanho de particula e menor
varia¢do do tamanho apds o teste de estabilidade preliminar (item 3.3.1), foi aquela preparada com
Tween 60 como tensoativo adicional a mistura de fosfolipidios. Sendo assim, esta formula¢ao, com

custo estimado de R$ 19,59 por Kg foi escolhida como representante da Nano 1 e usada nos estudos

subsequentes.
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5.1.2 Delineamento experimental para obtengcdo de nanoemulsdo otimizada composta apenas

da combinagdo de fosfolipidios como sistema emulsionante - Nano 2
A Tabela 4 apresenta os resultados das varidveis dependentes obtidas apds o preparo das
nanoemulsdes com as diferentes porcentagens de insumos fontes de fosfolipidios (H20, H100 e
S75). Sao elas: diametro de goticula (nm), distribui¢do do didmetro de goticula (PDI), viscosidade

aparente (cP), taxa de emulsificagdo (%), pH e custo (RS$).

Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas e custo de nanoemulsdes preparadas no desenvolvimento da Nano 2 em
funcdo das varidveis independentes (porcentagens de H20, H100 e S75) avaliadas de acordo com o delineamento
experimental (Tabela 2).

Caracteristicas das nanoemulsé'es/manipuladas para obtengdo de Nano 2
Formulagdes Tamanho (nm) PDI Viscosidade (cP) Taxa de emulsificacdo (%) pH Custo (R$)
F1 392 0,430 61 37 5.8 49,75
F2 388 0,340 477 100 43 63,15
F3 387 0,272 116 66 5,7 63,33
F4 448 0,283 5819 100 59 76,73
F5 384 0,337 109 81 55 51,95
F6 353 0,257 1932 100 6,1 65,35
F7 339 0,232 72 100 5,6 61,13
F8 385 0,269 1596 100 54 74,53
F9 391 0,278 75 100 5,6 51,86
F10 370 0,306 426 100 54 65,44
F11 304 0,197 355 100 5,7 61,40
Fi12 367 0,270 253 100 5,7 74,12
Fi13 342 0,232 166 100 6,0 63,24
F14 358 0,250 378 100 5,7 63,24
F15 403 0,310 385 100 5,6 63,24

As nanoemulsdes apresentaram goticulas com tamanhos médios que variaram entre 304 e 403
nm. A distribuicdo do tamanho das goticulas (PDI) variou de 0,197 a 0,430. Entretanto, a maioria
apresentou distribuicao estreita, menor do que 0,3. O pH das nanoemulsdes variou de 4,3 a 6,1.Jd a
viscosidade aparente das nanoemulsdes variou consideravelmente, de 61 cP a 5819 cP. Essas
diferencas repercutiram na necessidade de se utilizar dois spindles diferentes para a determinacao
da viscosidade. Quanto aos custos, os sistemas emulsionantes das formulacbes manipuladas para
obten¢ao de Nano 2 custaram uma média de R$ 63,23 + 7,68 por Kg.

Para compreender a influéncia das varidveis selecionadas nas caracteristicas das
nanoemulsoes, os valores obtidos das varidveis dependentes foram submetidos a andlise estatistica
de variancia (ANOVA) e modelagem matemdtica (Tabela 5). A significancia estatistica de cada
varidvel dependente estd apresentada na Tabela 5, assim como o modelo que melhor descreve a

forca de contribui¢@o de cada fator independente nas respostas dependentes avaliadas.
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Tabela 5: Resultados da significancia dos modelos matemadticos mais adequados encontrados apés ANOVA
para cada varidvel dependente (Software Design-Expert 11.1.0 © 2018 Stat-Ease)

Variaveis Dependentes Modelo Matematico Significancia (P)*

Taxa de emulsificacdo (%) Quadratico > 0,05
Tamanho médio (nm) Quadratico > 0,05
PDI Média > 0,05
Viscosidade (cP) Linear (log) <0,05

pH Interagéo de 2 fatores > 0,05

Custo (/Kg RS) Linear < 0,05

*P<0,05: estatisticamente significante

Foram consideradas estatisticamente significativas aquelas respostas que apresentaram um
nivel de significincia menor do que 0,05 (P<0,05). Os modelos preditivos encontrados para as
varidveis dependentes taxa de emulsificagdo, tamanho médio, PDI e pH ndo foram
significativos, indicando que, para essas varidveis, a média geral pode ser um melhor preditor
da resposta do que o modelo matemdtico (Software Design-Expert 11.1.0 © 2018 Stat-Ease).

Para as varidveis dependentes que apresentaram significancia estatistica, viscosidade e custo, o
modelo matemadtico que apresentou valores mais adequados de estatistica de ajuste foi o linear, com
transformacgdo Log na base 10 para a viscosidade. A Tabela 6 apresenta os resultados da andlise por
ANOVA para esses modelos, termos da equacao e falta de ajuste (valor de F) e um resumo com as

equacgdes dos modelos e os coeficientes de correlacdo ajustado e predito.

Tabela 6: Analise estatistica do efeito estimado de preditores na viscosidade (Log) e custo (modelo linear) na
nanoemulsdo

Estatistica de ajuste

Viscosidade (Y1) Custo (Y2)
Desvio padrdo 0,26 0,08
R? 0,84 0,99
R? ajustado 0,79 0,99
R? predito 0,68 0,99
Precisdo adequada 13,48 608,82
Valor de F Para o modelo 19,44 (significante) Para o modelo 40904,51 (significante)
Para os residuos 1,63 (ndo significante) Para os residuos 0,00
Para o modelo 0,0001 (significante) Para o modelo <0,0001 (significante)
H20 <0,0001 H20 <0,0001
Valor de P H100 0,0202 H100 <0,0001
S75 0,8030 S75 <0,0001
Equagoes Logio (Y1) =-1,1 +0,3(H20) +0,5(H100) Y2=-0,2 +3,3(H20) +13,5(H100) +9,3(S75)

Os valores de F e de P para os modelos de viscosidade e custo comprovam que 0os mesmos sao
significativos, isto €, existe apenas uma chance de 0,01% de que valores de F dessas magnitudes
ocorram devido a expressao de ruidos. Os valores de R? preditos e ajustados para as duas varidveis
em questdo apresentam uma diferenga entre eles menor do que 0,2, sugerindo adequagdo dos

valores e auséncia de efeitos de bloco (Software Design-Expert 11.1.0 © 2018 Stat-Ease).



42

A precisdo adequada € uma relacdo entre o sinal e o ruido que compara o intervalo dos valores
previstos nos pontos de design com o erro de previsao médio. O modelo apresentou um valor de
precisdo adequado maior do que 13 para viscosidade e maior do que 600 para custo (Tabela 6).
Valores de precisdao adequados maiores que 4 configuram correta discriminacdo do modelo,
indicando que o modelo pode ser usado para investigacdes dentro do espaco delineado.

Em relacdo aos fatores independentes, pode-se observar na Tabela 5 que, para a viscosidade, o
valor de P para H20 e H100 foram menores do que 0,05, indicando que esses fatores interferem
significativamente na viscosidade. O valor de P para S75 de 0,8030 ¢ indicativo de que a
porcentagem desse insumo ndo influencia significativamente na viscosidade e, portanto, ndo foi
considerado na equacdo final (Tabela 6) que descreve a influéncia dos fatores independentes na
viscosidade.

O efeito da concentragdo dos emulsificantes H20 e H100 na viscosidade das preparacdes finais
estd ilustrado na Figura 1. Os graficos 3D e de superficie de resposta foram obtidos a partir da

equacdo de viscosidade (Y1) apresentada na Tabela 6.

Figura 1. Graficos 3D (A) e de superficie de resposta (B) para a viscosidade em funcéo da concentragido em (%)
dos fatores H20 e H100.
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A equagdo final para o custo (Y2) esta descrita na Tabela 6. A presenca das trés variaveis H20,

H100 e S75 na equacdo indica a interferéncia significante no custo de todos os trés fatores (Figura

2).
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Figura 2. Gréficos 3D (A) e de superficie (B) de resposta para o custo em fung@o da concentracdo em (%) dos
fatores H20, H100 e S75.
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5.1.3. Otimizagdo da Nano 2 e validacdo do método

A otimizacdo da formulag@o usada para se preparar a Nano 2 foi realizada usando a funcio de
desabilidade do software Design Expert com base nas equacdes obtidas no delineamento e nas
caracteristicas desejadas. Assim, para a varidvel independente custo, a meta de resposta definida
foi a minimizacdo do seu valor. Para a varidvel independente viscosidade foram definidos
valores com base na adequacgdo da viscosidade para veiculagdo da férmula em embalagem com
dispositivo spray. Para tal forma de acondicionamento e dispersdo da formula¢do, o intervalo
de viscosidade definido foi obtido a partir da minimizacdo de valores nominais especificados
dentro do intervalo de 61 a 253 cP. Valores superiores a 253 cP ndo se mostraram
experimentalmente satisfatérios para veiculacio de formulagdes em embalagem com

dispositivo spray.
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Usando o software Design Expert foi possivel definir as porcentagens de cada um dos

emulsificantes necessdrias para se obter a nanoemulsdo desejada. Dados os intervalos numéricos

para viscosidade e o comando para minimiza¢do do custo, o valor de desejabilidade obtido foi de

0,921 e as concentragdes Otimas foram de 9% para H20, 0% para H100 e 2% para S75, como

apresentado na Figura 3.

Figura 3. Rampas de otimiza¢do numérica para formulag@o otimizada a partir da minimizagdo da resposta custo
e viscosidade dentro do intervalo entre 61 e 253 cP.
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A Tabela 7 descreve a formulacdo final otimizada de Nano 2, de menor custo e menor

viscosidade, dentro do intervalo pré-determinado, e os valores esperados para os demais parametros

avaliados usando o modelo previsto.

Tabela 7: Composicao de Nano 2 para se obter as respostas desejadas

Componentes %
Alfa-bisabolol 0,3
Oleo de rosa mosqueta 3,0
Oleo de girassol 15,0
H20 9,0
8§75 2,0
Glicerina 5,0
Agua 64,7
Euxyl 1,0
Custo (RS) 48,5162
Viscosidade (cP) 80
Tamanho 374,18
Pdi 0,2842
pH 5,6

Para verificar se o modelo previsto era valido, foram preparados trés lotes distintos de

nanoemulsdes com as proporg¢des especificadas na Tabela 7 e determinadas a viscosidade, tamanho,

PDI e pH das nanoemulsdes obtidas. Os resultados estdo dispostos na Tabela 8.
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Tabela 8: Dados experimentais obtidos ap6s preparo de Nano 2 com composicio
sugerida pelo modelo, conforme descrito na Tabela 7

Teste Viscosidade Tamanho PDI pH
1 72 362,546,637 0,240+0,015 54

2 87 381,619,445 0,200+0,009 5,8

3 77 362,7+18,89 0,244+0,065 5,9
Média 79 368,9£14,60 0,228+0,040 5,7

5.2. Caracterizacao e estabilidade das nanoemulsoes selecionadas

5.2.1 Teste de centrifuga, pH, viscosidade aparente e caracteristicas fisico-quimicas pré e pos
testes de estabilidade preliminar

As formulacOes de Nano 1 e Nano 2 selecionadas ndo apresentaram separacdo de fases apds o
teste de centrifuga. As caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas dessas preparacdes pré e pos
teste de estabilidade preliminar estdo descritas na Tabela 9. Ambas formulacOes ndo tiveram suas
caracteristicas alteradas de forma estatisticamente significativa apds o teste, sugerindo estabilidade

satisfatoria.

Tabela 9: Caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsdes 24 h apds o preparo e seguida do teste de
estabilidade preliminar

Caracteristica Nanoemulsao
Nano 1 Nano 2
Cor Branco Bege claro
Viscosidade 20 cP 78 cP
Odor Caracteristico Caracteristico
pH Pré teste estabilidade 5,4 Pré teste 5,4
Pos teste estabilidade 5,5 Pos teste 5,8
Tamanho Pré teste estabilidade 130+3 Pré teste 363+15
(nm) Pés teste estabilidade 1305 Pos teste 332+14
PDI Pré teste estabilidade 0,197 £ 0,025 Pré teste 0,228+0,040
Pos teste estabilidade 0,210 £ 0,012 Pos teste 0,185+0,056

5.2.2 Tamanho de goticula, indice de polidispersdo (PDI) e andlise do niimero de particulas

A caracteriza¢do das nanoemulsdes Nano 1 e Nano 2 se pautou na investigacdo do didmetro
médio das goticulas da fase interna, pelas técnicas de DLS e NTA.

Para andlise do tamanho das goticulas de Nano 1, a diluicao de 1:100 em dgua destilada se
mostrou adequada para ser adotada, diferentemente de Nano 2, que necessitou um estudo de

diluicao para obter o valor adequado.
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Para investigacdo da melhor diluicdo de Nano 2 para obten¢do do tamanho médio de particula

(Z-average) por DLS, crescentes diluicdes de trés formulacdes distintas selecionadas de forma
aleatoria foram testadas, plotadas em graficos e submetidas a andlise estatistica. A dilui¢ao
escolhida para andlise e obtencdo dos valores de tamanho de Nano 2 foi 1:2000. Esse valor esta
compreendido no intervalo de diluicdes (1:1200 - 1:2200), que ndo apresentou variacao

estatisticamente significativa no tamanho das goticulas, conforme Figura 4.

Figura 4. Representagao gréifica do comportamento dos valores de tamanho de goticulas obtidos por
DLSem diferentes dilui¢des.

Tamanho médio vs Dilui¢ées (RUN 9)
600~

Tamanho médio vs Diluigoes (RUN 10)

600
E 500+ E 500
& 400+ & 400-
[ [
3 — 3
N 300 N 300
zoc T T T T T T T T zoc T T T T T T T T
O O S O & & ® O O S O O S O O O
S O \) ) \) ) O N} QS O N N \) \) O N}
B R N g R P\ (i) N W O B S 4V
N R N S NTORTORT NN
Diluicdes Diluicoes
Tamanho médio vs Diluigoes (RUN 11)
600-

a

o

(=]
L

Z-average (nm)
H
(=]
(=]
1

——
300+
200 T T T T T T T T
S & © S & ® &
N ,\'P‘Q e O & fp@ q‘}Q
So [N \’.

Diluicoes

A Figura 5 apresenta o perfil de distribuicdo de tamanho de particulas por DLS e NTA de
Nano 1 e Nano 2 e a Tabela 10 apresenta os resultados de tamanho de particulas e polidispersdao

obtidos por DLS e por NTA, além da concentracdo das particulas por mL das nanoemulsdes
avaliadas por NTA.
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Figura 5. Perfil de intensidade de luz espalhada em func¢éo do tamanho de particula para as nanoemulsées Nano
1 (A) e Nano 2 (B). Os perfis superiores sdo referentes a andlise por NTA, enquanto os inferiores sdo referentes a
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andlise por DLS.
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Tabela 10. Caracteristicas das nanoemulsdes resultantes das andlises por DLS e NTA

Caracteristicas

Tamanho (nm) por DLS
PDI
Tamanho (nm) por NTA
SPAN*
Numero de particulas/ml

Nanoemulsdo
Nano 1 Nano 2
129,9+2,85 368,9+14,60
0,197 £0,025 0,228+0,040
1461287 224+81,6
0,5 1,0
6,50x1013 3,70x1013

O tamanho e o nimero de particulas de NC encontrado pela técnica de NTA foram, respectivamente 180 nm e 5,9

particulas/mL.

* Polidispersividade dada pela andlise no NTA: SPAN = (D90-D10)/D50, onde D10, D50 e D90 sdo os didmetros
a 10,50 e 90% dos volumes acumulados, respectivamente.

Pode-se observar na Tabela 10 que a Nano 2 apresentou tamanho de goticulas quase 3 vezes

maior do que a Nano 1. Essa, por sua vez, apresentou tamanho médio semelhante (teste t, P>0,05)

ao apresentado pela NC (preparada apenas com 6leo mineral e tensoativos sintéticos).




48

5.2.3 Determinagdo da viscosidade aparente

A Figura 6 mostra o comportamento reoldgico da Nano 1 e da Nano 2. A andlise dos gréficos
permite a observacdo da reducdo do valor de viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento,
bem como a restauracdo da viscosidade inicial com a reducdo do cisalhamento, caracteristico de

comportamento tixotropico para ambas formulagdes.

Figura 6. Comportamento reolégico das preparacdes. Em vermelho, os valores de viscosidade relacionados ao
aumento da taxa de cisalhamento e na cor azul valores obtidos apds reducdo do cisalhamento.
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5.2.4 Presenca de estruturas anisotropicas
Para investigar preliminarmente a presenca de estruturas liquido-cristalinas nas nanoemulsoes,
amostras de Nano 1 e Nano 2 foram analisadas ao microscopio de luz polarizada. A Figura 7 mostra

fotomicrografias representativas das nanoemulsdes na presenga e auséncia de luz polarizada.

Figura 7: Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada de Nano 1 (A) e Nano 2 (B) sem dilui¢do da
amostra. As imagens do painel esquerdo foram tiradas na auséncia da luz polarizada e as do painel direito na presenga
do feixe de luz polarizada. Aumento de 32 vezes.
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Nao foram observadas presenga de estruturas liquidas-cristalinas lamelares ou hexagonais,
sugerindo que as formulagcdes nao apresentam transi¢des de fases caracteristicas de sistemas que

desviam luz polarizada.

5.2.5 Morfologia
As imagens obtidas pela técnica de MET das formulagdes Nano 1 e Nano 2 estdo apresentadas

na Figura 8.

Figura 8. Imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo das amostras diluidas 100 vezes em dgua
destilada. Nano 1 (A) e Nano 2 (B). Aumento de 100 mil vezes

As imagens apresentam goticulas de contorno bem definido, com didmetro médio de 700 nm,
maior do que o observado quando as amostras foram analisadas por DLS e NTA, sugerindo

coalescéncia das goticulas durante o preparo das laminas.

5.3 Estudos in vitro em cultura de células

5.3.1 Citotoxicidade

A viabilidade celular das nanoemulsdes Nano 1 e Nano 2 foi investigada em cultura de
fibroblastos (NIH-3T3) e queratindcitos (HaCat). Adicionalmente a avaliacdo da citotoxicidade
inerente as preparagdes, o experimento foi conduzido no intuito de se estabelecer a faixa de
concentragdo passivel de ser aplicada in vifro nos estudos subsequentes sem causar morte celular.

A faixa de concentragdo avaliada foi determinada em func¢do do nimero de particulas
presentes nas nanoemulsdes (Tabela 9). Sendo assim, a concentragdo de particulas no meio de
cultura variou de 1,0.1012 a 2,5.101! particulas/mL. Os resultados do ensaio de citotoxicidade das

formulagdes em contato com a monocamada por 24 e 48 horas estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Valores de viabilidade celular, avaliada utilizando MTT, para cultura de fibroblastos NIH-3T3 (A) e
queratindcitos HaCat (B) tratadas com 1012 particulas/mL das formula¢des apds 24 e 48 horas de incubagdo. Os
resultados foram analisados estatisticamente por anélise de varidncia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. (*) indica
diferenca estatistica significativa com P < 0,05 (n = 3 determinagdes).
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Pode-se observar na Figura 9 que apenas a Nano 1 diminuiu a viabilidade de fibroblastos e

queratindcitos quando aplicada nas células na concentragdo de 10!2 particulas/mL. Nano 2 e NC nao

interferiram na viabilidade celular de nenhuma das células nas condi¢des e tempos estudados.

5.3.2 Avaliagdo do uptake celular das formulacées em fungcdo do tempo de incubagcdo

A Figura 10 apresenta os graficos resultantes das taxas de uptake das goticulas de Nano 1 e

Nano 2 ap6s 5 e 15 minutos de contato das formulagdes com monocamada de fibroblastos e

queratindcitos.
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Figura 10. Valores de taxa de internalizagdo celular (% de uptake) encontrados para Nano 1 e Nano 2, na
concentragdo de 1012 particulas/mL, apds 5 e 15 minutos de contato com monocamada de fibroblastos e queratindcitos.
Os resultados foram analisados estatisticamente por andlise de varidncia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. (¥)
indica diferenca estatistica significativa com P < 0,05 (n = 3 determinagdes).

Fibroblastos Queratindécitos
100- * 100~
80- — —— 80+
3 S .
% 60+ o 90 —
£ %
s L0 5 40-
s 40 5 -
20- 204
0~ T i T 0- 1 1
N N
O\ (\0\ QO‘L ooq' QO (\0 Oq' 0‘1«
e’b e@ e’b élb e‘b e@ e@ e@

Legenda:

. 5 minutos |:| 15 minutos

Para ambos tipos celulares, a formulacdo Nano 1 sofreu maior taxa de uptake apds 5 minutos
de contato, quando comparado com Nano 2. Entretanto, apés 15 minutos de contato, ambas
formula¢des sofrem a mesma taxa de internalizagdo em fibroblastos. J4 no perfil apresentado pelos
queratindcitos, ndo houve diferenca significativa da porcentagem de goticulas internalizadas apds 5
ou 15 minutos de contato para Nano 2, diferentemente de Nano 1, que em 15 minutos de contato
sofreu internalizagdo mais expressiva.

Ao observar os resultados encontrados para Nano 2, € possivel constatar que essa formulacdo
sofre maior internalizacdo em 5 minutos de contato com queratindcitos (aproximadamente 30%) do
que com fibroblastos (aproximadamente 10%). Porém, decorridos 15 minutos de contato, a maior
internalizacdo € caracteristica dos fibroblastos.

As diferencas observadas na velocidade de uptake se deve as caracteristicas distintas de Nano
1 e Nano 2, ou seja, a constituicao de seus sistemas emulsionantes e ao diametro de suas goticulas.
Com o objetivo de identificar qual dessas caracteristicas mais contribui para o resultado encontrado,
a formulacdo Nano 2 foi submetida a maior forca de cisalhamento em seu preparo, de forma que seu
tamanho de goticula ficasse proximo ao observado para Nano 1, obtendo a formulagdo denominada
Nano 2.2. O teste de uptake com 5 minutos de contato foi novamente realizado com as 3

formula¢des (Nano 1, Nano 2 e Nano 2.2). O resultado esta apresentado na Figura 11.
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Figura 11. Valores de taxa de internalizacio celular (% de uptake) encontrados para Nano 1, Nano 2 e Nano 2.2
ap6s 5 minutos de contato com monocamada de fibroblastos e queratindcitos. Os resultados foram analisados
estatisticamente por andlise de varidncia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. (*) indica diferenca estatistica
significativa com p < 0,05 (n = 3 determinagdes).
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De maneira geral, a diminuicdo do didmetro das goticulas da Nano 2 ndo resultaram em
aumento de seu uptake. Assim, a Nano 2.2, com particulas de tamanho semelhante a Nano 1 ndo
apresentou velocidade de internalizacdo maior do que essa ultima, sugerindo que a diferenca de uptake
entre as formulagdes estd relacionada com os componentes do sistema emulsionante.

A Figura 12 mostra imagens representativas obtidas por microscopia confocal de varredura a laser
das células de fibroblastos e queratindcitos tratadas com Nano 1 e Nano 2 por 15 min. Ndo foram

observadas diferencas na distribuicdo das formulagdes no interior das células apds esse tempo de

experimento.
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Figura 12. Imagens representativas obtidas por micrsocopia confocal do ensaio de uptake das formulagdes Nano
1 (painel esquerdo) e Nano 2 (painel direito) apds15 minutos de contato com as células queratinécitos HaCat (A) e
fibroblastos NIH-3T3 (B). A exc/em = 477/512 nm para visualizagéo do bodipy em verde, A exc/em = 405/413-472 nm
para visualizacdo do nicleo das células - DAPI em azul.

A)

B)

5.3.3 Avaliagdo da migragdo / proliferagdo celular — Ensaio do Arranhdo (Scratch
Assay)

A Figura 13 ilustra a migracdo de fibroblastos NIH-3T3 das adjacéncias do arranhdo
para seu centro no decorrer das horas apds tratamento com DMSO 50% (controle negativo)
e com meio de cultura (controle positivo / migracdo basal). As células foram evidenciadas

com marcador nuclear DAPI.
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Figura 13. Imagens representativas do ensaio Scratch em cultura de fibroblastos NIH-3T3 para
avaliag@o da migrag@o celular em fun¢do do tempo. Em (A) a disposi¢do das células no momento do arranh@o
ou tempo 0; em (B) o aspecto do arranhdo apds 12 horas de incuba¢do em meio de cultura DMEM
suplementado com soro bovino e 1-glutamina (controle positivo) e em (C) ap6s 24 horas de incubag@o com o
meio de cultura.

A Figura 14 representa a diminui¢do do espaco aberto no meio de cultura pelo

arranhdo (scratch) apos 24 horas de incubacdo com diferentes concentracdes das

nanoemulsoes.

Figura 14. Proliferacdo das células, tratadas com diferentes concentragdes das nanoemulsdes,
representada pela diminui¢do da distancia entre as extremidades do arranhdo, apds 24 h. (A) queratindcitos
(HaCat) e (B) fibroblastos (3T3). A, B e C representam as concentracdes das nanoemulsdes a 4x10!1.2x10!1 e
101! particulas/mL, respectivamente. Os resultados foram analisados estatisticamente por andlise de variancia
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. (*) indica diferenga estatistica significativa com P < 0,05 (n =3
determinagdes).
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O tratamento dos queratindcitos apenas com o meio de cultura (basal) por 24 h
permite que as células migrem, diminuindo a distincia entre as extremidades do arranhdo e
aumentando a proliferacdo celular em relagdo ao controle negativo (DMSO) em
aproximadamente 33% (test-t, P<0,05). O tratamento com as diferentes concentracdes de
Nano 1 e Nano 2, de 10! a 4x 10!! particulas/mL, ndo alterou significativamente (P=0,05)
essa proliferacdo (Figura 14A) quando comparado com o basal. O mesmo perfil migratério

foi observado para os fibroblastos tratados (Figura 14B).
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5.3.4 Expressdo de citocinas e mediadores do processo de inflamacdo
A Figura 15 apresenta a expressdao de IL-6 e TNF-a por macréfagos humanos extraidos e

isolados de 3 diferentes participantes e tratados com diferentes formulacdes.

Figura 15. Expressdo de IL-6 e de TNF-a induzidas pelo tratamento de macréfagos humanos com

LPS (controle positivos) e nanoemulsdes e Dersani® diluidas 200 vezes em meio de cultura. Os resultados

foram analisados estatisticamente por andlise de varidancia ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. (*) indica
diferenca estatistica significativa com P < 0,05 (n = 3 determinagdes).
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O tratamento dos macréfagos com as nanoemulsdes, na concentracdo de aproximadamente
3x101! particulas/mL (diluidas 200 vezes em meio de cultura), e com o Dersani® na mesma
dilui¢do ndo alterou significativamente (ANOVA, P:20,05) a expressao basal dos mediadores pro-
inflamatérios IL-6 e TNF-a. J4 o tratamento com LPS, como esperado, aumentou

significativamente a producdo desses mediadores. Esses resultados sugerem que as formulagdes

estudadas nao induzem processo inflamatério.

5.4 Estudos in vitro de penetracao utilizando pele humana

A Figura 16 mostra imagens representativas obtidas por microscopia confocal de cortes
transversais de pele humana tratadas por 1 hora com Dersani® e com as nanoemulsdes Nano 1 e Nano
2 marcadas com o marcador fluorescente lipofilico bodipy.

A Nano 1 foi capaz de se distribuir homogeneamente por todas as camadas da pele Figura
16B). Ja a penetracdo da Nano 2 ficou restrita a epiderme, mas distribuida homogeneamente em
todas as suas camadas (Figura 16C), diferentemente do Dersani® cuja distribuicdo na epiderme foi

heterogénea e menor do que a observada para as nanoemulsodes (Figura 16A).
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Figura 16. Imagens representativas obtidas por microscopia confocal de cortes transversais de pele humana
tratada por 1 hora com Dersani® (A), Nano 1 (B) e Nano 2 (C). O painel esquerdo representa o campo claro.
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5.5 Estudos ex vivo em cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC)
A Figura 17 mostra cortes histoldgicos das feridas feitas nos explantes de pele humana

tratados com a Nano 1 sem dilui¢@o e com meio de cultura (Grupo Basal) por 7 dias.

Figura 17. Cortes histoldgicos dos fragmentos de pele humana imediatamente (D0) apds indug@o da tdlcera (A),

apds 7 dias (D7) mantidos no meio de cultura DMEM (B) e apds D7 tratados com aplicag@o didria de Nano 1 na ferida

(C).Coloracdo hematoxilina-eosina. Aumento de 100x. Setas evidenciam o revestimento da tlcera por um novo epitélio.
* camada cdrnea, # novo epitélio.
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Pode-se observar que a cultura dos explantes ndo tratados com formulacdo, Grupo Basal
(Figura 17B), por 7 dias possibilita a migracdo e projecdo de queratindcitos das bordas para o
interior da lesdo, dando origem a lingua de queratindcitos (setas na Figura 17B). J4 o tratamento

com a Nano 1 ndo diluida prejudicou essa projecao (Figura 17C).
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Para avaliar se o tratamento com a Nano 1 estava resultando em morte celular, os cortes foram
corados com marcadores de citoqueratina 10 (Ck10) e da proteina Ki-67 (Ki-67), marcadores
especificos para células em diferenciagdo e células em proliferacdo, respectivamente. A Figura 18
ilustra o aspecto de regides de borda de lesdao no inicio (DO) e apds 7 dias (D7) de tratamento didrio

dos fragmentos de pele com a Nano 1 nao diluida.
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Figura 18: Avaliacdo imuno-histoquimica das bordas esquerdas das ulceras provocadas nos fragmentos de pele
humana imediatamente (D0O) apds instalag@o da ulcera (A) e ap6s 7 dias (D7) tratados diariamente com a Nano 1 (B e
C). As fotos do painel direito representam as marcacgdes da proteina Ki-67 e as do painel esquerdo representam
marcagdes da citoqueratina 10 (Ck10).As setas em indicam células em fase inicial de diferenciacdo. Aumento de 200x.
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As células dos fragmentos tratados com Nano 1 foram marcadas tanto com o marcador de
Ck10 quanto com o de Ki-67 (Figura 18) sugerindo que as células estdo vidveis. A dificuldade dos
queratindcitos em proliferarem para o centro da ulcera, observada na Figura 17C, parece estar
correlacionada, portanto, a um impedimento fisico causado pela alta concentracdo de nanoemulsio.
Dessa forma, as ulceras induzidas nos fragmentos de pele foram tratadas com diferentes
concentracdes de nanoemulsdo para investigar essa hipdtese. A Figura 19 reine imagens
representativas das peles tratadas com a nanoemulsao controle (NC), Nano 1 e Dersani® no inicio
(DO) e apds 14 dias (D14) de tratamento. A Tabela 10 mostra a porcentagem de fechamento da
ferida em func@o da concentracdo de nanoemulsdo e do tempo de tratamento. O 6leo Dersani®,
diluido em meio de cultura da mesma forma que as nanoemulsdes foi utilizado como controle

positivo, ja que esse Oleo é comercializado e corriqueiramente aplicado em feridas em humanos.

Figura 19: Imagens histolégicas dos fragmentos de pele humana imediatamente apds indugdo da tlcera (DO0), e
apos 14 dias mantidos em meio de cultura DMEM com aplicagdo didria de Nano 1 , NC e Dersani®. A) 1,3.1012
particulas/mL de Nano 1 e NC e dilui¢do 1:50 de Dersani®, B) 6,5.10!! particulas/mL de Nano 1 e NC e dilui¢do 1:100
de Dersani® e C) 3,2.1012 particulas/mL de Nano 1 e NC e dilui¢do 1:200 de Dersani®. Coloracdo hematoxilina-eosina.
Aumento de 100x. As setas continuas indicam o inicio da ulceracdo, enquanto as setas tracejadas indicam o
revestimento de um novo epitélio.
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Tabela 11. Porcentagem de fechamento da ferida em fun¢do da concentracdo de formulagao aplicada e
do tempo de tratamento. Os resultados foram analisados estatisticamente por andlise de varidncia ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey. (*) indica diferenca estatistica significativa com p < 0,05 (n = 3 determinacdes).

Conceniragao de particulas/mL % de fechamento da ferida em relagdo ao D0

Formulagao ou dilui¢do

D7 D14

1,3.10" 30+ 10 22+3

Basal 6,5.10"" 22+5 19+8
3,2.10" 30+9 16+4

1,3.10" 30+ 10 22+3

NC 6,5.10" 2+5 19+8
3,2.10" 31+9 16 + 4

1,3.10" 43+9 28+1
Nano 1 6,5.10" 48+2 75 +25
3,2.10" 66 + 26 76 +17

1:50 44+ 10 76 +24

Dersani 1:100 59+ 35 25+12
1:200 61+35 59 +29

Pode-se observar na Tabela 10 que as ulceras tratadas com a Nano 1 na diluicdo de 3,25x10!!
particulas/mL apresentaram porcentagens de fechamento superiores do que as tratadas com maiores
concentracoes de nanoemulsdo. Sendo assim, essa densidade de nanoparticulas foi a escolhida para
ser a utilizada na ultima série de experimentos com os fragmentos de pele.

A Figura 20 apresenta a porcentagem de cicatrizacdo das dlceras apds 7 dias de tratamento

didrio com as formulacdes administradas em concentracdes semelhantes.

Figura 20. Representacdo grafica das taxas de cicatrizacio encontrados para os fragmentos de pele humana
tratados diariamente por 7 dias com meio de cultura (Basal), nanoemulsdo controle de 6leo mineral (NC), solucdo de
6leo vegetal Dersani ® (Dersani), Nano 1 e Nano 2. A aplicagdo dos tratamentos e controles foi realizada 1 vez a cada

24 horas. Os resultados foram analisados estatisticamente por andlise de variancia ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey. (*) indica diferenca estatistica significativa com p < 0,05 (n = 3 determinacdes).
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Todas as formulacOes que continham extratos vegetais (Nano 1, Nano 2 e Dersani®)
apresentaram valores de taxa de cicatrizacdo significativamente superiores aquelas encontrada para
os grupos controle NC e Basal. Adicionalmente, as taxas de cicatrizacdo encontradas para Dersani®
e Nano 1 ndo apresentaram diferenga estatistica entre si, ao passo que foram significativamente

superiores ao achado para Nano 2.
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5. DISCUSSAO

O tratamento de lesdes cutdneas, apesar de todos os avancos terapéuticos, ainda
representa um grande desafio. Os produtos pouco acessiveis e de eficdcia ndo comprovada
cientificamente, corroboram com os nuimeros alarmantes de perdas econOmicas e pessoais,
inerentes a epidemiologia de feridas (McQuestion, 2011). Muitos produtos disponiveis sdo
falhos quanto a sua eficdcia por ndo compreenderem, nas suas acdes terapéuticas, o aspecto
multifatorial do processo de cicatrizacdo, que, independente da etiologia, se constitui de um
processo biolégico complexo, com interagdo simultinea de eventos celulares, bioquimicos e
imunolégicos (Alison et al., 2006). Dessa forma, um produto de acdo cicatrizante deve
estimular, concomitantemente, a recuperagao dos constituintes da pele, o controle de infec¢oes
bacterianas e flingicas, a modulacdo da inflamacgdo tecidual e a interrup¢do da geracdo de
radicais livres. Esses ultimos, podendo decorrer dos processos inflamatérios enddégenos
(Masson, 2011) ou do ambiente externo, como a radiac@o ionizante na radiodermite.

Nesse contexto, a etapa racional para o desenvolvimento de um produto de acdo
cicatrizante deve considerar compostos com conhecida acdo antioxidante, anti-inflamatéria,
antimicrobiana e com potencial de reestabelecer os constituintes originais da pele. Tais
atividades foram consideradas na escolha dos extratos vegetais que constituiram as
nanoemulsdes desenvolvidas nesse trabalho, bem como seus respectivos sistemas
emulsionantes. A escolha dos componentes de Nano 1 e Nano 2 foi pautada no sucesso dos
tratamentos de distirbios dermatolégicos descritos na literatura, de onde foram selecionados
dados cientificos em relacdo a eficidcia e seguranca de preparacdes contendo os extratos
vegetais selecionados.

De maneira geral, as atividades encontradas para extratos naturais de preparagdes
fitoterdpicas dependem da a¢do de uma variedade de componentes ativos encontrados em cada
espécie vegetal, uma vez que, majoritariamente, os constituintes fornecem agdo sinérgica e
assim aumentam o valor terapéutico da composi¢do (Musthaba et al., 2009). Assim, produtos
de uso tépico contendo fitofdrmacos estdo ganhando interesse devido aos beneficios que
podem resultar da sua utilizagdo (Uchechi et al., 2014). Esses atributos desejdveis justificam o
aumento significativo do uso de fitoterapicos no mercado mundial, que aumentou de US $ 18
bilhdes de ddlares de 2005 para US $ 107 bilhdes em 2017 (Musthaba, 2009; Sen&
Chakraborty, 2020). De acordo com os relatérios da OMS, cerca de trés quartos da populagio
mundial atualmente faz uso da fitoterapia e outras formas de medicamentos naturais

tradicionais (Sen & Chakraborty, 2020). Essa popularidade crescente de preparacdes contendo
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ervas medicinais, aliada aos estudos cientificos acerca do tema, representam indicativos de que
€ possivel conseguir composicoes fitoterdpicas seguras.

A garantia da seguranca de composi¢cdes naturais perpassa primariamente pela
comprovacdo de sua estabilidade fisico-quimica e, na sequéncia, por ensaios pré-clinicos no
nivel laboratorial. Além das investigacdes acerca da seguranca e eficdcia das preparacoes Nano
1 e Nano 2 no presente trabalho, tais estudos objetivaram evidenciar as diferencas entre dois
sistemas emulsionantes distintos, compostos por diferentes fosfolipidios.

O interesse nesses emulsionantes de fonte natural advém do fato de que os fosfolipidios,
além de atuarem como agentes estabilizantes de formas farmacéuticas termodinamicamente
instdveis, como as emulsdes, também auxiliam na reposi¢do de componentes graxos da pele
(Baroli, 2010). Por essa razdo, a multifuncionalidade dessas macromoléculas € muito explorada
nos produtos para aplicacdo tépica (Hoogevest & Fahr, 2019). Entretanto, os processos de
extracdo e purificagdo das mesmas sdo onerosos, resultando em formulagdes de custo elevado.

Uma alternativa para redugdo dos custos é a combinacdo de fosfolipidios com tensoativos
sintéticos como parte do sistema emulsionante (Lind et al., 2008; Kanet al., 1999; Lawson et
al., 2004). Dessa forma, para comparagcdo dos efeitos dos sistemas emulsionantes compostos
por fosfolipidios na estabilidade fisico-quimica, na seguranca, € na eficdcia em cicatriza¢ao
cutanea, foram desenvolvidas nanoemulsdes com fase interna e externa idénticas, porém
emulsionadas ou com uma mistura de emulsificantes sintéticos e fosfolipidios purificados
(Nano 1), ou apenas com fosfolipidios (Nano 2). Os processos e parametros de preparo de
ambas nanoemulsdes também foram idénticos.

O desenvolvimento de Nano 1 se pautou na triagem de tensoativos sintéticos para
obtencdo de sistemas emulsionantes em conjunto com concentracdes fixas de dois insumos
fontes de fosfolipidios de pureza elevada, isto €, elevado teor de fosfatidilcolina (98% em
H100 e 75% em S75), como apresentado na Tabela 1.

Para investigar a substituicdo do tensoativo sintético de Nano 1 por outro emulsionante
fonte de fosfolipidios de origem natural, tragou-se, para obteng¢do de Nano 2, o delineamento
experimental com variagdes nas concentragdes de H100 e S75 e adicdo do insumo H20,
constituido da mistura de diferentes fosfolipidios, sendo garantido pelo fabricante 20% de
fosfatidilcolina. Por ndo representar uma matéria-prima tdo pura quanto H100 e S75, H20
possui custo consideravelmente menor. Dessa forma, H100, S75 e H20 representaram as
varidveis independentes do delineamento experimental elaborado para obtencdo de Nano 2
(Tabela 2). Durante o desenvolvimento tanto de Nano 1 quanto de Nano 2, foram encontradas
formulacdes com goticulas de tamanhos distintos, conforme a composi¢do do sistema

emulsionante de cada formulagdo manipulada (Tabelas 3 e 4). Todas elas, no entanto,
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apresentaram diadmetro inferior a 500 nm, a maioria com distribuicdo estreita, com PDI menor
do que 0,3, e podem ser consideradas sistemas nanoparticulados adequados para administragio
topica (Yukuyama et al., 2016). A literatura reporta que nanoemulsdes 6leo em agua dotadas de
goticulas com diametro compreendidos entre 50 e 500 nm, quando aplicadas topicamente,
possuem capacidade de interagdo com a barreira do estrato corneo. Esse contato pode resultar
na desorganiza¢do da matriz lipidica da camada cérnea e, desta forma, permitir o aumento da
penetracdo e particdo dos farmacos que sdo por elas carreados para as camadas mais profundas
da pele (Dalmolin, 2019). Além disso, essa faixa de tamanho nanométrico confere as
dispersoes estabilidade cinética, prorrogando seu prazo de validade (Yukuyama et al., 2016),
facilitando a espalhabilidade (Silva et al., 2013) e aumentando a superficie de contato com o
local onde sera aplicada (Yukuyama et al., 2016).

Uma vez que um maior tamanho de goticulas e maior PDI estd relacionado a menor
estabilidade cinética, as formulacdes com menores tamanhos e valores de PDI, apos estudo de
estabilidade preliminar, foram escolhidas para as investigacdes subsequentes.

As variaveis custo, viscosidade, e pH dos prototipos obtidos durante o desenvolvimento
de Nano 1 ndo variaram consideravelmente (Tabela 3), diferentemente daqueles obtidos no
desenvolvimento de Nano 2 (Tabela 4). Para essas formula¢des, o pH variou de 4,3 a 6,1. Para
produtos de administracdo tépica esta faixa de pH € considerada ideal, pois se encontra dentro
do intervalo de pH das camadas superiores de uma pele saudavel. O pH fisiolégico do estrato
corneo de mamiferos varia de 4,5 a 5,5 em sua superficie e aproxima-se da neutralidade na
interface entre estrato corneo e estrato granuloso (Baroli, 2010).

A viscosidade das preparagdes manipuladas durante o desenvolvimento da Nano 2
também variou consideravelmente, de 61 cP a 5819 cP. Essa discrepancia repercutiu na
necessidade de se utilizar dois spindles distintos para a determinagdo da viscosidade.
Adicionalmente, tais resultados sugerem a possibilidade de se obter tanto nanoemulsdes fluidas
como semi-sélidas com as combinacdes de fosfolipidios H20, H100 e S75 utilizadas,
contribuindo para a versatilidade das preparacdes que podem ser desenvolvidas a partir delas e
para a conveniéncia de aplicacdo em func¢do do local e tipo de lesdo instalada. Por exemplo,
nanoemulsdes mais fluidas podem ser administradas na forma de spray para o tratamento de
lesdes de dificil alcance e muito sensiveis, como aquelas que acometem mucosas, ou lesdes
provenientes de queimaduras. A facilidade de aplicacdo e caracteristica indolor sao
determinantes para adesdo do paciente e para o sucesso do tratamento (Boateng et al., 2008).
Por outro lado, preparagdes semi-sé6lidas estdo relacionadas com maior tempo de permanéncia
no leito da lesdo (Boateng et al., 2008), compensando eventuais prejuizos na absor¢do

sisttmica dos principios ativos topicamente aplicados.
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Os resultados encontrados para o parametro viscosidade ilustram o descrito por Filipovic
et al., 2016, que afirmam que a consisténcia, o empacotamento e a reologia das formulacoes
podem frequentemente ser manipuladas usando combinagdes de emulsificantes. Misturas de
tensoativos com diferentes massas moleculares e polaridades podem alterar a curvatura na
qual se posicionam na interface 6leo/agua, influenciando, assim, a formacao e a estabilidade da
emulsdo. De fato, propriedades reoldgicas das emulsdes podem ser moduladas usando
emulsificantes mistos, cuja mistura altera a organizacdo individual de cada emulsificante na
interface, organizagido essa, fortemente influenciada pela natureza das interacdes inter-
moleculares na superficie da goticula (McClements et. al, 2017).

Quanto aos custos, os sistemas emulsionantes das formulagdes manipuladas para
obtencdo de Nano 2, de R$ 63,23 + 7,68 por Kg (Tabela 4), foram mais de 3 vezes mais altos
do que o custo médio com os tensoativos usados na obten¢do da Nano 1, de R$ 18,34 + 1,11
por Kg (Tabela 3). O uso da mistura de fosfolipidios com polissorbatos para estabilidade de
sistemas heterogéneos, como realizado para obtenc¢do de Nano 1, é vastamente descrito na
literatura (Lin et al., 2014; Simin et al., 2016). A combina¢do é importante ndo apenas para
viabilizar custos de formulagdo, como também para diminuir o tamanho das goticulas da fase
interna da dispersdo, promovendo a estabilidade do sistema nanoparticulado (McClements et
al., 2017). Além disso, a reducdo do tamanho da goticula favorece o uptake celular e a
capacidade de entrega de principios ativos (Lin et al., 2014). No entanto, a demanda pela
substituicdo de tensoativos sintéticos por substincias naturais e sustentdveis, em produtos de
consumo humano, estd aumentando devido a crescente conscientizacdo sobre os prejuizos a
saide relacionados a toxicidade de certos compostos e a conscientizacdo social acerca da
sustentabilidade ambiental (McClements et al., 2017). Uma vez que os emulsionantes de
origem vegetal estdo relacionados a uma maior biocompatibilidade, menor toxicidade e maior
biodegradabilidade (Rahman et al., 2017), os estudos in vitro e ex vivo, aos quais foram
submetidas as formulacdes finais Nano 1 e Nano 2, foram delineados no sentido de investigar
se as diferencas apresentadas na toxicidade e no potencial cicatrizante das formulacdes
justificam o maior custo de Nano 2.

A necessidade de reducdo de custos para Nano 2 explica a abordagem do fator custo no
delineamento experimental e, portanto, da sua minimiza¢cdo no momento da otimizacdo da
formulacdo final desejada (Figura 3).

A faixa de viscosidade entre 61 a 253 cP foi outro fator considerado na otimizacdo da
formulacdo final. Isso porque desejou-se nesse trabalho a veiculacdo da formulacdo em
embalagem com dispositivo spray, visando a facilidade de aplicacdo e administracdo sem

contato das maos do paciente ou do médico com a ferida que se pretende tratar.
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As variaveis dependentes custo e viscosidade foram de fato as unicas que influenciaram
significativamente (P < 0,05) na obtencdo das nanoemulsdes desenvolvidas com base no
delineamento experimental elaborado (Tabela 5). Foram elas, dessa forma, as consideradas
para definir o modelo matemético mais adequado (Tabela 6) para se prever as caracteristicas da
Nano 2 final com as propriedades desejadas: estdvel, de baixo custo e com viscosidade
adequada para ser administrada na forma de spray (Figura 3). A Tabela 6 mostra assim, os
resultados das andlises estatisticas que evidenciam o efeito individual e interativo dos
preditores na viscosidade e custo das formulagdes manipuladas para obtencao de Nano 2.

A Tabela 6 também apresenta os valores de R2 ajustado e R2 predito. O RZajustado € uma
medida da quantidade de variacdo sobre a média explicada pelo modelo, enquanto que o R2
predito € uma medida de quao bem o modelo € capaz de predizer um valor de resposta. R2
ajustado e R2 predito devem apresentar uma diferenca de até 0,2 para estarem em concordancia
aceitavel. Pode-se observar na Tabela 6 que houve uma diferenga menor do que 0,2 entre o R2
ajustado e predito para as respostas viscosidade e custo, sugerindo adequacdo do modelo e
auséncia de efeitos de bloco (Kapoor et al., 2019).

A Tabela 6 ainda apresenta os valores de Precisdo Adequada para ambas varidveis
dependentes estatisticamente significantes. A Precisdo Adequada € uma relacdo entre o sinal e
o ruido que compara o intervalo dos valores previstos nos pontos do delineamento
experimental com o erro de previsdio médio. O modelo apresentou um valor de precisdo
adequado de aproximadamente 13 para viscosidade e maior do que 600 para custo. Valores de
precisdo adequados maiores que 4 configuram correta discrimina¢do do modelo, indicando que
o modelo matemético definido pode ser usado para investigacdes dentro do espaco delineado.

Pode-se observar nas equacdes matemadticas definidas a partir do delineamento (Tabela
6), que apenas as varidveis independentes H20 e HI100 influenciam na viscosidade da
formulacdo (Figura 1). O emulsificante S75 ndo influencia significativamente, portanto, nessa
varidvel dependente (viscosidade).

Conforme pode ser observado na Figura 1, quanto maior a concentragdo de H20 e H100,
maior a viscosidade da preparacdo final. Por representar uma misturas de diferentes
fosfolipidios, o insumo H20 pode favorecer a formacdo de multicamadas de lecitinas na
superficie da goticula da fase interna da nanoemulsdo, influenciando suas propriedades fisico-
quimicas, textura, aparéncia e viscosidade. J4 o insumo HI00 garante a presenga de
fosfatidilcolina, fosfolipidio reconhecidamente importante na garantia da estabilidade de

dispersoes heterogéneas (Kumari et al., 2017).
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Em relacdo ao custo, pode-se observar na equagdo definida no modelo (Tabela 6) que os
trés insumos utilizados como emulsificantes, H20, H100 e S75 influenciam no preco final da
nanoemulsdo. Na Figura 2, assim como na equagdo de predi¢cdo do custo, € possivel observar
que o fator que mais contribui para o custo da preparacao final é a varidvel independente H100.
De fato, uma vez que esse insumo garante a presenca de 98% de fosfatidilcolina e representa
um insumo inovador no mercado de fosfolipidios - uma vez que o girassol € uma fonte nova
para extragdo de lecitinas - a varidvel independente H100 € a matéria-prima que mais
fortemente impacta positivamente no custo final da preparacao.

Com o modelo matematico e equacdes obtidos a partir do delineamento experimental foi
possivel realizar a otimizacdo numérica e definir as porcentagens de cada um dos
emulsificantes necessdrias para se obter a nanoemulsdo desejada. Dados o intervalo de valores
desejados para viscosidade (61 a 253 cP) e o comando para minimizacdo do custo, as
concentragdes Otimas de cada um deles foram obtidas (Tabela 7) e utilizadas para obtencao da
nanoemulsdo desejada. A desejabilidade é uma funcdo objetiva que varia de 0, fora dos limites,
até 1, maior desejabilidade possivel, para os comandos fornecidos ao software utilizado para o
delineamento experimental. A otimizacdo numérica é, portanto, a maneira com a qual se
encontra um bom conjunto de condi¢des que atendam a todas as metas, ou seja, que o valor de
desejabilidade seja préximo de 1. Sendo o valor de desejabilidade para os parametros avaliados
igual a 0921 (Figura 3), é alta a probabilidade da nanoemulsdo com as caracteristicas
desejadas serem obtidas usando as porcentagens de emulsificantes fornecidas pela modelagem
(Wang et al., 2009).

Para validar o modelo, as formulacdes foram preparadas conforme definido, em
triplicata, e caracterizadas quanto as varidveis dependentes pesquisadas. Como pode ser
observado na Tabela 8, os valores obtidos experimentalmente ficaram dentro do intervalo de
predi¢cdo (Tabela 7) e foram estatisticamente semelhantes (teste T de Student pareado, P>0,05)
aos previstos pelo modelo, evidenciando a capacidade de predi¢ao satisfatoria do delineamento
experimental utilizado.

Definidas, portanto, Nano 1 e Nano 2, seguiu-se para caracterizacdo comparativa de
ambas preparacdes. A Tabela 9 retine os resultados encontrados pré e pds testes de estabilidade
preliminar para cor, viscosidade, odor, pH, tamanho de goticula e PDI. A diferenca de cor entre
as preparacgoes € justificada pela presenga de H20, de cor acastanhado, em Nano 2 e ausente em
Nano 1. A viscosidade encontrada para ambas preparacdes é adequada para aplicacdo via
dispositivo spray e apresentaram comportamento reoldgico adequado para preparacdes de

aplicagdo topica (Figura 6).
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A anélise do comportamento reolégico de Nano 1 e Nano 2, apresentado na Figura 6,
permite observar a reducdo do valor de viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento,
bem como a restauracdo da viscosidade inicial com a reduc¢do do cisalhamento, indicativo de
comportamento de fluxo pseudopléstico e tixotrépico. Tal comportamento é importante para
preparacdes destinadas ao envase em embalagem com dispositivo spray, uma vez que O
aumento da fluidez do liquido, dada a forca de acionamento do dispositivo (ou seja, aumento
da taxa de cisalhamento sobre o liquido), facilita ndo somente a passagem da formulacao pelo
spray, como também auxilia na sua dispersdo e pulverizacdo homogénea no local de aplicacgdo.
Cessada a pressdo externa responsavel pelo aumento da taxa de cisalhamento da preparacgio, a
formulac@o retorna a sua fluidez inicial no local em que foi aplicada, contribuindo para
bioadesdao por dificultar o escoamento apds aplicacdo. Para as formulacdes mais viscosas
destinadas ao envase em embalagens de semissélidos, o comportamento pseudopldstico
também € adequado, uma vez que configura uma menor resisténcia, iniciada a forga de
aplicacdo da formulacdo. A menor oposicdo conferida promove as propriedades relacionadas a
espalhabilidade, imprescindiveis para produtos destinados a aplicacdo em pele sensivel (Silva
et al.,2013).

Em relacdo aos tamanhos das goticulas e suas variagdes (PDI), para ambas formulacdes
ndo foram encontrados valores que variaram de forma significativa pré e pds testes de
estabilidade preliminar (Tabela 9), sugerindo boa estabilidade. O tamanho das goticulas e seu
perfil de distribuicdo variaram, no entanto, dependendo da mistura de emulsificantes. A Nano
1, que continha o tensoativo sintético além do fosfolipidio, apresentou tamanho de goticulas
quase 3 vezes menor do que a Nano 2 (Tabela 10), composta apenas por emulsificantes de
origem natural, além de distribuicdo monomodal dessas goticulas (Figura 5). Ja o perfil obtido
para a Nano 2 acusou a presenca de uma pequena populacdo com particulas de maior tamanho,
sendo, portanto, de perfil bimodal (Figura 5), confirmado pelo valor mais elevado de SPAN
observado para essa nanoemulsdo (Tabela 10).

O maior tamanho de goticulas apresentado pela Nano 2 refletiu em uma menor
concentracdo de goticulas em cada mililitro da formulacdo, como pode ser observado na Tabela
10). Ainda, a andlise de Nano 1 obtida por NTA resultou em valores de tamanho médio de
particulas semelhantes aos obtidos por DLS (Tabela 10). Para a Nano 2, no entanto, as andlises
por DLS e NTA resultaram em tamanhos médios de particulas significativamente diferentes. A
diferenca pode estar relacionada as técnicas distintas de andlise. Enquanto a técnica de NTA
baseia-se no rastreamento individual do movimento browniano de particulas para aferir o

coeficiente de difusdo translacional, que € posteriormente considerado na equacdo de Stokes-
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Einstein, o DLS considera o valor do didmetro hidrodinamico do conjunto de particulas que
atravessam o feixe de laser para andlise das flutuacdes do espalhamento de luz.

As técnicas por espalhamento de luz, como o DLS e o NTA, exibem certas limitacdes e
podem fornecer informagdes incompletas. Primeiramente, podem ndo acusar de forma
discriminada a presenca de uma pequena populagdo de goticulas grandes nas nanoemulsoes, do
mesmo modo que outros agregados menores ndo sdo evidenciados. Tais agregados (que podem
decorrer da presenca de emulsificantes), como vesiculas lipossdmicas, micelas ou outras
estruturas lamelares, ndo sdo detectados; a organizacdo discriminada das vérias estruturas
presentes no sistema coloidal permanece, portanto, desconhecida. No entanto, a presenca de
tais estruturas deve ser considerada, pois sdo subprodutos frequentes do processo de
homogeneizacdo de alta pressao (Klang et al., 2012).

Além disso, a forma das goticulas de 6leo analisadas € geralmente considerada uma
esfera perfeita para o calculo dos resultados de DLS, o que nem sempre é o caso, como
observado na Figura 8. Dessa forma, como a técnica foi desenvolvida para anélise de particulas
esféricas, os valores para particulas ndo-esféricas estardo sempre relacionados aos erros
inerentes a modelacdo matemdtica para a forma de esfera, de forma que medidas de tamanho
podem estar tendenciosas para valores maiores que o real. Assim, a determinacdo do tamanho
de goticulas de formato varidvel pode ndo ser representada em sua totalidade. Além disso,
amostras das nanoemulsdes desenvolvidas foram consideravelmente diluidas antes das medidas
por DLS e NTA para garantir transparéncia suficiente para determinagdo precisa do tamanho
das goticulas. Como consequéncia, fendmenos de desestabilizacdo reversiveis, como a
floculagdo ou o aparecimento de agregados maiores, podem permanecer despercebidos (Klang
etal.,2012).

A diluicdo € um ponto critico quando se tem em mente que 0s equipamentos que se
utilizam de espalhamento de luz para afericoes, como DLS e NTA, foram planejados para
realizar mensuragdes apenas em dispersdes diluidas. Para se ter confiabilidade no resultado, a
condicdo de monoespalhamento € primordial. Isso significa que a detec¢do do espalhamento de
luz deve ser proveniente da acdo de uma tunica particula. Quando ndo se trabalha em uma
dilui¢do adequada, analisando uma amostra concentrada, as particulas se encontram muito
proximas, de forma que no momento da incisdo do laser, o espalhamento da luz proveniente de
uma particula encontra outra particula préxima e retroespalha essa luz. Dessa forma, o detector
ndo captura o espalhamento de uma particula, mas sim o retroespalhamento de uma particula
imediatamente proxima aquela que espalhou a luz incidida, fornecendo, assim, valores irreais

do tamanho da particula.
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Por esse motivo, tragou-se o perfil de diluicdo de trés formulagdes distintas, prototipos de
Nano 2 selecionadas de forma aleatdria, para investigacdo da melhor dilui¢do para aferi¢cdo do
tamanho de goticulas durante o desenvolvimento de Nano 2 (Figura 4). Para plotar os perfis de
dilui¢do, medidas de tamanho de goticula foram realizados na mesma amostra com diferentes
dilui¢es até se obter um correlograma adequado, indicativo de monoespalhamento, ou seja,
até se observar estabilidade no valor de tamanho obtido. O correlograma é um grafico
fornecido pelo equipamento que dd informagdes sobre o tempo gasto para relacionar as
flutuacoes de espalhamento de luz com o didmetro da particula, de forma que, para preparacoes
homogéneas, de baixo PDI e sem presenca de agregados, o equipamento levard pouco tempo
para fazer essa relacdo.

Além disso, informacdes sobre a diluicio da amostra podem ser obtidas a partir da
observacdo da parte final da curva do correlograma, pois a presenca de ruidos na calda final
também pode indicar excesso de particulas ou formulagao instavel, evidenciando a necessidade
de estudar novamente as propor¢des entre os constituintes da nanoparticula. A presenca de
ruidos €, portanto, indicativa de que algo pode contribuir para elevar a tendéncia dos valores de
tamanho para valores maiores.

Outro valor que foi considerado na investigacdo da melhor dilui¢do para mensuracdes de
Nano 2 foi o valor do Intercepto (ou “intercept”). Esse valor, quando préximo de 1, é
indicativo de boa correlacdo. Se a correlacdo foi satisfatoria (o equipamento demorou pouco
tempo para fazer a correlagdo) o valor fica proximo de 1 e o “Result quality” indicard “Good”.
Dessa forma, se a amostra estiver muito diluida, poucas particulas passardo pelo feixe de luz e
0 equipamento levard mais tempo para conseguir correlacionar a flutuacdo de espalhamento de
luz com o diametro, o que gerara um baixo valor de “intercept”.

Independente das diferencas entre as técnicas de andlises, o tamanho médio das goticulas
de Nano 2 € pelo menos o dobro daquelas encontradas em Nano 1. O maior tamanho, bem
como a maior polidispersdo encontrada para Nano 2, podem estar relacionados com a mistura
de fosfolipidios presentes em H20, que sdo constituidos por diferentes grupos de cabeca e
cauda, bem como outros tipos de lipidios, além da fosfatidilcolina, tais como
lisofosfatidilcolina, acidos graxos, trigliceridios, glicolipidios e esterdis (Lipoid, 2017). As
caudas apolares desses lipidios consistem tipicamente de dois dcidos graxos que podem ter
nimeros diferentes de atomos de carbono e duplas ligacdes e, como consequéncia,
apresentarem diferentes formas de interacdo e morfologia estrutural (Grapentin et al., 2015,
McClements et al., 2017). Além do tipo de fosfolipidio, a concentragdo dessas moléculas
também impacta o tamanho das goticulas e a estrutura da emulsdo (Sommerling et al., 2018).

Por exemplo, certos tipos de lecitina de girassol formam camadas unicas de fosfolipidio ao
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redor de goticulas de 6leo, quando usadas em baixas concentragcdes, mas formam multicamadas
nas superficies das goticulas e também outras vesiculas, micelas, lipossomas e até estruturas
liquido-cristalinas, quando sdo dispersos na fase aquosa em altas concentracdes (McClements
et al., 2017). A presenca destas multicamadas e estruturas lamelares influenciam as
propriedades fisico-quimicas das emulsdes, alterando sua textura, aparéncia ou estabilidade e
explicam valores elevados de PDI (Sommerling et al., 2018).

Com a finalidade de investigar o comportamento das fases em que se encontravam
organizados os emulsificantes nas formulacdes Nano 1 e Nano 2, foram realizadas andlises por
microscopia de luz polarizada. As imagens apresentadas na Figura 7 ndo evidenciam estruturas
que desviam a luz polarizada, ou seja, as formulacdes analisadas ndo apresentaram
comportamento anisotropico, sem indicios, portanto, de estruturas liquido cristalinas lamelares
ou hexagonais (Filipovic et al., 2016).

Vale ressaltar, que além dos constituintes dos sistemas emulsionantes e suas
concentragdes, as condi¢des nas quais obtém-se uma emulsdao é de suma relevancia para as
caracteristicas finais da preparacdo. O processo de emulsificacdo da fase oleosa na aquosa
também ¢ afetado significativamente por condi¢cdes como porcentagem de dgua, intensidade de
cisalhamento e temperatura (Wang et al., 2017) mantidos durante o preparo. Uma vez que no
presente trabalho todas as preparacdes foram manipuladas com as mesmas condi¢des, isto €,
mesma temperatura, tempo e velocidade de agitagdo no ultraturrax, e mesmo nimero de ciclos
e pressao no HAP, a discussdo se pautard em como o conjunto de tensoativos € capaz de afetar
a estabilidade de um sistema termodinamicamente instdvel que se constitui uma emulsdo.

Essa instabilidade advém da tensdo interfacial relativamente alta em uma interface dleo-
agua, devido ao contato termodinamicamente desfavoravel entre as moléculas de 6leo e dgua
associadas ao efeito hidrofébico (McClements et. al, 2017). A presenca das moléculas dos
emulsificantes reduzem essa tensdo interfacial quando adsorvidas na interface entre 6leo e
dgua. A capacidade de um emulsificante de reduzir a tensdo interfacial é, portanto, altamente
dependente de suas caracteristicas moleculares, como massa molecular e localizagdo de grupos
hidrofilicos e hidrofébicos (Szymczyk et. al, 2018). Um dos principais efeitos opostos a
adsor¢do de emulsificantes € a redugdo em sua entropia translacional e, portanto, a reduc@o na
tendéncia de adsorver em uma interface. Tal entropia também € altamente dependente da massa
molecular de um emulsificante, de forma que quanto menor ela for, maior a entropia em
oposicao a adsor¢do (Glenn et. al, 2005).

A tendéncia idiossincrdtica de um emulsificante de adsorver a interface 6leo-agua pode

ser descrita usando a Equacdo Isotérmica de Adsor¢ao de Gibbs (Equacdo I), que relaciona a
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quantidade de emulsificante adsorvido na interface (I') a tensdo interfacial (y) e a concentragcdo

de emulsificante no restante da formulacao (c):

_ 1 dy 0
PRT \dln(c)
Onde, I" é a concentracdo do emulsificante na interface, y € a tensdo superficial, c € a
concentracdo do emulsificante na fase continua, R é a constante universal dos gases, T é a

temperatura absoluta e p é um parametro que depende das propriedades idnicas do
emulsificante (McClements et. al, 2017).
A concentragdo do emulsificante na interface estd também relacionada com a area

minima ocupada por molécula de tensoativo, conforme descrito na Equagéo II.

1 (1)

Amin = =—
Nrmax

Onde Amin € a drea minima ocupada por molécula de tensoativo na interface, N
representa o nimero de Avogrado ou o numero de particulas por mol.

A partir da Equacdo (II) entende-se que a drea minima ocupada por molécula de
tensoativo € inversamente proporcional a concentracdo de moléculas na interface dleo/dgua
que, por sua vez, é inversamente proporcional a tensdo superficial (equacdo I). Dessa forma,
quanto maior a drea minima, menor € a concentragdao de tensoativo necessaria para se organizar
na interface 6leo-dgua. Em outras palavras, menor quantidade de energia € necessdria para
transferir 1 mol da molécula de tensoativo para a interface 6leo/dgua (Glenn et al, 2005;
McClements et al., 2017).

Além da drea molecular impactar diretamente a tensdo superficial, como discutido, é
descrito na literatura que a mesma estrutura molecular é responsdvel por interagir com a fase
externa da emulsdo. Segundo Szymczyk e colaboradores (Szymczyk et. al, 2018), a tensdo
superficial do tensoativo pode ser dividida entre interacdes da cauda e da cabeca. A tensdo
superficial da cauda de hidrocarboneto resulta das interacdes intermoleculares Lifshitz-van der
Waals e da cabecga hidrofilica das interagdes Lifshitz-van der Waals, dcido-base de Lewis e
eletrostatica.

A intensidade de tais interagdes € particular tanto de cada classe de moléculas, quanto dos

constituintes que compde a fase externa, que pode ser dotada de caracteristicas que altere a
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area de interacdo com os tensoativos e, consequentemente, a capacidade do emulsificante em
reduzir a tensao interfacial (Glenn et al, 2005).

A Figura 21, a seguir, ilustra as diferentes estruturas moleculares dos agentes

emulsificantes utilizados nas nanoemulsdes obtidas nesse trabalho.

Figura 21. Estruturas moleculares dos agentes emulsificantes utilizados no desenvolvimento de Nano 1 e Nano 2
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Considerando a discussdo supracitada e a analise das estruturas moleculares apresentadas
na Figura 21, é compreensivel as diferengas observadas nos valores de tamanho de goticula,
PDI, taxa de emulsificagdo e viscosidade encontradas nas diferentes formulagdes obtidas
durante o desenvolvimento de Nano 1 e Nano 2. Uma vez que todas as preparagdes foram
formuladas mantendo os mesmos valores de temperatura e taxa de cisalhamento, considera-se
que foi fornecido as fases heterogéneas a mesma quantidade de energia. Somado ao fato da
fase externa e interna serem de constituicdo idénticas, € possivel a conclusdo de as diferencas
encontradas para todos os pardmetros fisico-quimicos investigados deve-se aos componentes
do sistema emulsionante, suas concentragcdes, e a dindmica de suas interagoes.

Para investigacao da morfologia das nanoemulsdes , Nano 1 e Nano 2 foram observadas
em microscopio eletronico de transmissdo (MET). As imagens apresentadas na Figura 8
mostram goticulas de contorno bem definido e de formas e tamanhos irregulares, o que pode
explicar as diferencas entre tamanhos obtidos pela Nano 2 pela técnica de NTA e DLS e sua
polidispersdo mais elevada.

E descrito na literatura que alta concentracdo de tensoativos na interface 6leo/dgua pode

ser a responsavel por alguma deformagdo tempordria da borda externa em glébulos de 6leo. Os
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achados afirmam, ainda, que a perda temporaria da forma esférica das goticulas nao altera a
estabilidade do sistema (Lawson et al, 2004).

A anélise por MET mostrou também goticulas com didmetro médio maior do que o
observado por DLS e NTA (Tabela 10), tanto para Nano 1 quanto para Nano 2. E possivel que
esse maior tamanho esteja relacionado a artificios inerentes a técnica de preparo para analise
por MET. A evaporacdo da fase externa da nanoemulsdo pode resultar em rearranjo dos
emulsificantes na interface e coalescéncia das goticulas, resultando no maior tamanho de
goticulas observado com essa técnica.

Compreendidos os diferentes resultados encontrados durante a caracterizagdo de Nano 1
e Nano 2 a partir de seus sistemas emulsionantes distintos, as investigacdes seguiram no
sentido de entender como essas diferencas podem influenciar a interacdo de ambas preparacdes
com fibroblastos murinos da linhagem NIH-3T3 e queratindcitos humanos imortalizados
HaCat.

Para o ensaio de citotoxicidade, em ambas as células, a formulacdo Nano 1 esteve
relacionada com um valor de viabilidade celular significativamente menor que NC e Nano 2
(Figura 9). O fato de NC e Nano 2 nado apresentarem diferenca no valor da viabilidade celular,
¢ indicativo de que existem combinacdes de tensoativos sintéticos que podem ser tao indcuos
quanto emulsificantes extraidos de fontes naturais. De fato, € descrito na literatura que
diferentes tensoativos apresentam diferentes concentragdes toxicas em estudos que utilizam
células em monocamada. Arechabala e colaboradores (Arechabala et al., 1999) compararam a
citotoxicidade de varios emulsionantes em culturas de fibroblastos humanos usando o ensaio
MTT. Foram encontradas diferencas nos valores de toxicidade inerente aos tensoativos € o
Tween 60, presente em Nano 1, se apresentou mais citotoxico que o Tween 80, presente em
NC. Os resultados encontrados para o teste de citotoxicidade de Nano 1, Nano 2 e NC
corroboram, portanto, com o achado de Arechabala et al.

Além disso, o efeito deletério dos tensoativos sobre as células depende do status da
molécula: se livre em solu¢do; orientado na interface 6leo/agua; ou ainda da sua conformacao
nessa interface. Os grupos moleculares capazes de gerar danos as células podem estar expostos
ou favoravelmente blindados, alterando, assim, a toxicidade idiossincratica da molécula
quando compde uma particula (Muller et al, 1997). Dessa forma, a toxicidade inerente a Nano
1 pode estar tanto no excesso de Tween 60, favorecendo a forma livre e mais téxica do
tensoativo em solugdo, quanto na forma com que esse tensoativo se orienta na superficie da
goticula. Muller e seus colaboradores também descreveram a redugdo de toxicidade de Tween
80 em 50% quando ligado a um sistema de liberagdo. Fenomeno semelhante pode ter ocorrido

com esse emulsionante em NC.
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Redug¢des na citotoxicidade podem, ainda, serem decorrentes do prejuizo ou falha na
internalizacdo celular do tratamento estudado. Para investigar a taxa de internalizacao de Nano
1 e Nano 2, estudos de uptake foram realizados, tanto quantitativamente, por citometria de
fluxo (Figuras 10 e 11), quanto qualitativamente, por microscopia confocal (Figura 12). Os
resultados obtidos a partir da citometria de fluxo indicam que aproximadamente 80% das
goticulas foram absorvidas pelos fibroblastos ap6és 15 min de incubacdo, independente das
caracteristicas da formulacdo. As goticulas da Nano 1 foram, no entanto, mais rapidamente
absorvidas do que as da Nano 2, ja4 que em apenas 5 min de incubagio, aproximadamente 50%
delas ja foram internalizadas contra 10% das goticulas da Nano 2 (Figura 10). Perfil
semelhante € observado para os queratindcitos, apesar da porcentagem de células
internalizadas por eles apds 15 min ser menor do que a internalizada pelos fibroblastos no
mesmo periodo.

Ja foi demonstrado que diferentes propriedades de nanoparticulas, como tamanho, forma,
material e revestimento da superficie, bem como o tipo de célula, idade, interacdo com outras
células e o ambiente celular, influenciam a captagdao de nanoparticulas e o0 comportamento da
célula (Ikomi et al., 1995; Kuhn et al., 2014). Com a finalidade de compreender se os
diferentes resultados obtidos nos ensaios de uptake, decorreram da composicao dos sistemas
emulsionantes de Nano 1 e Nano 2 ou se de seus diferentes didmetros, a formulagdo Nano 2 foi
retrabalhada, recebendo mais energia de homogeneizagao, até que o tamanho de suas goticulas
atingisse tamanho semelhante ao da Nano 1. Essa preparacdo fora denominada Nano 2.2. Ndo
foram, no entanto, observadas diferencas estatisticamente significativa s entre a taxa de
internalizacdo de Nano 2 e Nano 2.2 para ambos tipos celulares (Figura 11). Esse resultado
sugere que a constituicdo quimica dos sistemas emulsionantes e seu arranjo na superficie das
goticulas € mais relevante para a internalizacdo das goticulas do que seu tamanho.

As caracteristicas das células também influenciam no uptake das goticulas, sendo que
uma maior porcentagem da Nano 1 foi internalizada pelos queratinécitos do que a Nano 2 no
periodo em que o experimento foi realizado. E possivel, nesse caso, que excesso do tensoativo
Tween 60, que compde a Nano 1, tenha algum efeito de permeabilizacdo nas membranas
celulares, o que reflete numa maior internalizacdo das goticulas e maior toxicidade (Figura 9)
quando comparada com a Nano 2, que nao tem esse tensoativo sintético.

Ainda durante as investiga¢Oes acerca da forma de interagcdo entre goticulas e células, a
microscopia confocal foi realizada e mostrou que ambas formulacdes se distribuem de maneira
uniforme no citoplasma das células (Figura 12). A diferenca na intensidade de fluorescéncia

encontrada para Nano 1 e Nano 2 decorre, provavelmente, do maior tamanho e teor lipidico de
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Nano 2, mais rica em porcentagem de fosfolipidios. Assim, o agente fluorescente utilizado,
bodipy, fortemente lipofilico € mais evidente.

Seguindo os estudos para entendimento da interacdo da superficie das goticulas de Nano
1 e Nano 2 na superficie celular, ensaios de arranhdo (scratch assays) foram realizados para
verificar possiveis alteracbes na expressdo de moléculas de adesdo na membrana celular,
quando fibroblastos e queratindcitos sdo colocados em contato com concentracdes crescentes
de Nano 1 e Nano 2.

Para que o tempo zero, inicial, do experimento fosse determinado com maior clareza, um
grupo de células foi inativada com DMSO logo apods a realizagdo do arranhdo. A proliferagdo
das células nos outros grupos foi determinada em func¢do do tempo zero desses grupos. Essa
estratégia possibilita a determinacdo do tempo inicial com mais acuracia, mas leva a maiores
variacOes experimentais uma vez que a porcentagem de proliferacdo é feita em relacdo a
culturas celulares distintas. Esse € um dos motivos de ndo terem sido observadas diferencgas
entre os grupos tratados com DMSO (células paralisadas imediatamente apds o arranhdo),
grupo sem tratamento (basal), e grupos tratados com ambas formulacdes nas diferentes
concentracgdes testadas quando realizado o teste estatistico ANOVA. No entanto, quando o test-
t foi realizado comparando o grupo controle (com DMSO) com o basal foi possivel afirmar que
aproximadamente 30% das células migravam em funcdo das bordas em dire¢cdo ao centro do
arranhdo (Figura 14). As células tratadas com as nanoemulsdes apresentaram proliferagdo
semelhante a do grupo basal sugerindo, assim, que as nanoemulsdes ndo prejudicam a
migracdo dos queratindcitos nas concentracoes e condi¢Oes testadas, mas também ndo a
estimulam a migragao.

O ensaio scratch possui, no entanto, vdrias limitacdes. Suas principais desvantagens
incluem a dificuldade em se induzir arranhdes regulares nas placas de cultura e a possivel
destruicdo dos revestimentos da matriz extracelular. De fato, esse ensaio esta relacionado com
variacOes entre os experimentos na velocidade de raspagem e na geometria da regido ferida, o
que pode dificultar a comparagdo entre os experimentos (Riahi et al., 2012). Além disso, as
células removidas podem se acumular na borda do espaco gerado artificialmente ou o conteido
celular pode ser liberado para o ambiente, o que pode impedir a andlise dos dados, além de
afetar a proliferacdo e migracdo consequentes necessdrias para o fechamento da ferida (Stamm
et al., 2016). Assim, € dificil controlar a extensdo da lesdo celular, o que pode complicar o
processo de migragdo celular. Dessa forma, o rendimento e a reprodutibilidade do ensaio
convencional de cicatrizacdo de feridas sdo, frequentemente, limitados (Riahi et al., 2012).

As limitacdes nos modelos 2D de estudo da cicatrizacdo evidenciam a necessidade do

desenvolvimento de novos modelos tridimensionais (3D) in vitro para estudar os processos de
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cicatrizacdo. Tal desenvolvimento marca o préximo passo na pesquisa de cicatrizagdo de
feridas. Os modelos alternativos ao uso de animais que se baseiam em cultura de células 3D
empregam scaffolds semeados com células para induzir o mecanismo complexo de
cicatrizagdo, como interagdes célula-matriz e célula-célula, ou cultivam tecidos vivos, como o
modelo hOSEC (cultura de explante de pele organotipica humana) para investigagdes em pele
humana, preservados todos os seus constituintes.

Desses constituintes, pode-se citar os melandcitos, as células de Langerhans,
queratindcitos, toda a estrutura de fibroblastos dérmicos, glicosaminoglicanos e coldgeno
(Lebonvallet et al., 2010), além de foliculos pilosos, glandulas sebédceas e células de defesa,
como macréfagos e linfécitos remanescentes.

Certamente, os dados da fisiologia da pele mais confidveis sdo aqueles coletados em
estudos com fragmentos de tecido humano. Previamente aos estudos com os explantes
verificou-se, no entanto, a seguranga das formulacdes em relacdo a qualquer atividade pro-
inflamatdria. Tal ensaio € importante, pois para o estabelecimento de um ambiente favordvel a
cicatrizacao € primordial o equilibrio entre a agdo oxidante das ROS e a acdo anti-inflamatdria,
que preserva o tecido. As ROS sdo liberadas por células de defesa, destacando-se os
macrofagos, apos estimulo por citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a. Enquanto a
acdo oxidante das ROS € relevante por ser deletéria aos microorganismos que infectam a lesdo,
sdo igualmente deletérias ao tecido adjacente que entram em contato. Dessa forma, espécies de
acdo anti-inflamatdria s@o tdo necessdrias quanto a expressdo de moléculas oxidantes, mas o
estimulo de espécies reativas pelas formulacdo pode levar a um desequilibrio entre essas
espécies e dificultar o processo de cicatrizagdo.

A influéncia das formula¢des na expressdao de mediadores pro-inflamatdrios foi avaliada
in vitro em macréfagos extraidos do sangue humano e cultivados em cultura. Pode-se observar
na Figura 15 que as nanoemulsdes ndo alteraram a expressdo de IL-6 e TNF-a dos macrofagos,
mostrando que sdo seguras para serem administradas.

Por outro lado, os Oleos que compdem as formulagdes podem apresentar agdo anti-
inflamatoria no tecido lesado. Isso porque, como mencionado anteriormente, Si0 numMerosos Os
estudos que comprovam os efeitos anti-inflamatdrios do 6leo de girassol (Aboki et al., 2012;
Eichienfield et al., 2009; Guo et al., 2017; Moreski et al., 2018; Wendt, 2005; Belilovsky et al,
2015; Regente et al., 2000; Menendez et.al., 2010). Em doses ndo tdxicas, polifendis extraidos do
6leo de girassol (4cidos grandiflordlico, caurendico e traquilobandico) reduziram, de maneira
concentracdo-dependente, a producdo de NO, PGE2 e TNF-a, bem como a expressdo de NOS-2 e
COX-2. Esses diterpendides exibiram significativa atividade anti-inflamatoria in vivo e suprimiram

o edema da orelha de camundongo induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Além
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disso, também foi encontrada inibi¢cdo da acdo da mieloperoxidase (MPO), um indice de infiltracdo
celular relacionada a esses compostos (Pal et al, 2011). A grande quantidade de polifendis
encontradas no dleo de rosa mosqueta, como glicosidios flavondides e proantocianidinas, além de
carotendides afiancam as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias atribuidas a essa espécie
(Santos et al., 2009; Delbon et al., 2017; Pichonelli et al., 2016) e que podem propiciar as
formulagdes desenvolvidas esses efeitos.

Os lipidios que constituem os 6leos de girassol e de rosa mosqueta podem também apresentar
pronunciada contribui¢do no reestabelecimento da fun¢do barreira lipidica da pele e no aumento da
permeabilidade da membrana celular, facilitando a entrada de fatores de crescimento e estimulando,
assim, a proliferacdo e migracdo celular e a neoangiogénese. Dessa forma, podem interferir
diretamente na fase proliferativa da cicatrizacdo. De forma simultanea, altas concentracdes de acido
ascorbico (vitamina C) encontradas no 6leo da semente de rosa mosqueta tém relevante papel na
regeneracao tecidual, sendo um importante elemento para a formacdo e deposicdo das fibras
coldgenas sobre a cicatriz (Santos et al., 2009).

Achados na literatura ainda afirmam que, além da manutencdo da barreira cutanea contra a
perda de dgua, o dcido linoleico, presente nos Oleos de girassol e rosa mosqueta atuam como
precursor das prostaglandinas e desempenham um papel na regulacio da divisdo celular,
diferenciacdo da epiderme e, consequentemente, no controle da descamacao da pele (Guo et al.,
2017).

Com intuito de comprovar esses achados, foram realizados os ensaios ex vivo no modelo de
cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC). No primeiro experimento (hOSEC 1), a
formulacdo Nano 1, sem qualquer diluicdo, contendo 6,5x1013 particulas/mL, foi aplicada 1 vez ao
dia no interior das ulceras. A morfologia das bordas da lesdo, em fun¢do do tempo, foi comparado
com a morfologia de ulceras tratadas somente com o meio de cultura, o grupo basal (Figura 17). O
inicio da fase proliferativa da cicatrizacdo € caracterizado pela migracdo e projecdo de
queratindcitos das bordas para o interior da lesdo. A linha de queratindcitos em proliferagdo sobre a
derme origina-se na epiderme viavel adjacente a lesdo e é denominada “lingua de queratindcitos”,
ou, segundo alguns autores, “cabeca de cobra” (evidenciada pelas setas na Figura 17-B). O
desenvolvimento do estrato corneo € condicionado ao desenvolvimento da “lingua de
queratindcitos”, pois € esse novo epitélio que servird de sustentacdo para o desenvolvimento da
camada cérnea.

Apesar da lingua de queratindcitos ter sido observada para ambos grupos tratado com Nano 1
e grupo basal, ela estava muito mais evidente no grupo basal. Diferencas na jungdo derme-epiderme

nas bordas da lesdo também puderam ser observadas apds 7 dias de tratamento (D7) em relacdo ao
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inicio (DO). Em DO, a jun¢do entre derme e epiderme na adjacéncia da ulcera apresentava papilas
dérmicas bem definidas, diferentemente de D7 nos demais grupos. Nota-se que em DO (Figura 17-
A) a descontinuidade do estrato cdrneo foi abrupta, de forma que ainda ndo sdo observadas
morfologias caracteristicas de borda de lesdo, como o aspecto “cabeca de cobra” e projecdo da
“lingua de queratindcitos”, além de alteragdes da juncdo derme-epiderme. Tais morfologias,
entretanto, sdo observadas em D7.

O grupo tratado com Nano 1, apesar de apresentar a morfologia “cabeca de cobra” nas bordas
de suas lesdes, ndo apresentou, em nenhuma replicata, o avanco das células epiteliais para o centro
da les@o, como ocorreu no Grupo Basal. Tal resultado, além de validar o modelo como promissor
para investigacdo de reepitelizagdo cutanea, evidenciou a fragilidade do tecido neoformado,
indicando que investigacdes acerca da influéncia da formulagdo Nano 1 na diferenciagdo e
proliferacdo de queratindcitos deveria ser realizada.

Para tal, executou-se, via ensaios de imuno-histoquimica, a coloracdo dos cortes com
marcadores de citoqueratina 10 (Ck10) e da proteina Ki-67 (Ki-67), marcadores especificos para
células em diferenciacdo e células em proliferacdo, respectivamente. A Figura 18 ilustra o aspecto
de regides de borda de lesao em DO e em D7, daqueles fragmentos tratados diariamente com Nano
1. Os resultados do ensaio de imuno-histoquimica evidenciaram que o tratamento com Nano 1 sem
diluicdo ndo altera a expressao de Ck10, tampouco de Ki-67, dos queratindcitos que se encontram
na borda da lesdo e entraram em contato com a formulagdo. Os fragmentos tratados com Nano 1
ndo apresentaram, portanto, caracteristicas indicativas de morte celular, citotoxicidade ou alteracdo
nos processos de proliferacdo e diferenciacdo celular, seja em estagio inicial ou final. Esse achado é
indicativo de que a presenca das particulas da formulacdo no interior da dlcera poderia constituir
uma barreira fisica que prejudica a proliferacdo e migragdo dos queratindcitos das bordas para o
leito da lesdo.

Como nido foram encontrados, até o momento em que foram obtidos tais resultados, trabalhos
que dissertam sobre a influéncia da densidade de particulas no leito de tdlceras provocadas em
fragmentos de pele humana mantidos em cultura, alteracdes na execucdo do experimento foram
realizadas, de forma pioneira, no sentido de investigar a influéncia da densidade de particulas de
preparacdes no crescimento do novo epitélio utilizadas no modelo. Portanto, na segunda série de
experimentos realizadas no modelo hOSEC diferentes concentracdes de particulas de Nano 1 e NC
(1,3.1012,6,5.101 e 3,2.10!1 particulas/mL) foram aplicadas sobre as ulceras.

E possivel observar na Figura 19 a formacdo de um novo epitélio (inicio da projecdo da
“lingua de queratindcitos”) a partir do D7 que aumenta de extensdo em fungdo do tempo,

reepitelizando a ulcera induzida. Tanto em D7 como em D14, a extensdao desse novo epitélio nos



81
grupos tratados com a Nano 1 e com o 6leo vegetal Dersani®, em todas as concentracdes estudadas,
foi maior do que a reepitelizacdo observada nos grupos nado tratados (controle) e tratados com a
nanoemulsdo de 6leo mineral (NC) (Tabela 10), indicando que os extratos vegetais presentes em
Nano 1 e Dersani® podem influenciar positivamente a reepitelizacao.

Para todos os grupos ndo foi encontrada diferenga estatisticamente significativa de taxa de
reepitelizacdo entre as concentracdes de particulas quando observamos o mesmo grupo. No entanto,
ao comparar os resultados obtidos entre os diferentes grupos, as amostras tratadas com menor
nimero de particulas de Nano 1 (3,25x101! particulas/mL) e maior diluicdo de Dersani® (1:200),
apresentaram taxa de reepitelizacdo superior e estatisticamente significativa em detrimento dos
controles negativo (NC), sugerindo que os experimentos subsequentes considerassem os maiores
valores de dilui¢cOes (ou menores valores de densidade de particulas) das formulagdes testadas no
leito da lesdo.

Alguns estudos que dissertam sobre influéncias fisicas no retardo da cicatrizacdo em achados
clinicos abordam a presenca de biofilmes e pontos de pressdo em pacientes acamados. Tanto a
presenca dos microorganismos em rede, quando as protuberincias dsseas impedem, fisicamente, a
migracdo e proliferacdo de queratindcitos das bordas para o leito da lesdo instalada, dificultando a
cicatrizacdo (Metcalf et al., 2013). Mecanismo semelhante de impedimento pode ter ocorrido com a
presenca das formulagdes em concentracoes elevadas no ensaio hOSEC 2. Isso ndo significa, no
entanto, que as nanoemulsoes terdo que ser diluidas para aplicagdes in vivo. Os resultados sugerem
apenas que, para bem avaliar sistemas nanoparticulados em modelos ex vivo do tipo hOSEC, o
controle da concentracdo de particulas € importante para ndo prejudicar a proliferacao celular.

Outro resultado obtido com essa segunda série de experimentos discorre acerca da
morfologia encontrada na regido da derme para os grupos que receberam formulacdes-tratamento,
quando comparada com a derme do grupo controle (NC) e DO. Fibroblastos presentes na derme dos
grupos tratados com Nanol e Dersani®, apresentaram distribuicio mais homogénea e melhor
empacotamento em todos os tempos estudados (Figura 19).

De fato, sdo abundantes os achados na literatura que comprovam os beneficios na produgao de
coldgeno causada pelos extratos naturais presentes em Nano 1 e Dersani®. A acdo antioxidante dos
polifendis e vitaminas presentes nos Oleos vegetais, além de reduzirem taxas de peroxidacdo
lipidica, também promovem a viabilidade das fibrilas de coldgeno, a for¢a das fibras de coldgeno, o
aumento da circulag@o, retardam o dano celular e estimulam a sintese de DNA (Schaffer e
Halliwell, 2012). Fitoquimicos, como os taninos e saponinas, adicionalmente auxiliam na contracdo
da ferida por estarem relacionados com o aumento da resisténcia do vaso capilar e a proliferagdo de

fibroblastos (Krishnank et al., 2019). J4 o &cido linoleico estd relacionado com propriedades
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promotoras da neovascularizacdo (angiogénese) local, interferindo positivamente na migragdo
celular, proliferacdo e diferenciacdo fibrobldstica e, consequentemente, na sintese de matriz
extracelular, rica em coldgeno (Moreski et al., 2018). Ainda, altas concentracdes de acido ascorbico
(vitamina C) encontradas no 6leo da semente de rosa mosqueta t€ém relevante papel na regeneracao
tecidual, sendo um importante elemento para a formagdo e deposicdo das fibras coldgenas sobre a
cicatriz (Santos et al., 2009).

Mesmo com a presenca dos mesmos constituintes naturais na fase interna, a taxa de
cicatrizacdo de Nano 1 e Nano 2 ndo foram semelhantes na terceira série de experimentos realizada
(Figura 20). Utilizando a densidade de particulas adequadas para observar efeitos no modelo
hOSEC (3,25x10!! particulas/mL), o terceiro ensaio foi conduzido no sentido de compreender se
haveria diferenca significativa entre a taxa de cicatrizagdo de Nano 1, Nano 2 e Dersani ®, bem
como comprovar a diferenca entre os grupos tratados com os extratos naturais e os grupos controle
(Basal e NC).

Os resultados desse ensaio apresentaram diferencas significativas entre os grupos tratados
com Oleos naturais e controles, corroborando com os resultados obtidos na segunda série de
experimentos, na qual as taxas de cicatrizacdo foram superiores para Nano 1 e Dersani®, que nao
apresentaram diferencas significativas entre si. No entanto, houve diferenca significativa entre esses
dois grupos e aqueles tratados com Nano 2. Uma vez que a concentracdo dos extratos naturais em
Nano 1 constitui aproximadamente 20% da formulacdo, sendo os demais 80% fase aquosa, € que
Dersani® se constitui em sua totalidade da mistura de dleos, pode-se sugerir que o sistema de
liberagdo desenvolvido em Nano 1 potencializou em 5 vezes a a¢do dos 6leos naturais na taxa de
cicatrizacdo. Ademais, sendo Nano 2 também composta pela mesma fracdo de fase oleosa idéntica a
Nano 1, é possivel a conclusdao de que o sistema emulsionante pode influenciar a atividade de
insumos ativos encapsulados ou estabilizados por eles, potencializando mais (Nano 1) ou menos
(Nano 2) essa atividade.

Para melhor compreensdo de como se estabelece essa diferenca na atividade dos insumos
ativos quando em contato com estruturas da pele mediados pelo sistema emulsionante de Nano 1 e
Nano 2, um estudo de penetracdo foi conduzido. Adicionalmente, com esse estudo objetivou-se a
investigacdo do comportamento de ambas formulacGes em acometimentos cutaneos que requerem
estimulos pré-cicatrizantes, mas que mantém a camada cérnea, como ocorre nas dermatites.

A influéncia da emulsificag@o dos dleos na fase interna das nanoemulsdes pode ser observada
na Figura 16. Quando em solu¢do (Dersani®), a penetracdo do 6leo na epiderme foi heterogénea,
como mostra a Figura 16-A. A encapsulacdo de apenas 18% dos Oleos nas nanoemulsdes

possibilitou uma penetracdo mais homogénea e dependente do sistema emulsionante: Nano 1
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penetrou em todas as camadas da pele (Figura 16-B) enquanto que Nano 2 se manteve na epiderme
(Figura 16-C). A maior intensidade de fluorescéncia do bodidy, molécula lipofilica utilizada como
marcador da penetracdo dos 6leos, observada quando as nanoemulsoes foram aplicadas em relagdo
ao Dersani® indicam maior penetracdo dos 6leos quando emulsificados. Salienta-se que em todos
os casos 1 mL das formulacdes foi aplicado sobre a pele, mas que os 6leos compunham apenas 18%
das nanoemulsdes em detrimento dos 100% de dleo que compdem o Dersani®. As nanoemulsdes
aumentaram consideravelmente, dessa forma, a penetracdo cutanea dos Oleos, possibilitando uma
maior entrega de seus principios ativos para a pele.

A influéncia do sistema emulsificante, ja observada nos estudos de cicatrizagdo, também pode
ser ressaltada nos estudos de penetracdo cutanea. A presenga do tensoativo sintético Tween 60 na
Nano 1 aumentou a penetracao dos 6leos nas camadas mais profundas da pele quando comparado
com a Nano 2, que ndo continha esse tensoativo. Esses resultados corroboram com os estudos de
uptake celular, apresentados nas Figuras 10 e 11, que mostraram uma maior internalizacdo da Nano
1 pelos queratindcitos, sugerindo uma provédvel permeabilizacio das membranas celulares,
comprovada nos estudos de penetracdo cutanea.

Em contrapartida, a presenca apenas dos emulsificantes naturais na Nano 2 foram capazes de
manter altas concentragdes dos Oleos na epiderme vidvel. Esse direcionamento € bastante
interessante quando se pretende tratar doengas de pele, uma vez que a penetracio até a derme, como
observado para Nano 1, com seus multiplos capilares, possibilita a entrega de substancias para a
circulacdo sistémica. Essa entrega ndo € desejada, na maioria das vezes, em tratamentos
dermatoldgicos, pois pode induzir efeitos adversos fora do local do tratamento.

Esses estudos mostram ainda a versatilidade das nanoemulsdes desenvolvidas. Os estudos ex
vivo com explante de pele humana sugeriram que a Nano 1 tem um maior potencial no tratamento
de feridas abertas, como as tlceras induzidas nos fragmentos de pele. J4 a Nano 2 tem grande
potencial para tratamento de disturbios cutaneos que atingem a pele. Ambas nanoemulsdes sdo
carregadores promissores para moléculas lipofilicas, sendo a Nano 1 capaz de carred-las para

camadas mais profundas da pele e a Nano 2 capaz de direcionar sua entrega para a epiderme.
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6. CONCLUSAO

Em suma, 6leos vegetais foram emulsificados com sucesso em nanoemulsdes estdveis, com
viscosidade adequada para administracdo na forma de spray, utilizando-se como agentes
emulsionantes fosfolipidios extraidos do girassol e da soja. A adi¢do de pequena porcentagem de
um tensoativo sintético resultou em nanoemulsdes com goticulas oleosas com menores didmetros,
maior uptake celular e permeacdo cutinea, além de maior potencial cicatrizante. Nanoemulsoes
compostas somente por fosfolipidios de origem natural como emulsificantes e estabilizantes foram
capazes de direcionar a penetracio dos 6leos vegetais para a epiderme viavel e apresentaram menor
potencial citotéxico do que as nanoemulsdes que continham o tensoativo sintético.

Ainda, mostrou-se pela primeira vez nesse trabalho a importancia da padronizacdo da
concentracdo de nanoparticulas para garantir respostas fidveis em ensaios de cicatrizacdo utilizando-
se modelo ex vivo de cultura de explante de pele organotipica humana (hOSEC).

Conclui-se, assim, que a combina¢do adequada de fosfolipidios de origem natural possibilita a
obtencdo de nanoemulsdes de Oleos vegetais com caracteristicas especificas e versateis, com

potencial aplicacdo para o tratamento de distirbios cutaneos.
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