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RESUMO

O &acido hialurénico (AH) é um polissacarideo natural composto de unidades
dissacarideas alternadas entre o N-acetil-D-glicosamina e o acido D-glicur6nico
que desempenha um papel fundamental na manutencdo da integridade tecidual,
facilitando a adesao e diferenciacdo de células durante a inflamagéo, e o reparo
de feridas com formacdo de vasos sanguineos. A espécie vegetal Arrabidaea
chica (Humb. & Bonpl.) Verlot é encontrada em quase todo o Brasil e séo
atribuidos a ela propriedades terapéuticas para enfermidades da pele. Técnicas de
micro e nanoencapsulacdo sdo empregadas através de processos quimicos,
fisicos ou fisico-quimicos visando o aumento das interacbes com tecidos, pelo
aumento da area superficial. Neste trabalho, foi proposto o estudo de varidveis
operacionais para a produgdo de micro e nanoparticulas de AH através do método
de emulséo a/o reticuladas com dihidrazida adipica (ADH), com encapsulagcéo do
extrato vegetal da Arrabidaea chica para avaliacdo da atividade angiogénica e
cicatrizante. Os resultados obtidos mostraram que a formagédo e propriedades
fisico-quimicas das particulas de AH produzidas por emulsificacdo sao
diretamente relacionadas com a velocidade de agitagdo, ao pH e a razédo do
reticulante e do extrato bruto com o AH. Ensaios in vitro em fibroblastos humanos
tanto com as particulas vazias como com o extrato da A. chica ndo apresentaram
toxicidade celular, e ensaios in vivo realizados em CAM, tegumento do dorso de
camundongos e dorso de ratos evidenciaram o efeito angiogénico das micro e
nanoparticulas formadas com inducado da formacao de novos vasos sanguineos,
imprescindivel para o processo de cicatrizagdo. Concluimos assim que a
encapsulagado beneficiou e potencializou a atividade cicatrizante do extrato bruto
da A. chica contribuindo para o desenvolvimento de novas formulacbes para

aplicagdes farmacéuticas e cosméticas.

Palavras-chave: micro e nanoparticulas de acido hialurbnico, angiogénese,

cicatrizagcao, Arrabidaea chica, formulacoes farmacéuticas e cosméticas.
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ABSTRACT

The hyaluronic acid (HA) is a natural polysaccharide composed of
alternating units dissacarideas between the N-acetyl-D-glucosamine and D-
glucuronic acid. HA plays a key role in the maintenance of tissue integrity,
facilitating adhesion and cell differentiation during inflammation, wound repair, and
with the formation of blood vessels. The vegetable species Arrabidaea chica
(Humb. & Bonpl.) Verlot is found throughout Brazil and it is assigned therapeutic
properties for skin diseases. The Micro and nanoencapsulation of active
compounds tend to increase their efficiency of action for providing protection and
greater interaction with tissues due to its high surface area. In this work we studied
the influence of operational variables for the production of micro and nanoparticles
of HA through of w / o emulsification and crosslinking with adipic dihydrazide
(ADH). The Arrabidaea chica vegetable extract was encapsulated in HA micro and
nanoparticles and the angiogenic activity and healing evaluated. The results
showed that the formation and physicochemical properties of HA particles
produced by emulsification are directly related to the stirring still, pH and both
ratios ADH and crude extract with AH. In vitro assays in human fibroblast cells with
empty or encapsulating the A. Chica extract showed no cellular toxicity. In vivo
assays performed in CAM, mouse back tegument and mice demonstrated the
angiogenic effect of micro and nanoparticles formed with induction of the formation
of new blood vessels essential to the healing process.From these results we
conclude that the encapsulation benefited and enhanced the healing activity of the
crude extract of A. chica contributing to the development of new formulations for
pharmaceutical and cosmetic applications

Keywords: hyaluronic acid micro and nanoparticles, angiogenesis, wound healing,
Arrabidaea chica, pharmaceutical and cosmetics formulations.
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l. Introducao.

Os avancos na ciéncia de polimeros e tecnologias para suas aplicagdes em
diversas éreas, incluindo a micro e nanotecnologia, tém promovido o
desenvolvimento de particulas coloidais utilizando polimeros sintéticos ou naturais
para aplicacées em produtos farmacéuticos, cosméticos e biomateriais (Gaffney,
2010; Fronza et al., 2007).

A combinagao de biomateriais, células e moléculas bioativas podem facilitar
a recuperacao de tecidos doentes ou lesionados (Chen & Mooney, 2003),
oferecendo um potencial para o desenvolvimento de tecidos autblogos para o
reparo de defeitos primarios, indiferentemente se o defeito acontecer em um 6rgao
sélido, tecidos moles ou tecido 6sseo (King & Patrick, 2000).

O desenvolvimento de novos biomateriais com enfoque no processo
cicatricial, vem acelerando ao longo dos anos, incluindo a aplicagcdo na engenharia
tecidual (Cai et al, 2005).

O &cido hialurénico (AH) é um polimero natural, que tem sido usado
amplamente em aplica¢des clinicas, devido as suas diferenciadas propriedades
reoldgicas (viscosidade e viscoelasticidade), fisico-quimicas (alta capacidade de
hidratacdo) e biolégicas (receptores em células CD44). As aplicagdes incluem
cirurgia ocular, viscossuplementacdo e cicatrizacdo de feridas (Garg & Hales,
2004; Rosier & O’keef, 2000), e mais recentemente também o carreamento de
farmacos (Yun et al, 2004).

O interesse na pesquisa de novas substancias ativas de origem vegetal
vem aumentando significativamente ao longo dos anos, em patrticular, o interesse
nas investigacdes de extratos vegetais que auxiliem no processo cicatricial,
principalmente de Ulceras diabéticas e aquelas provocadas pelo efeito colateral do
uso de alguns medicamentos (Newman, 2008) e quimioterapicos (Cragg &
Newman, 2009).

A espécie vegetal Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot € encontrada
em quase todo o Brasil e muito comum na Floresta Amazoénica. Sdo atribuidos a

A. chica propriedades terapéuticas para enfermidades da pele. Estudos



desenvolvidos no CPQBA-UNICAMP comprovaram que o extrato bruto de A. chica
induz a proliferacao de fibroblastos in vitro e estimula a sintese de colageno in vivo
e in vitro além de apresentar moderada capacidade antioxidante e atividade
antiulcerogénica (Jorge et al., 2008).

Sistemas de liberagdo de farmacos (DDS) capazes de promoverem a
liberagdo sustentada de farmacos e/ou o seu direcionamento especifico,
reduzirem doses, frequencia de administracdo e portanto efeitos colaterais, tém
trazido grande impacto em terapias de diversas doencas. Micro e nanoparticulas
constituem uma parte importante desses DDS, que em virtude do seu tamanho
reduzido e elevada area superficial, possuem propriedades eficientes de
carreamento de compostos bioativos e de interacdo com tecidos. (Vasir et al.,
2003, Lasic, 1993).

Atualmente, as aplicacdes cutaneas das micro e nanoparticulas tém sido
exploradas, envolvendo polimeros naturais, sintéticos e lipossomas. A associagcédo
de farmacos a essas particulas tem melhorado a sua eficiéncia de acao em
relacdo a forma livre, trazendo beneficios para o tratamento de doengas como a
leishmaniose cutanea, e constituindo também a mais nova geracao de cosmeéticos
funcionais (Beck et al., 2011; Baroli, 2010; Guterres et al., 2007).

Dentro deste contexto, neste trabalho foi estudada a producado e
caracterizacdo de micro e nanoparticulas de AH. Essas particulas encapsularam
um extrato vegetal de Arrabidaea chica fornecido pelo setor de fitoquimica do
CPQBA-UNICAMP. As particulas vazias e contendo o extrato vegetal foram
caracterizadas quanto as suas propriedades fisico-quimicas tais como: tamanho,
distribuicdo e grau de intumescimento, capacidade de encapsulacao do bioativo e
liberacédo sustentada, e quanto as suas propriedades cicatrizantes, em ensaios in
vitro em cultura de células de fibroblastos humanos e ensaios in vivo de
angiogenicidade (com membrana corioalantéide e tegumento do dorso de

camundongos) e de cicatrizacdo em ratos.



I.1. Objetivo e Metas.

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de nano e microparticulas
poliméricas constituidas de acido hialurénico e encapsulacao de extrato vegetal da
Arrabidaea chica para aplicagdes em cicatrizacao.

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as seguintes metas:

1. Preparacao das micro e nanoparticulas:

e Preparacdo e caracterizagdo de particulas vazias de acido hialurénico
reticuladas quimicamente com diidrazida adipica;

e Encapsulacdo de extrato vegetal de Arrabidaea chica nas particulas com
propriedades fisico-quimicas mais promissoras;

2. Estudos in vitro:

e Ensaios in vitro da capacidade de indugdo do crescimento celular em
fibroblastos humanos;

3. Estudos in vivo:

e Ensaios in vivo da capacidade indutora da angiogénese em membrana
corioalantéide e no tegumento do dorso de camundongos.
e Ensaios in vivo de cicatrizacao de feridas em ratos.

e Ensaios da capacidade indutora da producgéo de colageno.
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Il Revisao bibliografica.
Il. 1. Tegumento.

O tegumento é o maior érgao do corpo, correspondendo a 16 % do peso de
um individuo, que serve como barreira de agentes externos. E constituido por trés
camadas denominadas epiderme, derme e hipoderme, ou tecido subcutaneo
(Figura 1).

HIPGIDERME

Figura 1. Anatomia do tegumento. Camadas constituintes do tegumento: epiderme,
derme e hipoderme. Fonte: Fitzpatrick et al., 1999.

A epiderme é a camada mais externa constituida por tecido epitelial tendo
como principais tipos celulares os melanécitos (produgcéo de melanina), as células
de Langerhans (fun¢des imunoldgicas), os querandcitos (camada estratificada) e
células de Merkel (percepcao sensorial). Sob a epiderme, localiza-se a derme que
€ constituida por tecido conjuntivo. Esse tecido conjuntivo é firme, flexivel e

elastico, além de nutrir e sustentar a epiderme devido a presenga de vasos



sanguineos, terminacdes nervosas e vasos linfaticos. Apresenta apéndices
dérmicos como unhas, cabelos e glandulas (Junqueira & Carneiro, 1999).0 tecido
conjuntivo €é composto por diversos tipos celulares incluindo, células
cartilaginosas, células 6sseas e fibroblastos, os quais sdo especializados na
secrecdo da matriz extracelular rica em fibras de colageno e fibra elastica,
responsaveis pela arquitetura estrutural do corpo. As células do tecido adiposo e
as musculares lisas também fazem parte das células do tecido conjuntivo (Alberts
et al., 2004). A terceira e ultima camada do tegumento € a hipoderme ou tecido
subcutaneo que constitui uma camada de tecido conjuntivo frouxo (Junqueira &
Carneiro, 1999).

Entre as multiplas e complexas fun¢des da pele em mamiferos, uma das
maiores é a prevencao da invasdo do organismo por ameacas do meio ambiente
atuando como uma barreira defensiva (Prow et al., 2011).

A pele envolve mecanismos de defesa que fornecem barreira fisica,
imunolégica, metabdlica e protetora UV para impedir o ataque de
microorganismos, produtos quimicos toxicos, radiacdo UV e particulas (incluindo
nanoparticulas). Por outro lado, a pele pode ser usada como porta de entrada para
substancias terapéuticas como drogas e vacinas se o mecanismo que confere as
propriedades de barreira for explorado e entendido (Roberts et al., 2008).

Uma de suas defesas é o seu pH acido da superficie (pH 4,2-5,6). Essa
superficie acida € descrita como manto acido, que possui inumeras fun¢cdées como
defesa antimicrobial, manutencao da permeabilidade da barreira por efeitos na
organizacao lipidica extracelular e processamento, na preservacao da integridade
e coesao ideais dos cornedcitos, regulacao por enzimas proteoliticas sensiveis ao
pH e restricdo da inflamacado por inibicao da liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias (Prow et al., 2011).

Outra defesa € o extrato cérneo (SC) que representa a principal barreira
fisica da pele, de modo que para a permeacao de uma substancia através da pele,
a difusdo pelo extrato cérneo é uma etapa limitante. Reciprocamente, o SC é
também a maior barreira para a difusdo de agua para fora da pele. O transporte de

substancias através do SC ocorre principalmente por difusdo passiva e com base



em dois compartimentos de tijolos e estrutura de argamassa do SC, interrompido
por apéndices, pode ocorrer por trés vias possiveis: transcelular, intercelular e
apéndices (Roberts et al., 2002).

Agentes quimicos, fisicos, microbiol6gicos e mecanicos podem causar
lesbes teciduais. A perda da integridade de extensas por¢des de pele pode levar a
grande disfungdo ou mesmo morte (Balbino et al, 2005).

Il. 2. Cicatrizacao.

Com o rompimento da integridade tecidual nos animais vertebrados, logo
se inicia o processo de reparo, que compreende uma sequiéncia de eventos
moleculares que objetivam restaurar o tecido injuriado. Apdés o nascimento, o
organismo falha em seu objetivo final de neoformar o tecido lesado, ocorrendo
entdo, o reparo com a formacédo de uma cicatriz fibrotica. Apenas durante a fase
fetal, o reparo de lesbes se da sem a formacao de cicatriz, ocorrendo uma
verdadeira restauracdo do tecido, por um processo de neoformacao tecidual
(Mcallion & Ferguson, 1996).

A cicatrizacdo de uma ferida requer uma integracdo orquestrada dos
complexos eventos biolégicos e moleculares de migragao celular, proliferacao
celular, e deposicdo de matriz extracelular (ECM). Respostas celulares a
mediadores inflamatérios, fatores de crescimento e citocinas devem ser
apropriadas e precisas. Em injurias cutaneas agudas, o reparo é rapido, ja em
lesbes crbnicas, como Ulceras diabéticas, a cicatrizagdo é mais lenta (Falanga,
2005).

Os diferentes tecidos possuem células competentes para a regeneracao,
mas essa capacidade varia com o tipo da lesdo (tamanho; causa), idade do
individuo e tipo celular (Chen & Mooney, 2003).

O processo cicatricial inicia-se a partir de uma injuria que desencadeia uma
cascata complexa e organizada de eventos celulares e moleculares que pode ser
dividida em trés fases distintas e superpostas: fase inflamatéria, fase proliferativa e
fase de remodelagem. Cada uma dessas fases envolve a produgéo e secregao de



substancias com atividade sinalizadora e estimuladora no processo, como as
citocinas e fatores de crescimento (Madri et al., 1996).

Apesar da concomitancia das fases da cicatrizacao, a seqiiéncia de eventos
ocorre a partir da lesdo de vasos sanguineos, extravasamento de sangue e de
seus constituintes celulares, principalmente plaquetas (Clark, 1996).

A angiogénese € um processo essencial para a cicatrizacdo. Varios
reguladores como fatores de crescimento, quimiocinas, enzimas angiogénicas e
moléculas de adesdo induzem esse processo. O fator de crescimento mais
conhecido na inducao do processo é o VEGF, mas até agora o Unico autorizado a
ser utilizado clinicamente e uUlceras de pé diabético € o PDGF (Bennett et al.,
2003).

11.2.1. Fase inflamatoria.

Lesdes teciduais severas causam rompimento do vaso sanguineo com
extravasamento de constituintes sanguineos. Imediatamente apdés a lesdo, a
resposta inflamatéria é critica para parar o fluxo sangutineo no local da leséo e
preencher o déficit tecidual (Branski et al, 2006). A coagulagdo a e agregagao
plaquetaria geram um coagulo rico em fibrina, favorecendo o restabelecimento da
hemostasia do vaso sanguineo, formando uma matriz proviséria para a migracao
celular. Plaquetas facilitam a formacdo do tampdo e secretam mediadores
multiplos, incluindo fatores de crescimento. Neutrofilos e mondcitos sdo recrutados
do local da lesdo para combater contaminantes e facilitar o debridamento tecidual
(Clark, 1996). No tecido, os mondcitos sdo ativados e transformam-se em
macréfagos que liberam fatores que iniciam a formacao do tecido de granulacéao;
sendo, provavelmente, as principais células envolvidas no controle do processo de
reparo (Singer & Clark, 1999; Arnold & West, 1991).

As plaguetas também ativam a cascata da coagulacao, onde a trombina
induz a degranulagdo plaquetaria liberando fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante-p e o (TGF-f e TGF-a),

fator de crescimento epidérmico (EGF), além de glicoproteinas adesivas como a



fibronectina e trombospondina, que sado importantes constituintes da matriz
extracelular proviséria (Arnold & West, 1991).

A liberacao dos fatores provenientes das plaquetas € o principal estimulo
para a ativacdo dos macrofagos, seguida da fagocitose dos componentes
celulares, como fibronectina ou colageno, que também contribuem para esta
ativacao (Beezhold & Personius, 1992).

Os macrofagos também produzem fatores de crescimento, tais como o
PDGF, o TGF-B, o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), que se destacam como as principais
citocinas necessarias para estimular a formacéo do tecido de granulacao (Singer &
Clark, 1999).

Em adicdo as fungbes de fagocitose de bactérias, fragmentos celulares e
corpos estranhos, as células inflamatérias produzem fatores de crescimento que
preparam a ferida para a fase proliferativa, mediando a fase inicial da resposta
inflamatéria para a fase precoce do reparo, quando fibroblastos e células
endoteliais serdo recrutados.

11.2.2. Fase Proliferativa.

O aumento da permeabilidade microvascular € o primeiro estagio deste
processo, apresentando-se como etapa importante, que permite, através do
extravasamento de proteinas, citocinas e elementos celulares, a formagao de uma
matriz extracelular proviséria necessaria a migracdo e proliferagdo das células
endoteliais (Dvorak et.al., 1999).

Horas apés a lesao, inicia-se a reepitelizacao através das células epiteliais
que sofrem diferenciacdo e proliferacdo. Fibroblastos migram para a area
lesionada entre 48 e 72 horas depois da lesao (Vanlis & Kalssebeek, 1973).
Quatro dias apos a lesdo ocorre a formacgao do tecido de granulagdo que consiste
de macréfagos, fibroblastos, tecido conectivo frouxo e uma alta densidade de
miofibroblastos, tipo celular transicional com propriedades de fibroblastos e células

musculares lisas; sendo responsaveis pela contracdo da ferida, necesséria para
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manter a continuidade tecidual, reduzir o tamanho da lesdo, e facilitar a
cicatrizacao (Branski et al, 2006).

Os macrofagos suprem a liberacao de citocinas necessarias para estimular
fibroplasia e angiogénese, fibroblastos constroem uma nova matriz para a
infiltracé@o celular, e os vasos sanguineos levam oxigénio e nutrientes necessarios
para o metabolismo celular (Clark, 1995).

Ocorre entdo um processo conhecido como angiogénese (formacao de
Nnovos vasos sanguineos), causando alteracao no fenétipo de células endoteliais.
Células lesionadas liberam fatores de crescimento de fibroblasto (FGF)
estimulando a liberacdo de ativador de plasminogénio (PA) e pro-colagenase
pelas células endoteliais. A colagenase é ativada por plasmina e plasminogénio,
degradando a membrana basal abaixo das células endoteliais estimuladas, que
projetam pseuddpodes através dessa membrana, migrando para o espaco do
tecido conectivo (Clark, 1996).

E necessaria a reconstituicdo do epitélio como uma barreira funcional
(impermeavel a 4gua) a ser formada no local da ferida (Hackham & Ford, 2002).

11.2.2.1. Permeabilidade Vascular.

O aumento da permeabilidade ocorre em decorréncia da liberacao de
diversos fatores de crescimento no local da lesdo. Os mecanismos bdsicos da
regulacdo da permeabilidade vascular, principalmente causada pelos fatores de
crescimento ndo estdo completamente elucidados. A fungdo e o mecanismo pelos
quais estes fatores de crescimento exercem seu efeito sdo objetos de estudos de
grande interesse, e seus caminhos metabdlicos estdo sendo elucidados.

Na angiogénese patolégica, o aumento da permeabilidade vascular a agua
e macromoléculas apresenta importante fungdo no processo, sendo responsavel
direto pela formacao do edema. Este aumento da permeabilidade capilar parece
ter um menor efeito durante a angiogénese fisiolégica, porém, causa danos
consideraveis em determinadas patologias (Vaquero et al, 2000; Pettersson et al.,
2000).
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1.2.2.2. Angiogénese.

Vasos sanguineos surgiram ao longo da evolugdo para carregar oxigénio
para oOrgaos distantes. Em animais primitivos, como o verme Caenorhabditis
elegans e Drosophila melanogaster, o oxigénio € capaz de se difundir através do
seu pequeno corpo para todas as células. Em outras espécies, que se
desenvolveram com a evolugdo, uma cadeia vascular distribui oxigénio no sangue
para células distantes (Carmeliet, 2005).

Angiogénese é resultado de processos sequenciais iniciados com a
ativacdo de células endoteliais, migracdo para brotamento de novos vasos, e
maturacdo desses vasos circundados por células musculares lisas e pericitos
(Hirschi et al, 2002).

A formacdo de vasos sanguineos € um processo complexo, requer um
balango finamente harménico entre numerosos sinais estimulatérios e inibitérios,
como integrinas, angiopoietinas, quimiocinas, moléculas juncionais, sensores de
oxigénio, inibidores enddégenos e muitos outros.

Durante a fase de angiogénese, o0 plexo vascular expande-se
progressivamente por meio do brotamento de vasos e remodelagem em uma
cadeia vascular fortemente organizada e estereotipada de grandes vasos
ramificados em outros menores (Figura 2) (Carmeliet, 2005).

Novos microvasos tornam-se maduros quando tubulos continuos ligam-se
por anastomose um ao outro e uma nova membrana basal é formada (Peattie et
al, 2004).
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Figura 2. Processo de angiogénese. Expansdo do plexo com proliferagdo e migragao
de células, brotamento de vasos sanguineos e remodelagem. Fonte: disponivel em

www.lucentins.com.

Depois do nascimento, o processo angiogénico sd ocorre em eventos
especificos, como no desenvolvimento do corpo luteo, no endométrio uterino da
fémea preparando-a para a reprodugéo, no desenvolvimento da placenta durante
a gravidez, na cicatrizacdo de feridas cutaneas e na regeneracao ossea (Cai et al,
2005).

O processo de angiogénese ndo produz malignidade, mas promove o
progresso e metéstase do tumor (Carmeliet, 2005).

11.2.2.3. Fatores de crescimento.

Secretados por diversos tipos celulares para transmitir sinais que controlam
a migracao celular, diferenciacao e proliferacao, através da ligacao desses fatores
a receptores de superficie celular. Esses sinais sao transferidos através do
receptor de membrana e amplificados por fosforilagdo, modificando a expresséo
génica (Chen & Mooney, 2003).
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Sao liberados através de sinalizagdo imediata ou sdo embutidos na matriz
extra-celular e liberados com a degradacado da mesma por protedlise.

Os fatores de crescimento sdo conhecidos como moduladores do processo
de cicatrizacdo de feridas por diversos aspectos: sao sintetizados por células
estimuladas necesséarias para o reparo tecidual; sdo encontrados no fluido de
feridas agudas, e crénicas em menor concentracdo; a utilizagdo de anticorpos
contra os fatores de crescimento inibe a cicatrizagdo; a adicao desses fatores
acelera o processo normal de reparo (Draye et al, 1998).

Fatores de papel importante no processo de angiogénese: fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformante B (TGF-B), fator de crescimento epidérmico (EGF) e angiopoietinas-
1 e 2 (Ang-1 e Ang-2) (Chen & Mooney, 2003).

11.2.2.3.1. Fator de crescimento de fibroblastos (FGF).

A familia dos FGFs compreendem 22 membros de pequenos
polipeptideos com estrutura homéloga, e um nucleo central de 140 aminoacidos.
FGF1 (FGF acido) e FGF2 (FGF basico) sédo fatores angiogénicos (Folkman &
Shing, 1992; Ornitz & Itoh, 2001). Apresentam-se como polipeptideos de cadeia
simples com cerca de 18 KDa, e néo glicosilados. Transmitem seus sinais através
de quatro receptores de FGF de alta afinidade, proteinas quinases
transmembranicos (FGFR-1 ao FGFR-4), os quais se ligam a FGFs distintos, com
diferentes afinidades. Uma das caracteristicas do FGF1 e FGF2 é que eles
interagem fortemente com moléculas semelhantes a proteoglicanas, como o
sulfato de heparana, presentes na matriz extracelular (Folkman et.al., 1988;
Pimentel, 2001), o que estabiliza os FGFs frente a desnaturacdo térmica e
proteolitica, além de limitar sua difusividade (Werner & Grose, 2003). Desta forma,

estas moléculas atuam como um reservatério para fatores pré-angiogénicos.
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A maioria dos membros da familia FGF possui um amplo espectro
mitogénico, estimulando a proliferagdo de varias células de origem mesodérmica,
ectodérmica e também, endodérmica (Werner, 1998).

Agem sobre as células endoteliais de forma paracrina, quando liberados a
partir da matriz extracelular, ou de forma autécrina, quando liberados pelas
préprias células endoteliais, promovendo a proliferacdo e diferenciacdo celular
(Schweigerer et al, 1987).

Durante a formacéao do tecido de granulacdo, FGF2 promove a migracao
celular através de receptores de superficie para integrinas, 0s quais sao
responsaveis por mediar a ligacdo das células endoteliais a matriz extracelular
(Sepp et al, 1994).

11.2.2.3.2. Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF).

O VEGF é uma molécula potente de transducao de sinal (pr6-angiogénica)
que atua especificamente nas células endoteliais vasculares, sinalizando-as para
sofrer proliferagdo, migragdo e diferenciagdo para dentro de novos vasos
sanguineos (Gu et al,2004).

VEGF é uma glicoproteina homodimérica ligante de heparina de 45 kDa,
mitogénica para células endoteliais (Ferrara et al, 1991). E requerido para o
crescimento e diferenciagdo de células endoteliais, e quimiotatico para mondcitos,
atraindo-os para locais de inflamacao e tumores (Byrne et al, 2005).

Possui caracteristicas peculiares que o difere de outros ligantes de
heparina, como o NH, terminal precedido por uma seqiéncia de sinal tipica,
podendo ser secretado por células intactas, e sitios de ligacdo incluindo
receptores de ligacao tirosina quinases (Takeshita et al, 1994).

VEGF é mediador da via de sinalizacdo através de alta afinidade por
receptor tirosina quinase que possui estrutura e funcao similares a familia do fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), sugerindo que as sub-familias de
receptores para VEGF e PDGF estao evolutivamente ligadas (Neufeld et al, 1999).
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A familia génica do VEGF consiste de VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E e fator de crescimento placentario (PLGF). VEGF-A esta envolvido
principalmente na angiogénese enquanto VEGF-C e VEGF-D estao envolvidos na
linfangiogénese (Byrne et al, 2005).

O fator de crescimento endotelial vascular recombinante humano (rhVEGF)
€ uma proteina homodimérica que tem 165 aa por monémero; existe na forma
glicosilada e nao glicosilada (Goolcharran et al, 2000). O dimero ¢é ligado por trés
pontes dissulfito e é essencial para a atividade biolégica do VEGF (Potgens et al,
1994).

11.2.2.3.3. Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF).

O PDGF compreende uma familia de proteinas homo e heterodimeéricas,
incluindo PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC e PDGF-DD (Heldin et al,
2002). Exercem suas fungdes por meio da ligacdo a trés diferentes receptores de
atividade tirosina quinase transmembranicos, os quais sao homo ou
heterodimeros de cadeias o e . O PDGF foi o primeiro fator de crescimento a
apresentar-se como quimiotatico de células inflamatérias, como neutrofilos,
mondcitos e fibroblastos. Aumenta a proliferacdo dos fibroblastos e producéo da
matriz extracelular, estimula fibroblastos a contrairem as matrizes de colageno e
induzirem o fenédtipo miofibroblastico destas células; sendo o primeiro fator de
crescimento a ser aprovado para o tratamento de uUlceras humanas (Nagai &
Embil, 2002; Mandracchia et al, 2001).

Logo apéds a injuria, o PDGF € liberado em grandes quantidades a partir
da degranulagdo plaquetaria (Ross et al, 1974). Os padrdes de expressdo de
PDGF e seu receptor sugerem uma acao de forma paracrina, onde os ligantes séo
predominantemente expressos na epiderme, enquanto 0s receptores sao
encontrados na derme e no tecido de granulagédo. A expressédo dos PDGFs e de
seus receptores também se encontra reduzida nas feridas de dificil cicatrizacgao,
como em camundongos diabéticos ou tratados com glicocorticéides (Beer et al,
1997). Vale ressaltar, no entanto, que o aumento da producdo do PDGF pode
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estar envolvido na patogénese de cicatrizes hipertréficas e formagédo de queldides,
como sugerido pelo potente efeito do PDGF sobre a proliferagéo de fibroblastos e
producédo da matriz extracelular por estas células (Niessen et al, 2001).

11.2.2.3.4. Fator de crescimento transformante 3 (TGF-).

O TGF-B é um dos mais importantes mediadores da cicatrizacdo devido
aos seus efeitos multipotentes. Apresenta-se como o principal modulador da
angiogénese durante a cicatrizacao, por regular a proliferacéo celular, migragéo,
formacgao do tubo capilar e deposi¢cdo da matriz extracelular. Trés isoformas (TGF-
B1, TGF-B2 e TGF-B3) sdo expressas em mamiferos, possuindo uma seqiéncia
de aminodcidos com alta homologia. Sdo sintetizadas como precursores, e
usualmente secretadas como uma proteina complexa ligada ao TGF-B, da qual é
removida extracelularmente via clivagem proteolitica. Cada isoforma possue seu
receptor especifico: TGF-BRI (receptor de TGF-B 1), TGF-BRII (receptor de TGF-
Il) e TGF-BRIIl (receptor de TGF-B Ill). Os receptores TGF-BRI e TGF-BRII,
apresentam atividade de serinas-treoninas quinases, enquanto o TGF-BRIII,
parece ser um receptor ndo sinalizante (Roberts, 1998).

As isoformas do TGF-B possuem sua expressao regulada de forma distinta
em diferentes tipos celulares, e em varios estagios do desenvolvimento celular, o
que parece sugerir funcbes bioldgicas distintas (Kingsley, 1994). O TGF-BllI
protege as células da apoptose induzida (Li et al, 1999). In vitro, estes fatores de
crescimento apresentam-se como estimuladores da mitose de fibroblastos, mas
por outro lado, inibem a proliferacdo de muitas outras células, incluindo
queratindcitos. Além disso, os TGF-fs sdo potentes estimuladores da expressao
de proteinas da matriz extracelular e de integrinas (Massagué, 1990).

Imediatamente apds a ocorréncia da lesdo, grandes quantidades de TGF-
Bl sédo liberadas pelas plaquetas agindo como quimioatrativos para neutrofilos,
macréfagos e fibroblastos (Assoian et al, 1983). Estes tipos celulares também

servem para aumentar o nivel de TGF-BI dentro da ferida. Sdo secretadas as
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formas ativas e as formas latentes que, por sua vez, sdo sequestradas dentro da
matriz, de onde sao liberadas no decorrer do processo pela acdo de enzimas
proteoliticas. Esta combinacao de liberacdo celular e liberacdo a partir de um
estoque temporario na matriz da ferida suprem todo o processo de reparo de TGF-
B (Roberts & Sporn, 1996). Outra funcao importante dos TGF-Bs é a estimulacéo
da reepitelizacao e formacédo do tecido de granulacdo. Apesar deste fator de
crescimento inibir a proliferacdo dos queratinécitos, ele induz a expressao de
integrinas necessarias a migragéo destas células que cruzam a matriz provisoria
da leséo, rica em fibronectina (Gailit et al, 1994; Zambruno et al, 1995).

11.2.2.3.5. Fator de crescimento epidérmico (EGF).

O EGF compreende uma familia de mitdgenos contendo diversos
membros, incluindo EGF, TGF-a, fator de crescimento epidérmico ligado a
heparina (HB-EGF), anfiregulina, epiregulina, betacelulina, neuregulina, e a mais
recente descoberta, o “epigen”, assim como proteinas codificadas pelo virus
Vaccinia e outros poxivirus (Strachan et al., 2001; Tsahar et al., 1998). Todos
estes fatores exercem suas funcbes através da ligacdo a quatro diferentes
receptores de alta afinidade: EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HERS3/ErbB3 e
HER4/ErbB4. Quando unidos aos seus ligantes, estes receptores formam homo
ou heterodimeros (Yarden, 2001). A superexpressao destes receptores, em
particular do HER2 apresenta um papel importante na génese tumoral. Uma série
de experimentos e estudos clinicos apresentaram um efeito positivo do EGF, TGF-
o e HB-EGF no processo de cicatrizacao de feridas, sugerindo que os fatores de
crescimento enddgenos também estdo envolvidos no processo (Greenhalgh,
1996; Schultz et al, 1987; Steed, 1998).

O HB-EGF é mitogénico para fibroblastos e queratindcitos, sugerindo uma
importante funcdo na reepitelizacdo e formacdo do tecido de granulacédo
(Marikovsky et al, 1996). O TGF-o é expresso em macréfagos na lesdo, além de
eosindfilos e queratindcitos epidérmicos localizados no centro da ferida (Werner &
Grose, 2003).

18



11.2.2.3.6. Angiopoietinas 1 e 2 (Ang-1 e Ang-2).

As angiopoetinas (Ang-1 a Ang-4) tém sido apresentadas como fatores de
crescimento especificos para células endoteliais, agindo como associados
importantes do VEGF. Ligam-se a receptores transmembranicos tipo tirosina
quinase, chamados Tie2 (restritos as células endoteliais). Porém, enquanto as
Ang-1 e Ang-4 foram identificadas como ativadores destes receptores, Ang-2 e
Ang-3 parecem bloquear a sua atividade na maioria das circunstancias estudadas
(Werner & Grose, 2003).

A Ang-1 esta envolvida nas interagdes normais entre as células endoteliais
e seu suporte subjacente, os pericitos, auxiliando na manutenc¢do da estabilidade
vascular (Suri et al, 1996). Além disso, foi demonstrado que Ang-1 protege as
células endoteliais da apoptose (Papapetropoulos et al, 2000) e induz a migracao
e germinacao, levando a formacao estrutural tubular do vaso (Hayes et al, 1999).
Ang-1 leva a formacdo de vasos sangilineos maduros, ndo apresentando
hiperpermeabilidade (Suri et al, 1998). Enquanto a Ang-1 é expressa
constitutivamente em adultos, Ang-2 é altamente produzida em locais de
angiogénese ativa, sugerindo uma provavel funcao na desestabilizacdo dos vasos
pré-existentes, o que leva a um estado de maior plasticidade (Maison-Pierre et al,
1997).

1.2.3. Fase de Remodelagem.

E uma fase marcada por maturagdo dos elementos e alteracdes na matriz
extracelular, ocorrendo o depdsito de proteoglicanas e colageno tipos |, Il e VI, na
transicao do tecido de granulacao para a cicatriz madura (Gabbiani et al., 1972).

Fibroblastos tranformam-se em miofibroblastos promovendo a contracédo da
ferida, enquanto as células da epiderme restabelecem a barreira natural.

Ocorre uma reorganizacdo da matriz extracelular, que passa de uma matriz

proviséria inicial constituida de um tampédo de fibrina com suas proteinas
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associadas, para ap0s sua degradacao por proteodlise, dar lugar a matriz definitiva,
rica em fibronectina e acido hialurdnico (Clark, 1996). Em uma fase mais tardia, o
tecido de granulacao comporta-se como um tecido contratil responsivo a agonistas
que estimulam o musculo liso (Gabbiani et al., 1972).

Uma cicatriz precoce (entre um e trés meses) é geralmente grosseira e
dura. Em contraste, uma cicatriz mais madura é tipicamente mais fina e flexivel.
Essa observacao tem grande importancia na elasticidade tecidual. A diferenca
entre uma cicatriz matura e imatura se devem, em parte, a reorganizacao das
fibras de colageno (Branski et al., 2006).

Por volta da terceira semana, as feridas ganham cerca de 20% da sua
resisténcia final (Clark, 1996).

Com o decorrer do processo de maturacado e remodelagem, mais colageno
é depositado, cruzado e organizado, e a maioria dos vasos, fibroblastos e células
inflamatérias desaparecem do local da ferida por meio de processos de
emigracao, apoptose ou outros mecanismos de morte celular desconhecidos,
levando a uma cicatriz relativamente acelular (Arnold & West, 1991).

A deposicao de colageno e remodelacdo continua até doze meses apos a
leséao (Ehrlich, 2000).

Il. 3. Matrizes poliméricas.

Matrizes poliméricas de liberacao controlada sédo capazes de promover o
reparo tecidual e em conjunto com nano e microparticulas, possibilitando a
entrega de farmacos para células sem induzir resposta imune do organismo
(Gaffney et al., 2010; Rossam, 2011).

A cicatrizacao de feridas é a primeira area potencial de terapia, ja que por
volta de dois milhdes de pessoas sofrem queimaduras por ano, sendo que treze
mil necessitam de enxerto de pele, e mais de oitenta mil possuem ulceras de pé
diabético (Chen & Mooney, 2003).

Matrizes poliméricas tém um papel central no campo da engenharia
tecidual, direcionando processos celulares baseados nas propriedades estruturais
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e bioguimicas. Os materiais utilizados para a sua fabricacdo podem determinar
algumas propriedades fisicas, como biocompatibilidade, biodegradacdo e
estabilidade mecénica (Segura et al, 2005).

A producdo das matrizes poliméricas pode ser obtida em diversas

apresentacdes: hidrogéis, membranas, micro e nanoesferas.

A matriz ideal para liberacdo de drogas deve ser inerte, biocompativel,
mecanicamente resistente, capaz de carregar cargas de farmacos adequadas, de
simples administragéo e remogao, facil de fabricar e esterilizar, e de baixo custo.

Hidrogéis sdo materiais de alta afinidade por agua, que se tornam atraentes
por possuirem estruturas similares a matriz extracelular da maioria dos tecidos,
podem ser processados em condicdes relativamente brandas, podem ser
aplicados de uma maneira minimamente invasiva, servindo como matriz
extracelular sintética (Drury & Mooney, 2003). Exemplos de hidrogéis amplamente
utilizados: agar, alginato, quitosana e acido hialurénico.

Il. 3.1. Polimeros biodegradaveis.

Os biomateriais podem ser derivados de polimeros tanto naturais
(principalmente da matriz extracelular) quanto sintéticos. Como exemplos de
polimeros naturais temos o acido hialurénico (AH), protamina, polissacarideos da
goma do cajueiro; ja o acido poli-lactico glicol (PLGA), policarbonato, policloreto de
vinila (PVC), sédo polimeros sintéticos. Os polimeros naturais sdo modificados para
apresentar grupos funcionais capazes de realizar ligagbes covalentes, ou
formarem malhas, esponjas, fibras, hidrogéis e microesferas (Cai et al, 2005).

A possibilidade do uso de polimeros biodegradaveis como carregador de
drogas despertou a atengdo de varios cientistas quando suturas reabsorviveis
foram introduzidas no mercado, ha duas décadas atras. Desde entdo, pesquisas
em diversas areas do conhecimento vém esforcando-se para projetar polimeros
biodegradaveis com mecanismos de degradacao e propriedades mecanicas
desejaveis (Brannon-Peppas, 1995).
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Polimeros biodegradaveis possuem vantagens sobre outros carreadores
por ndo necessitarem de remocgdo cirurgica apds a completa distribuicdo do
farmaco e ainda podem direcionar a liberacdo da droga diretamente para a
circulagéo sistémica (Brannon-Peppas, 1995).

A estrutura do polimero é o principal fator que afeta a bioadesividade. E
essencial que o polimero seja capaz de estabelecer intimo contato com a mucosa
expandindo-se e absorvendo agua. A habilidade dos polimeros em absorver agua
depende da abertura da cadeia do polimero e da porcentagem de grupos
modificados na molécula (Leung & Robinson, 1990).

Diversos trabalhos sugerem que a interacdo do polimero com a superficie
biolégica inicia-se primeiramente através da interacdo eletrostatica seguida por
mecanismos de entrelacamento das cadeias do polimero, forcas de Van der
Waals e outros fatores (Tur & Ching, 1998).

Polimeros como o acido hialurénico, com numerosos grupos hidrofilicos
funcionais (carboxil e hidroxil), formam pontes de hidrogénio com glicoproteinas do
muco durante o processo de bioadesao (Leung & Robinson, 1988).

Bioadesdo € um termo simples que pode ser descrito como a ligacao de
uma macromolécula sintética ou bioldgica a um tecido biolégico. Uma ponte
adesiva pode ser formada com a camada celular epitelial, com a camada mucosa
continua ou com uma combinagéo das duas (Vasir te al., 2003).

AH torna-se uma molécula atraente para a producdo de novos polimeros
biocompativeis e biodegradaveis com aplicacdo na liberagdo de farmacos,
engenharia tecidual e viscosuplementacao, pois pode sofrer alteracées nas suas
propriedades fisicoquimicas, mas conservando suas caracteristicas principais de
ser biocompativel e biodegradavel (Prestwich, 2001).

I. 3.2. Acido hialurdnico.

O &cido hialurénico (AH) foi descoberto no humor vitreo de bovinos por
Meyer e Palmer em 1934 (apud Brown & Jones, 2005). In vivo, em pH fisioldgico,
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existe na forma polibnica (hialuronato de sdédio), ndo em sua forma acida
protonada (Brown & Jones, 2005), porém, ambos sdo descritos como
hialuronato/acido hialurénico; sendo que a sua quantidade total estimada no corpo
humano de um individuo de 70 kg é de 15 g (Laurent, 1970; Soltes et al., 2005),
sendo que 5 g somente na pele (Brown & Jones, 2005). Ja a estrutura precisa do
HA foi determinada por Weissman e Meyer em 1954 (Laurent, 1970).

AH (Acido hialuronico, hialuronato, hialuronato de sédio) é um
polissacarideo linear, de ocorréncia natural, composto de 2000-25000 (Gaffney et
al., 2010) unidades dissacaridicas alternadas e repetitivas formadas por ligacdes
B-1,4 acido-D-glicurénico (B-1,3) N-acetil-D-glicosamina (Tokita, 1997; Drury &
Mooney, 2003; Kogan et al., 2006) (Figura 3) .

A estrutura primaria do AH consiste dessas repeticbes, com mais de cinco
pontes de hidrogénio entre cada dois dissacarideos vizinhos. A estrutura
secundaria é formada como uma hélice de fita dupla por uma rotacdo de 180° de
cada unidade dissacaridea, comparada aquelas a frente e atras da cadeia. A
estrutura terciaria, folha- é energeticamente estabilizada pela presenca de pontes
de hidrogénio intermoleculares. As interagdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio
em parceria com a repulsdo eletrostatica contraria possibilitam um grande nimero
de moléculas para agregar formando matrizes de AH (Brown & Jones, 2005). Suas
cadeias sao semi-flexiveis, altamente hidratadas sugerindo seu papel como
molécula de preenchimento de espac¢o, mas ndao unicamente com uma funcéo
estrutural, mas também como regulador do comportamento celular (Genasetti et
al., 2008).

A massa molar do AH ¢é altamente dependente da sua origem (Brown &
Jones, 2005). Possui uma escala de ocorréncia natural de tamanho molecular de
100 e 10000 kDa (10%-10* kDa); esta presente em todos os tecidos conectivos e é
o maior constituinte da ECM (Knudson & Knudson, 2001). E o maior polimero dos
tecidos conjuntivos, encontrado em alta concentragdo no fluido sinovial de juncdes
(3-4mg/mL), fluido vitreo do olho (0,1-0,4mg/g), cartilagem, corddo umbilical, em
oocitos de matriz extra celular durante a ovulogao (~0,5mg/mL), cérebro (35-115
ug/g’) (Segura et al, 2005; Genasetti et al., 2008; Gaffney et al., 2010).
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Figura 3. Estrutura molecular do acido hialuronico. Composto de repeticoes
dissacaridicas de acido glicurénico e N-acetilglicosamina. Fonte: adaptagao de fonte disponivel em
www.talbotcentral.ucr.edu.

Em mamiferos a sintese do AH ocorre na superficie citoplasmatica da
membrana plasmatica através de uma AH sintase transmembrana (HAS), que
possui trés isoformas homoélogas: HAS1, HAS2, HAS 3, as quais sintetizam o AH
com taxas cataliticas diferentes resultando em diferentes tamanhos de polimeros
(ltano et al., 2004a; Itano et al., 2004b; Genasetti et al., 2008; Gaffney et al.,
2010).

O refinamento do processo de isolamento tem resultado na viabilidade
comercial de diversos tamanhos, num maximo de 5000 kDa (Brown & Jones,
2005).

AH é encontrado em quantidades variadas em todos os tecidos de animais
adultos, em frutas (caju), em bactérias (gram negativas) e em grande quantidade
na crista das aves (Shiedlin et al. 2004); € o mais simples glicosaminoglicano
(GAG), sendo o0 Unico ndo-sulfatado presente na matriz extracelular de
vertebrados (Peattie et al, 2004). E especialmente prevalente durante a
cicatrizacao de feridas e no fluido sinovial das articulagdes (Drury & Mooney,
2003). Na ECM de tecidos conectivos, forma um suporte por ligar outras GAGs e
proteoglicanos, que sdo mantidos através de interacdes especificas HA-proteina
(Peattie et al, 2004). AH interage com outras macromoléculas e participa na

regulacdo de células (migracdo celular, diferenciacdo e adesao) durante
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processos morfogenéticos e patoldgicos (Huang et al, 2003). E degradado pela
enzima hialuronidase (tipos 1 e 2) (Radin et al., 1971), uma endoglicosidase que
possui a habilidade de clivar as ligacbes B-1,4 e B-1,3 das cadeias de sua
molécula degradando-o em oligossacarideos ou grandes fragmentos de AH.
(Goncgalves, 2007; Genasetti et al., 2008; Golshani et al., 2008).

AH produzido comercialmente € isolado tanto de materiais ou estruturas de
origem animal (fluido sinovial, cordao umbilical, pele, crista de galo) quanto de
bactérias (fermentagéo ou isolamento direto) (Brown & Jones, 2005).

A abundéancia de grupos carboxila (COOH) promove a adesdo do AH
através da formacao de pontes de hidrogénio com componentes do substrato
biolégico (Pritchard et al, 1996).

Em solucdo, AH assume uma configuracao helicoidal endurecida unida por
pontes de hidrogénio (Hoekstra, 1999). A alta viscosidade em solucdo aquosa
fornece ao AH propriedades fisicoquimicas e biolégicas Unicas que preservam a
hidratacdo tecidual, regulam a permeabilidade tecidual através de exclusédo
estérica e permite a lubrificacéo articular (Peattie et al, 2004).

AH soluvel tem sido usado em aplicagdes clinicas (Rosier & O’keef, 2000),
entretanto, suas propriedades mecanicas pobres, degradacgéo rapida e depuragcéo
in vivo, limitam sua aplicacéo clinica direta. Estima-se que a meia vida do AH na
pele seja de 1 dia, 1-1,5 hora nos olhos, 1-3 semanas nas cartilagens e 70 dias no
humor vitreo. Sua degradacdo ocorre nos lisossomos que contém as
hialuronidases (HYALSs) e outras enzimas de degradacao (Gaffney et al., 2010).

Para melhorar as propriedades mecéanicas, grau de degradacdo e
depuracdo, AH pode ser modificado quimicamente por ligacées covalentes
cruzadas tornando-o menos soluvel. A modificacao quimica tipica de AH envolve
grupos acidos carboxilicos e/ou grupos alcoois da cadeia principal (Figura 4).
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[ Principais locais para modificacdo quimica ]

Acido hialurénico

Figura 4. Grupos alvos para a modificagdo quimica do acido hialurénico. Grupos (OH
e/ou COOH). Fonte: adaptado de PRESTWICH, 2001.

O grupo &cido carboxilico pode ser modificado por esterificacdo e ligacao
cruzada com diidrazida. (Segura et al, 2004).

Il. 3.2.1. Modificacao quimica do acido hialurénico.

Ligacbes covalentes de hidrazida adipica (ADH), a grupos 4&cidos
carboxilicos do AH sob condigdes suaves resulta na disponibilidade de hidrazidas
pendentes amino funcionais ao logo da cadeia de AH (Figura 5). As hidrazidas
reativas podem ser modificadas posteriormente por ligacdo a farmacos ou ligacdo
cruzada (Prestwich et al, 1998).

A funcionalizagdo do hialuronato com diidrazidas acontece
preferencialmente em condicdes moderadas, incluindo pH de 2 a 8; o ideal é que
esteja entre 3 e 5 (Dehazya & Lu, 2005).

Uma variedade de mono, di e polifuncional hidrazidas sédo sintetizadas para
modificar as propriedades fisicoquimicas do AH. Suas moléculas sdo nucleofilicas
no pH 3,0 - 4,75, conduzindo para uma ligacdo eficiente com os &cidos
carboxilicos do acido glicurénico do AH (Prestwich et al, 1998).

O processo de reticulacdo do AH envolve os seguintes passos: mixtura do

hialuronato a um reticulante homobifuncional e um agente reticulante (facilitador
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da reacédo), diminuicdo do pH para permitir a funcionalizacao e reticulacao do AH,
elevacdo do pH da suspensdo depois que a reacdo é finalizada, e um
emulsificador antes, durante, ou depois da funcionalizagdo do AH (Dehazya & Lu,
2005).

O reticulante se refere a uma molécula com dois grupos reativos, que
podem articular para que moléculas ou regides de uma molécula possam formar
ligacdes covalentes com dois grupos funcionais diferentes da molécula. Moléculas
reticulantes homobifuncionais possuem dois grupos reativos funcionais iguais
(Dehazya & Lu, 2005).

Os grupos carboxilato do AH podem ser utilizados para a conjugacao direta
com drogas ou para a preparacdo de micro e nanoparticulas para a entrega de
drogas (Kogan et al., 2003; Hu et al., 2006).
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Hyaluronan

Figura 5. Crosslinking do acido hialurénico. Esquema da reacdo quimica para ligacao

cruzada do polimero de AH com diidrazida adipica. Fonte: YUN et al, 2004.

A elevada éarea superficial e as propriedades bioadesivas das micro e

nanoesferas proporcionam uma absorcao eficiente e aumentam a
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biodisponibilidade do farmaco, prolongando a sua liberagdo e reduzindo sua
freqliiéncia de administracao (Vasir et al., 2003).

Agentes farmacol6gicos e cosméticos encapsulados possuem vantagens
sobre 0s n&o encapsulados: aumento da biodisponibilidade, prote¢cao contra
degradacao, liberacao sustentada (lenta) (Dehazya & Lu, 2005).

11.3.2.2. Aplicacdes biologicas do AH.

O AH é um glicosaminoglicano onipresente que possui diversos papéis
bioldgicos em vertebrados. Isso inclui atuar como componente estrutural vital dos
tecidos conectivos, fornecer lubrificagdo para membrana sinovial, formagéo de
matrizes hidratadas soltas que permitem a migracéao e divisao celular, ativacao e
adesao de células imunes, e um papel na sinalizacao intracelular (Swann et al.,
1974; Tammi et al., 2002; Turley et al., 2002; Toole et al., 2006).

A sua atividade depende da ligacao a receptores celulares da classe das
hialaderinas, como os CD44 (Gaffney et al., 2010).

Os receptores CD44 sao expressos na maioria das células de origem
neuroectodermal, sendo uma glicoproteina transmembrana do tipo 1, em uma
forma nao-funcional que necessita de ativacao para ser capaz de promover
ligagéo e atividade. A ligagdo do AH a esses receptores ativa uma via de sinais
nas células.

Na pele o AH desempenha um papel de captador/limpador de radicais livres
produzidos pelos raios ultravioletas do sol. O AH umidifica e restabelece a
elasticidade, atuando ainda como efeito anti-rugas, tudo sem a ocorréncia de
efeitos colaterais (Brown & Jones, 2005).

Em cartilagens funciona como elemento estrutural fundamental na matriz,
formando um centro de agregacéo para agrecans, um grande proteoglicano de
sulfato de condroitina que mantém sua montagem molecular na matriz devido as

interacdes especificas AH-proteina (Kogan et al., 2006).
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No fluido sinovial fornece lubrificagdo necessaria para articulacées e serve
como absorvedor de impactos, reduzindo o atrito na movimentagdo Ossea e
diminuindo o desgaste das articulacbes. Em condicdes inflamatérias de artrite,
como a osteoartrite ou artrite reumatoéide, AH de alto peso molecular é degradado
por espécies reativas de oxigénio, o que reduz sua viscosidade e prejudica suas
propriedades de lubrificagcdo e absor¢cado de impactos levando a deterioracdo dos
movimentos articulares e dor (Kogan et al., 2006).

O AH é conhecido ainda por ligar e modular a interagdo entre fibronectina e
colageno, e agregar proteoglicanos (West et al., 1985).

Agora o AH é reconhecido com papel importante na embriogénesis,
transducao de sinais e motilidade celular, além da associacdo com a invasividade
e metastase tumoral (Kogan et al., 2006).

Devido suas caracteristicas, o AH tém assumido diversas aplicacdes
biomédicas (Kogan et al., 2006), tais como:

- visco cirurgia: protecdo de tecidos delicados e promogao de espago em
procedimentos cirdrgicos, como em cirurgias oftalmicas;

- aumento do visco: no preenchimento e aumento dos espacos teciduais,
como na pele, musculos do esfincter, tecidos vocais e faringeos;

- visco separacao: na separagao de superficies de tecidos conectivos
traumatizados por procedimentos cirurgicos ou lesdes, a fim de evitar adesao e
formacao excessiva de cicatriz;

- visco suplementagdo: para substituir ou complementar fluidos teciduais,
como a substituicao de fluido sinovial em artrite dolorosa, e para aliviar a dor;

- visco protecdo: protecdo de tecidos saudaveis, feridos ou lesionados de

agentes ambientais nocivos, e promover a cicatrizagao dessas superficies.
Il. 3.2.3. Acido Hialurénico em Cicatrizacao.
AH desempenha um papel fundamental na manutengdo da integridade

tecidual, facilitando a adesao e diferenciacdo de células durante a inflamacao,
reparo de feridas, e desenvolvimento embrionario. Reconhece-se de longa data,
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que o AH tem sido implicado na formacao de vasos sanguineos (West et al., 1985;
Slevin et al., 2007 e 2002). Em modelos animais (rato e hamster), quando aplicado
topicamente acelera a cicatrizacdo de feridas dermais e diminui a fibrose e
formacao de cicatrizes (Gao et al., 2010).

Angiogénese é um passo fundamental para processos biol6gicos como
desenvolvimento embrionario e cicatrizacdo. Moléculas angiogénicas e
antiangiogénicas sao liberadas por células acessérias controlando a
neovascularizagdo, migracdo, proliferagdo, diferenciacdo morfogénica em
capilares, e a concomitante remodelagéo da ECM (Genasetti et al., 2008).

AH de alta massa molar (HMW-HA) inibem a proliferacdo de células
endoteliais, pois regides avasculares sédo ricas em HMW-HA e a expressao dessa
forma de AH em areas vasculares normais resultam na diminuicdo da
vascularizacdo (Marsano et al., 2007; Smith et al., 2008); além de estimular a
granulacdo, deposicao de colageno e proliferacdo de fibroblasto. Em contraste, AH
de baixa massa molar ou oligossacrideos (0-AH) estimulam a proliferacao celular,
formacdo do tubo endotelial, estimulacdo da neovascularizacdo em membrana
corioalantdéide (CAM) e produgdo de coldgeno pelas células endoteliais,
acelerando o fechamento de feridas (West et al., 1985; Slevin et al., 2002; Rooney
et al., 1993).

O fechamento rapido de feridas proporcionado pelo tratamento com o-AH
pode aumentar a formacdo de cicatriz, tornando inferior a qualidade da
cicatrizagdo. Ja o tratamento com HMW-HA beneficia a qualidade da cicatrizacao
impedindo o depdésito de coldgeno e diminuindo a cicatriz formada (Buchanan et
al., 2009; David-Raoudi et al., 2008).

Il. 3.2.4. Mercado do AH.

O mercado atual do AH em todo mundo foi estimado em mais de U$1 bilhao
na ultima década (Widner et al, 2005; Chong et al, 2005).

Alguns produtos comercias com AH e suas aplicacoes:
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- Healon® (massa molar 2,5 MDa), derivado da crista de galo, é usado em
viscocirurgia de implantes oculares, como protetor viscoelastico do endotélio
cérneo durante o transplante de cérnea (Kogan et al., 2006).

- Hyaff 11p50 com 50 % de esterificacdo € um polimero hidrofilico
(solubilidade em agua de 60mg/mL), que pode ser processado como gel, muito
parecido com o acido hialurbnico nativo, mas com uma resisténcia muito maior a
acao da hialuronidase. Esse material tem sido usado como malhas e esponjas
para crescimento de cultura de fibroblasto humano, cultura de condrécitos e
células mesenquimais derivadas da medula 6ssea para o reparo de cartilagem e
defeitos 6sseos (Esposito et al., 2005).

- Hyalgan® (Fidia, ltalia), Artz® (Seikagaku, Japao), Osthovisc® (Anika,
USA): produtos destinados ao tratamento da osteoartrite (Brown & Jones, 2005).

- Restylane®, reposicdo de volume perdido pela pele suavizando linha de

expressao e rugas.

Il. 4. Liberacao controlada.

O conceito de liberacdo controlada de farmacos tem sido utilizado
tradicionalmente para se obter uma taxa de liberacdo especifica ou marcacao
espacial de um ingrediente ativo (Vasir et al., 2003).

Ocorre quando um polimero (natural ou sintético) é adequadamente
combinado com um farmaco ou bioativo, liberando-o de maneira diferenciada em
relacdo a sua forma livre. A liberacao do agente ativo deve ser constante e ciclico
por um longo periodo. O uso de veiculos poliméricos para a liberacao de bioativos
possibilita o controle dessa distribuicdo por local e tempo determinados (Chen &
Mooney, 2003).

A tecnologia de carreamento oferece uma aproximagao inteligente para a
liberacao controlada pela encapsulacao de farmacos em uma particula carreadora
como microesferas, nanoparticulas, lipossomas, etc, que modulam as

caracteristicas de liberagéo e absorgao do farmaco (Vasir et al., 2003).
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O conceito de encapsulacao surgiu da idealizacdo do modelo celular em
que a membrana que envolve e protege o citoplasma e os demais componentes
exerce a0 mesmo tempo outras funcdées, como controlar a entrada e a saida de
material na célula (Azeredo, 2005). De modo semelhante, a encapsulacédo
consiste em uma camada de um agente encapsulante, geralmente um material
polimérico, que atua como um filme protetor, isolando a substancia ativa
(material encapsulado) e evitando a sua exposi¢ao inadequada (Favaro-Trindade
et al, 2008; Wiechers, 2008). A encapsulacao engloba tanto a formacgédo de
capsulas (sistema do tipo reservatério) quanto de esferas (sistema matricial),
genericamente chamadas de particulas (Azeredo, 2005; Suave et al, 2006;
Favaro-Trindade et al, 2008; Wiechers, 2008).

Existem trés mecanismos primarios pelos quais agentes ativos podem ser
liberados em um sistema de distribuicao: difusdo (ocorre quando o farmaco ou
bioativo passa através do polimero que forma a matriz de distribuicdo controlada,
através dos poros ou das cadeias do polimero), degradacao da matriz (ocorre
quando o farmaco passa da matriz do polimero para o meio externo), e expansao
seguida de difusdo (intumescimento do sistema) (Suave et al., 2006; Brannon-
Peppas, 1997).

As principais estruturas utilizadas para encapsulagédo de ativos sdo os
lipossomas, as ciclodextrinas, as micro e nanoparticulas poliméricas e as
nanoparticulas lipidicas.

A fase inicial da liberagdo geralmente é mais rapida que a terminal, com
uma possivel utilidade funcional de promover uma dose inicial, minimizando
qualquer administragéao tardia do farmaco ou material a ser liberado do sistema
(Lim et al, 2000). Quando o sistema entra em equilibrio a liberagdo torna-se

constante.

Il. 4.1. Micro e nanoencapsulacao.

O termo microesferas diz respeito a particulas esféricas com didmetro em

torno de 1 — 500 um; podem ser soélidas ou porosas e podem encapsular
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substancias farmacologicamente ativas, agentes cosméticos, biopolimeros, ou
fatores de crescimento. Uma microesfera pode conter qualquer substancia,
preferencialmente, lipofilicas quando preparadas com técnica de emulsao 6leo em
agua, e hidrofilicas quando preparadas com técnica de emulsdo agua em Oleo
(Dehazya & Lu, 2005). Microesferas constituem uma parte importante dos DDS
particulados em virtude do seu tamanho reduzido e caracteristicas carreadoras
eficientes.

O termo nanoesferas compreeende particulas de tamanho sub celular e
micromeétrico, em sua grande maioria, na faixa entre 1 e 100 nm. O seu tamanho
reduzido permite a administracdo por qualquer via, a passagem por diversas
barreiras fisiolégicas como a mucosa intestinal e barreira hemato-encefalica,
internalizacdo celular, e habilidade para reverter a resisténcia a multiplas drogas
de células tumorais, podendo ainda atravessar facilmente a membrana celular,
distribuir-se em todo o citosol e se localizar na regido perinuclear — sem nenhum
efeito toxico (Pitarresi et al., 2007; Teskac, 2010).

Micro e nanoparticulas biodegradaveis possuem um dos maiores alcances
de utilidade na liberacdo controlada de qualquer formulacdo ja estudada; podem
ser utilizadas em formulagdes injetaveis, formulacdes orais, sistemas bioadesivos,
e como principal componente da liberacdo controlada em implantes e filmes tanto
degradaveis quanto ndo degradaveis (Brannon-Peppas, 1995).

Técnicas de micro e nanoencapsulacdo sdo empregadas através de
processos quimicos, fisicos ou fisico-quimicos. Os métodos quimicos usados séo:
polimerizacao interfacial e inclusdo molecular. Entre os métodos fisicos, estao:
extrusdo estacionaria, bocal submerso, extrusdo centrifuga, spray drying, disco
rotativo, pan coating, supensao por ar, spray cooling, leito fluidizado, co-
cristalizacdo e liofilizacdo. Ja os meétodos fisico-quimicos, s&o: coacervacao
simples e complexa e emulsificacao (Azeredo, 2005; Suave et al, 2006; Dobre et
al, 2008; Favaro-Trindade et al, 2008; Wiechers, 2008).
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Il. 5. Emulsoes.

As emulsdes sao dispersdes de duas fases liquidas imisciveis entre si,
usualmente agua e 6leo, estabilizados pela presenca de agentes emulsificantes,
localizados na interface 6leo/agua (Lyssant, 1974; Rosen, 1989; Meyers, 1999).

Os agentes emulsificantes, designados surfactantes ou tensoativos, séo
moléculas anfipaticas constituidas de uma porcado hidrofébica e uma outra
hidrofilica com propriedade de diminuir a tensao interfacial entre o éleo e a agua,
constiutindo papel fundamental na estabilizacdo de emulsdes. Entretanto estes
compostos ndo conseguem diminuir essa tensdo a ponto de contrariar totalmente
a energia livre de superficie provocada pelo aumento da &rea interfacial. Desta
forma as emulsbes sao sistemas termodinamicamente instaveis e, no
desenvolvimento tecnoldgico, procura-se utilizar de meios que possam retardar
pelo maior tempo possivel a separacao das fases (Holmberg et al, 2003; Oliveira
et al., 2004, Santos et al, 2007).

A instabilidade do sistema faz com que as emulsdes ndo se formem
espontaneamente, consequentemente sendo necessaria a entrada de energia a
partir de equipamentos mecéanicos ou entdo a partir de potencial quimico dos
componentes para a sua formacao (Tadros et al, 2004, Solans et al, 2005; Anton,
et al, 2008).

Il. 5.1. Emulsdes agua em o6leo (a/o0).

Nas emulsbées do tipo agua/dleo a porcao hidrofilica das moléculas da
emulsdo é dissolvida nas gotas de &gua dispersas e a parte hidrofobica
descarregada orienta-se para a fase oleosa.

Estudiosos postulam que em emulsdes a/o formadas com sucesso, isto &,
que apresentam razoavel estabilidade, algum tipo de interacéo interfacial deve
existir, quer seja ela eletrostatica, quer seja através de pontes de hidrogénio. Em
contrapartida outros afirmam que elas sédo estabilizadas por filmes neutros

monomoleculares de emulsificantes ou filmes poliméricos. Um consenso € que
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algum tipo de formacdo de complexo — incluindo ligagcdo de H, hidratacdo e
associagdao molecular — é necessario a estabilizacao (Oliveira, 2004; Anton, 2008;
Frange & Garcia, 2009).

A formacao de um filme molecular ordenado nas interfaces reduz a tensao
interfacial e superficial, sendo responsavel pelas propriedades Unicas dos
surfactantes: capacidade de adsorcao nas interfaces e a tendéncia de associacao
para formarem estruturas organizadas, sendo adequados para uma ampla gama
de aplicacoes.

Span e Tween sao tensoativos nao-ibnicos amplamente utilizados na
estabilizacdo de emulsdes onde o Span € um mono/oleato de sorbitano lipofilico
formado por ésteres de sorbitan derivados da reacdo de sorbitol com acidos
graxos cuja cabeca polar reduzida oferece um melhor recobrimento da porgao
aquosa da emulsao (Lyssant, 1974; Rosen, 1989; Meyers, 1999).

A medida da afinidade de um tensoativo para 6leo ou agua pode ser
identificada através do sistema HLB, ou Balang¢o Hidrofilico/Lipofilico, valor este
que pode ser calculado ou estimado experimentalmente. O sistema HLB foi
desenvolvido para predizer o comportamento de tensoativos néo-ibnicos. No
sistema HLB, cada emulsificante recebe um valor numérico que expressa a
relacdo entre o grupo hidrofilico e o grupo lipofilico. Um tensoativo de carater
lipofilico tem um numero HLB baixo (HLB 3 — 6) sendo mais adequados para
emulsées agua em 06leo, enquanto que um tensoativo hidrofilico tem um numero
HLB alto (HLB 8 — 18) sendo mais usados em emulsdes 6leo em agua (Griffin,
1949; Anthony et al,1996; Leonel, 2008).

Il. 6. Arrabidaea chica.

A Arrabidaea chica (Humb. and Bonpl.) € uma trepadeira (Figura 6) de
ocorréncia na América Tropical, membro da familia Bignoniaceae a qual abrange
120 géneros e 800 espécies, e se distribui pela América tropical desde o sul do
México até o Brasil central (Devia et al., 2002). No Brasil, as plantas dessa familia

sao encontradas desde a Floresta Amazobnica, Cerrado e Mata Atlantica.
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Popularmente A.chica é conhecida como pariri (no Pard), crajiru (no Amazonas),
carajuru, carajiru, puca-panga, coapiranga, chica ou cip6-cruz (Von-Poser, 2000;
Correa, 1931; Van den Berg, 1993).

No nordeste do Brasil, as folhas da A. chica sdo usadas por indios como
tintura para pintar o corpo em rituais, para proteger a pele dos raios solares e
repelir insetos devido aos pigmentos carajurina e carajurona (Corréa, 1926;
Chapman et al, 1927; Zorn et al, 2001). As folhas submetidas a fermentacao e
manipuladas como as anileiras (/ndigofera spp.) fornecem um corante vermelho-
escuro ou vermelho-tijolo. Algumas tribos preparam uma infuséo das folhas para o
tratamento de conjuntivite aguda, e uma pasta, na forma de cataplasma, contra
ataque de insetos.

Figura 6. Arrabidaea chica. A: Plantagéo de A. chica; B: Folhas bi ou trilobuladas. Fonte:
disponivel em www.plantamed.com.br.

Na medicina popular, as folhas dessa espécie sdo usadas na preparagao
de chas com propriedades adstringentes para o tratamento de diarréia, anemia,
leucemia, ictericia, alobuminuria. Ha ainda relatos de eficacia antiinflamatéria
(Oliveira et al., 2009), antibacteriana, antifUngica e antiparasitaria (Hofling et al.,
2010; Barbosa et al., 2008), e contra canceres de boca, utero e leucemia (Kalil
Filho et al., 2000). Quando aplicada topicamente, sao atribuidos a espécie A. chica
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propriedades terapéuticas para enfermidades da pele como psoriase, feridas e
Ulceras (Takemura et al., 1995).

O extrato bruto de A. chica induz ainda a prolifera¢éo de fibroblastos in vitro
e estimula a sintese de colageno in vivo e in vitro além de apresentar moderada
capacidade antioxidante e atividade antiulcerogénica, diminuindo a area lesionada
(Jorge et al., 2008), caracterizando sua atividade no processo cicatricial.

O primeiro estudo fitoquimico das folhas de A. chica relata o isolamento de
3-deoxiantocianidina, carajurina (Chapman et al., 1927). Estudos posteriores,
propuseram que a ocorréncia deste raro pigmento em Bignoniaceae era
provavelmente restrita a A. chica, resultando no isolamento de antocianinas, fito-
esterodis, 7,4’-di-hidroxi-5-metaxiflavona (1) e 6,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavona
(carajuruflavona) (2) (Scogin,1980; Takemura et al,1995; Harborne & Willians,
2001), e de novas agliconas destacando-se trés deoxiantocianidina ou pigmentos,
a 6,7,4-trinidroxi-5-dimetoxiflavilium (3) e a 6,7,3’,4’-tetrahidoxi-5-metoxi-flavilium
(4) (Figura 7), provenientes das partes aéreas da A. chica juntamente com a
conhecida 6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium ((5) carajurina) (Williams & Grayer,
2004).
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OCH; (4)

Figura 7 . Estrututra das antocianinas e deoxiantocianidinas isoladas das folhas de
A. chica. Antocianinas: 7,4’-di-hidroxi-5-metoxiflavona (1); 6,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavona
(carajuruflavona) (2); deoxiantocianidinas: 6,7,4’-trihidroxi-5-dimetoxiflavilium (3), 6,7,3.,4"-
tetrahidoxi-5-metoxi-flavilium (4) e: 6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium (5).

Este género é fonte de antocianinas, flavonoides e taninos (Harborne, 1967;
Takemura, 1995; Zorn et al., 2001, Alcerito, 2002; Devia et al., 2002; Pauletti et al.,
2003).

As antocianinas sao corantes naturais pertencentes a familia dos
compostos fendlicos, da qual também fazem parte os flavonodides e
fenilpropandides. Estes compostos favorecem a agéo cicatrizante do extrato bruto
de A. chica (Taffarello, 2008; Jorge, 2008). Em sua composicdo molecular, as
antocianinas possuem um esqueleto basico do tipo C3CsCs € a mesma origem
biossintética, mas diferem dos demais por apresentarem coloragcédo intensa, um
maior grau de oxidacao (Harborne, 1967) e por serem glicosiladas. As
antocianinas sao raramente isoladas e identificadas devido a sua grande

instabilidade.
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A molécula de antocianina contém o ion flavilium ou 2-fenilbenzopirilium (6),
e um acgucar, podendo conter ainda um acido alifatico ou aromatico. A antocianina,

apos perda de agucar por hidrélise acida, € chamada antocianidina ou aglicona.

As antocianidinas mais frequentes na natureza s&o perlagonidina (7),
cianidina (8), peonidina (9), petunidina (10) e malvidina (11) (Figura 8). Os
acucares mais encontrados nas antocianinas sao glicose, ramnose, galactose e
arabinose (Mazza & Miniati, 1993). Estes aclUcares ocorrem como
monoglicosideos e triglicosideos substituidos diretamente na glicona nas posicoes
3, 5 e 7 (Oliveira, 2001). As antocianinas desempenham importante papel nas
interacdes de insetos com plantas para a polinizacdo e dispersao de sementes.
Também apresentam um papel importante nas interacoes alelopaticas ligadas a
defesa contra insetos predadores.

OH
0]
HO N
= OH
OH
7
OR OR
OH OH
HO o HO O\ OR
= OH = OH
OH g.R=H OH
9- R=Me - 10- R=Me, R’=H
" 11-R=R=H

Figura 8: Estruturas da molécula de antocianina e das antocianidinas mais
freqlientes. Antocianina com ion flavilium e molécula de aglcar (6) e as antocianidinas:

perlagonidina (7), cianidina (8), peonidina (9), petunidina (10) e malvidina (11).
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Estudos apontam o alto poder antioxidante das antocianinas para
combater doencas metabdlicas e suas complicagdes (Kong et al. 2003; Tsuda et
al., 2006; Guo et al., 2007; Harris et al., 2007; Zafra-Stone et al., 2007). O poder
antioxidante de antocianinas isoladas de Mirtilo (Vaccinium corymbosum) bem
como a estabilidade frente a condicées adversas de pH, temperatura, luz, além do
contato com diferentes aditivos, foi demonstrada por Wang et al. (2010).

Estresse térmico, alteracbes de pH, presenca de oxigénio e tempo de
estocagem tem sido reportados como fatores que aceleram a degradacao das
antocianinas (Lee & Cho, 2012; Frank et al. 2012). A influéncia da pressao e da
temperatura na estabilidade de antocianinas foi avaliada durante um processo de
emulsificacdo. Observou-se que o estresse mecanico, mesmo empregando altas
pressdes, ndo causa degradacdo das moléculas, sendo que a degradacdo de
antocianinas em processos de emulsificagdo esta relacionada a altas

temperaturas (Frank et al. 2012).

Formulacées cosméticas ou farmacéuticas tém empregado extratos de
Carajiru como componentes de protetores solares ou produtos para cuidados da
pele: em produtos de maquiagem, como antioxidante inibindo formacao de rugas e
melhorando a tonicidade da pele ou como agente antiinflamatério. Os extratos da
planta também sao utilizados como material corante em formulagdes cosméticas
(Xavier, 2003). O extrato de Carajiru € utilizado popularmente juntamente com
extratos de outras plantas no tratamento de pele, antienvelhecimento, tratamento
de cabelos, e cavidade oral (Chiyoko, 2001), assim como antifungico e

antimicrobiano (Barata et al., 2006).

O interesse na pesquisa de novas substancias ativas de origem vegetal tem
aumentado significativamente. Em particular, crescem também as investigacoes
de extratos vegetais que auxiliem no processo cicatricial, principalmente de
Ulceras de diabéticos e aquelas provocadas pelo efeito colateral do uso de alguns
medicamentos e também quimioterapicos. A avaliagdo da acado desses extratos é
feita nas trés etapas do processo cicatrizante (Newman, 2008; Cragg & Newman,
2009).
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ll. MATERIAL E METODOS.

lll.1. Obtencao do material vegetal.

As folhas de A. chica (Humb & Bonpl) Verlot, foram coletadas no
Banco de Germoplasma, (acesso 03 e 06 — Tabela 1), do Centro de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas da UNICAMP, localizado no municipio de
Paulinia (22° 45’ 00”Sul e 47°10°21”Oeste). A coleta foi realizada no més de
abril de 2010. Folhas das por¢des inferior, média e superior foram coletadas,
procurando-se obter uma amostra representativa das diferentes partes da
planta. O material vegetal (exsicata 1865) foi identificado e classificado pela
curadora Dra. Glyn Mara Figueira da colecao de plantas medicinais e
aromaticas (CPMA) do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biolégicas e Agricolas (CPQBA)-Unicamp.

Tabela 1: Diferencgas constitutivas dos extratos brutos provenientes do Parana (Ac 03) e do
Amazonas (Ac 06).

Compost Antocianidinas ~ Compost Antocianinas
0s 0s
Ac 03 Ac 06 Ac 03 Ac 06

(MW) (MW)
271 + + 447 + +
285 - ++ 449 + -
287 ++ + 463 ++ ++
299 - +++ 479 + -
301 ++ + 535 + +
303 + + 593 - +
317 + + 595 - +

*Presencga (+) ou auséncia (-) de antocianidinas e antocianinas nos extratos e seus pesos
molares.
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lll.1. 2. Secagem e moagem do material vegetal.

As folhas coletadas foram secas em estufa ventilada (marca Fabbe), a 40°C
durante 48 horas, e moidas no moinho tipo martelo (marca Stephen, modelo UM
40) com peneira de 40 mesh. O material seco e moido foi embalado (Figura 9)
para 0 armazenamento. Empregou-se uma embalagem composta por um filme
interno de polipropileno revestido por uma camada de aluminio opaco, com a
finalidade de proteger o extrato de agentes externos como luz, oxigénio e
umidade.

Figura 9: Armazenagem das folhas de A. chica. Embalagem com folhas de A. chica
secas e moidas, empregando-se sistema de empacotamento a vacuo e protegido da luz.

lll.1. 3. Preparo dos Extratos Vegetais.

A metodologia do processo de extragdo seguiu o protocolo descrito por
Oliveira (2001). Um modelo esquematico, representativo do preparo dos extratos
vegetais, esta ilustrado na Figura 10.

Para o processo extrativo de maceracdo dinamica, adicionaram-se as
folhas moidas uma mistura de etanol/ acido citrico 0,3%, na proporcao de 1:5
(v/v). Foram realizadas trés extragdes de 2 horas cada, em coluna de ago inox
(escala piloto). Os extratos foram filtrados e o solvente eliminado, sob vacuo em
rotaevaporadores Buchi (modelo R-215). A neutralizacao foi realizada com NH,OH
até pH 6. Para secagem, empregou-se o atomizador spray dryer Buchi B-290, nas
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condi¢cbes operacionais detalhadas na tabela 2. Todo processo de extracao foi
realizado sob protecdo da luz, devido a fotossensibilidade da amostra.

Os estudos do extrato foram realizados na Divisdo de Fitoquimica do
CPQBA-Unicamp, sob supervisdo da Profa. Dra. Mary Ann Foglio.

B) )
Moagem em ~ Etanol/
triturador de facas Ac. Citrico 0,3%
(com gelo seco) 1:5 (v.v)

3 extracoes
/2h cada

Figura 10: Esquema representativo do preparo do extrato vegetal. A. folhas secas de
A. chica; B. moagem com gelo seco; C. solvente extrator: etanol + &cido citrico 0,3%, 1:5 (v.v); D.
maceragao dindmica em agitador oscilatério; E. rotaevaporador Buchi RE 215 para eliminagéo do
solvente a vacuo; F. spray dryer Buchi B-290 para secagem do extrato.

Tabela 2: Condigdes operacionais do spray dryer para secagem do extrato vegetal.

Temperatura de entrada Temperatura de saida
100° C 55°C
Nozzle cleaner Aspirador
5 90 %
Pressao de N, Fluxo de N,
0,9 bar 473 L.min”
Vazdo de bomba Volume de solucao
25 %; 7,5 mL.min”’ 1000 mL
Sdlidos totais Inert loop
1,71 % 0-10°C
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lil. 1. 4. Monitoramento de parametros do processo extrativo.

Com a finalidade de aperfeicoar o processo de extracao, alguns parametros
foram monitorados, como a influéncia do gas empregado no processo de secagem
e a comparacao das producdes em escala piloto ou laboratorial.

Para comparar a producdo do extrato em planta piloto ou laboratorial,
empregaram-se as mesmas condicdes em ambos 0s processos (maceracao
dindmica descrita anteriormente), modificando apenas o local da extracdo. Na
planta piloto foi utilizada coluna em aco inox com agitagdo mecanica e na
laboratorial, erlenmeyers em agitador oscilatério. Foi utilizado para cada processo
1 kg de material vegetal.

No processo de secagem em spray dryer, avaliou-se a presenga de

nitrogénio ou sua auséncia (secagem na presenga de oxigénio).

lll.1.5. Analise Qualitativa e Quantitativa por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

As aliquotas do extrato foram dissolvidas em solvente apropriado, grau
CLAE, e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com
detector de arranjo de diodos (DAD). As condi¢des para analise foram otimizadas
a partir de metodologia sugerida por Wen et al. (2005).

ll1.1.5.1. Condi¢6es cromatograficas.

As analises foram realizadas por CLAE (Shimadzu) acoplada a detector de
UV com arranjo de diodos (Shimadzu). As condi¢des do gradiente de fase mével e
cromatograficas utilizadas estdo descritas na tabelas 3 e 4.
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Tabela 3: Programa de gradiente de fase mével para andlises por CLAE.

i Solvente H,O +H;PO, Solvente Metanol
Tempo (min) | = 115 040,10 (%A) (%B)
0-5,0 55 45
5-20 10 90
20 - 30 0 100
30 - 45 55 45

Tabela 4- Condigcdes cromatograficas utilizadas para analise das antocianinas presentes

na A. chica.
Equipamentos e acessorios Especificacao
Bomba Shimadzu LC 10atm
Coluna - C18 Gemine- Phenomenex 5um 110A°
- (250mm x 4,6 mm x 5um)
Volume de injecédo 20uL
Vazao de fluxo 1 mL/min
Detector Shimadzu M10AVP UV-DAD
Fase movel Gradiente: H,O/ Metanol
Comprimento de onda A=470nm
Forno CTO-10ASVP 35°C
Software Class VP -5
Tempo de retencao Pig1= 7,0 7,5; pig 2= 10,0-10,8min; pig 3= 17,0-17,9 min

lll.2. Micro e nanoparticulas de acido hialurénico.

lll.2.1. Obtencao das micro e nanoparticulas.

As particulas tanto na auséncia quanto na presenca de um composto ativo
foram obtidas por emulsificagdo agua /6leo, com Span 80 (monooleato de
sorbitan/ SIGMA/St. Louis; USA) como tensoativo seguida de da reticulacao
quimica do &cido hialurdnico com diidrazida do acido adipico, segundo protocolo
de Yun et al (2004) adaptado por Kubo (2005) (Figura11A).

Inicialmente adicionou-se 80 mL éleo mineral (VETEC/Rio de Janeiro; BRA)
e 1 mL agente emulsificante Span 80 a um béquer de 250 mL. A mistura foi
emulsificada a 1000 rpm, utilizando agitador mecanico tipo caules, com impelidor
de pa dentada (Digital TE-039/1 TECNAL). Em seguida 100 mg do agente
reticulante dihidrazida adipica (ADH) (SIGMA/St. Louis; USA) dissolvida em 10 mL
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HA 0,5% (50 mg, 1,24.10* mol) foram adicionados, e mantidos sob agitacdo
durante 30 minutos, formando a emulsdo de agua em éleo (A/O). Transcorrido o0s
30 minutos, ocorreu a adicdo de 120 mg do catalisador 1-etil-3-(3-dimetilamino-
propil) carbodiimida (EDCI) (SIGMA/St. Louis; USA) dissolvidos em 2 mL de agua
Mili-Q a emulsédo e agitacdo por mais 30 minutos. O pH da primeira reacdo de
reticulacdo quimica foi ajustado através da adicdo 0,2 mL HCI 0,1 mol/L, e a
reacao ocorreu em agitacdo constante por 24 horas. As particulas formadas
foram recuperadas da fase oleosa através da lavagem da emulsao com 150 mL de
alcool isopropilico (IPA) e agitagdo em agitador orbital a 200 rpm por 20 min. A
separacao das fases (agua/éleo) foi realizada com funil de separacédo. A porcao
aquosa, contendo as particulas, foi entdo centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm
(287,28 g) e o sobrenadante descartado.

A resuspensdo das microesferas foi realizada com 100 mg de ADH e 120
mg EDCI dissolvidos em 100 mL de IPA 90% sob agitacao de 200 rpm (5,11 Q).
Para a segunda reagdo de reticulagdo adicionou-se 0,2 mL HCI 0,1 mol/L, e
agitacao constante por mais 24 horas.

A coleta das particulas foi realizada por centrifugacdo 5 minutos a 1500 rpm
e adicao de IPA 90%, repetindo-se o processo por trés vezes. O material foi entdo
ressuspendido em 10 mL de 4gua destilada, congelado em nitrogénio (N2) liquido
e liofilizado.

A adigdo do extrato vegetal da Arrabidaea chica foi feita em um primeiro
momento, juntamente a fase aquosa (100 mg dihidrazida adipica (ADH) dissolvida
em 10 mL HNa 0,5% (50 mg, 1,24.10* mol)), na formacgdo da emulsdo de agua
em Oleo (A/O). Num segundo momento, foi adicionado apés a formacdo da
emulsdo. Essa diferengca pontual foi realizada para que se estabelecesse um
momento ideal para adicao do extrato (Figura 11 B e C).
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Oleo mineral AHOS%,

Span 80 ADH

Emulsao

<+«—Agitagdo 1500 rpm/
287,28 ¢

agua/dleo / (agitagdo 20 min)
Cc

Adicao
Arrabidaea chica

Adicdo A. chica

«—— Adigio EDCI

\

1* reagado de
ligacdo cruzada

4+

Separagao por filtracdao
/centrifugagao/ lavagens/
ressuspensao

(agitacdo 20 min)
HC1 0,1 N

Agitacdo 24 hs a t°
ambiente

ﬂ “———— HCI0,IN

2% reagdo de
ligacdo cruzada

I

Separacao por
centrifugacdo/ lavagens

U

Micro e nanoparticulas
reticuladas quimicamente

Agitacdo 24 hs
(1000/200 rpm
127,68/5,11 g)

<«— Separacgdo de sobrenadante

e sedimento

Figura 11. Representacdo esquematica da producao das micro e nanoparticulas. A.

Produgao das micro e nanoparticulas de acido hialurénico por reticulacdo quimica na auséncia de

um composto ativo; Producdo das micro e nanoparticulas de acido hialurénico por reticulacdo
quimica com adigdo do extrato bruto da Arrabidaea chica em dois momentos pontuais: B.

juntamente a fase aquosa e C. apos a formagao da emulséo.
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Foi utilizado para todo o processo agitador Mecéanico Digital TE-039/1
TECNAL.

lll.2.2. Influéncia de variaveis operacionais.

O processo de emulsificacdo para a producdo das particulas de AH, foi
estudado com relacdo a influencia das variaveis operacionais, tais como
velocidade de agitacdo, pH, proporcéo entre AH e reticulante, e recirculacdo da
dispersao (Tabela 5).

Tabela 5. Tabela 5. Condigcdes utilizadas no estudo da influéncia das variaveis
operacionais na producdo de particulas deAH. Variaveis estudadas: velocidade de agitagao, pH,
proporcdo AH:reticulante e recirculagao da disperséo.

Condicao 1

Protocolo inicial, segundo a literatura, com 0,2 mL HCI 0,1 N (Kubo, 2005).

Condicao 2

Agitacdo de 1700 rpm (primeira e segunda reagao de reticulagéo). 1 mL HCI 0,1 N.
100 mg de Reticulante.

Condicao 3

Agitacéo de 1500 rpm (primeira reticulagéo) e 200 rpm (segunda reticulagéo). 1 mL HCI 0,1 N.
100 mg de Reticulante.

Condicao 4

Agitacéo de 1500 rpm (primeira reticulagéo) e 1000 rpm (segunda reticulagéo). 1 mL HCI 0,1 N. 100 mg de
Reticulante.

Condicao 5

Agitacéo de 1500 rpm (primeira reticulagéo) e 100 rpm (segunda reticulagéo). 1 mL HCI 0,1 N.
100 mg de Reticulante.

Condicao 6

Agitacéo de 1500 rpm (primeira reticulagao) e 1000 rpm (segunda reticulacéo). 1 mL HCI 0,1 N. 50 mg de
Reticulante.

Condicao 7

Agitagdo de 1500 rpm (primeira reticulagao) e 1000 rpm (segunda reticulagéo). 1 mL HCI 0,1 N. 150 mg de
Reticulante.

Condicao 8

Agitagdo de 1500 rpm (primeira reticulagao) e 1000 rpm (segunda reticulagéo). 1 mL HCI 0,1 N. 200 mg de
Reticulante.

Condicao 9

Agitacédo de 1500 rpm (primeira reticulagéo) e 1000 rpm (segunda reticulagéo). 1 mL HCI 0,1 N. 100 mg de
Reticulante na primeira reacéo de reticulacdo e 50 mg na segunda reacgo de reticulacéo.

Condicao 10

Agitacédo de 1500 rpm (primeira reticulagéo) e 1000 rpm (segunda reticulagéo). 1 mL HCI 0,1 N. 100 mg de
Reticulante. Processo realizado com recirculagao.
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11.2.2.1. pH.

No protocolo de Yun et al (2004) adaptado por Kubo (2005), a quantidade
de HCI adicionada era de 0,2 mL. Nas condi¢cdes do presente trabalho, essa
quantidade foi aumentada para 1 mL, para contornar as limitacbes de
transferéncia de massa, e garantir no interior da particula, o pH na faixa 6tima da
reticulacdo (3.0-4.75), conforme descrito por (Prestwich et al, 1998).

ll1.2.2.2. Velocidade de agitacao.

A influéncia da velocidade de agitacdo foi estudada com o emprego de
diferentes velocidades para garantir a qualidade da mistura, redugdo e
homogeneizacdo do tamanho das particulas. Para isso, cinco velocidades de
agitacao foram aplicadas: 100 rpm, 200 rpm, 1000 rpm, 1500 rpm e 1700rpm. A
eficiéncia de mistura foi melhorada com a utilizacdo de chicanas.

l11.2.2.3. Proporcao reticulante : AH.

Foram estudadas quatro proporgdes do agente reticulante ADH com
relacdo ao AH, detalhadas na tabela 6 em massa e mol.

Tabela 6. Razdo ADH : AH em massa e mol, em cada reagéo de reticulagéo.

Proporcao em Massa Proporgcao em Mol

100 mg 5,74.10™ mol
2:1 5:1

50 mg 2,87.10™ mol
1:1 2:1

150 mg 8,61.10™ mol
3:1 8:1

200 mg 11,48.10* mol
4:1 11:1
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l11.2.2.4. Recirculacao.

A recirculacdo da dispersao no sistema foi realizada com vazao de 40
mL/min utilizando bomba peristaltica. Partindo da parede, a mistura foi bombeada
para o centro do reator, para garantir que toda a mistura entrasse em contato com

o impelidor.

111.2.3. Influéncia da proporcao de extrato da A. chica: AH na obtencao
de micro e nanoparticulas.

A capacidade das particulas de AH encapsularem o extrato de A. chica :foi
estudada em 10 diferentes condigdes, variando-se as velocidades de agitacao nas

duas etapas do processo, conforme detalhado na tabela 7.

Tabela 7. Condi¢cdes usadas no estudo da encapsulagdo do extrato de A. Chica em

particulas de acido hialurénico.

Condicao 1

Condicao 2

Agitacédo de 1500 e 200 rpm.
Adicao de 100 mg A. chica.
Proporcao 1 : 2 (AH : A. chica).

Agitacdo de 1500 e 1000 rpm.
Adigéao de 100 mg A. chica.
Proporcédo 1 : 2 (AH : A. chica).

Condicéao 3

Condicao 4

Agitacédo de 1500 e 200 rpm.
Adicéo de 50 mg A. chica.
Proporcdo 1 : 1 (AH : A. chica).

Agitacdo de 1500 e 1000 rpm.
Adic&o de 50 mg A. chica.
Propor¢do 1 : 1 (AH : A. chica).

Condicéao 5

Condicao 6

Agitacdo de 1500 e 200 rpm.
Adicao de 37,5 mg A. chica.

Proporgdo 1: 0,75 (AH : A. chica).

Agitacdo de 1500 e 1000 rpm.
Adicao de 37,5 mg A. chica.

Proporgéo 1 : 0,75 (AH : A. chica).

Condicao 7

Condicao 8

Agitacédo de 1500 e 200 rpm.
Adicao de 25 mg A. chica.
Proporcado 1 : 0,5 (AH : A. chica).

Agitacdo de 1500 e 1000 rpm.
Adigéo de 25 mg A. chica.
Proporcéo 1 : 0,5 (AH : A. chica).

Condicao 9

Condicao 10

Agitacao de 1500 e 200 rpm.
Adicéo de 12,5 mg A. chica.

Proporcdo 1 : 0,25 (AH : A. chica).

Agitacao de 1500 e 1000 rpm.
Adigéo de 12,5 mg A. chica.

Proporcéo 1 : 0,25 (AH : A. chica).
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lll.2.4.Caracterizacao das particulas.

A caracterizacao das particulas foi realizada apés centrifugacdo a 10000
rom/12768¢g durante 15 minutos, onde o sobrenadante (contendo nanoparticulas)

foi separado do pellet formado (contendo microparticulas).

lll.2.4.1. Microparticulas.

A caracterizagdo das microparticulas de HA foi realizada morfologicamente

(aspecto e forma) e dimensionalmente (tamanho).

ll1.2.4.1.1. Analise morfoldgica.

As andlises de aspecto e forma foram realizadas através de microscopio
eletronico de varredura (MEV).

As amostras foram aplicadas nos stubs (suporte para amostras) do
microscépio eletrdnico de varredura Leo modelo Leo440i (Carl Zeiss), previamente
recobertas com fita adesiva dupla face (fixacdo do material).

Os stubs foram colocados no Sputter coater SC 762-polaron para a
metalizacdo do material com uma liga ouro-paladium. Foi aplicado vacuo para
retirada do ar e algum possivel interferente. Acrescentou-se argbnio para quebrar
o vacuo e fazer o meio aplicando-se corrente para ionizagcdo durante 3 minutos.

As amostras, apdés metalizacdo, foram observadas no MEV (poténcia — 5
KV e corrente — 50 pA) e fotografadas digitalmente.

ll1.2.4.1.2. Analise de tamanho.
A analise do tamanho das microparticulas foi inicialmente realizada em
equipamento analisador de tamanho de particulas, por difracdo a laser, Master

Sizer S., modelo S-MAM 5005 — Malvern.

Faixa de analise: 0,05 a 900 um;
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Unidade: suspensao da amostra.
Posteriormente, foi utilizado software Image Tool para a analise, onde foi

realizada a contagem de 30 particulas em cada fotomicrografia observada.

lll.2.4.2. Nanoparticulas.

As nanoparticulas foram caracterizadas apenas quanto ao tamanho.
A analise do tamanho das nanoparticulas foi realizada por dispersao de luz
em equipamento Zetasizer Nano Series-ZS, com angulo fixo de 173°. As analises

foram realizadas em triplicata.

111.2.5. Potencial Zeta.

A analise do potencial elétrico no plano hidrodindmico de cisalhamento
(Potencial Zeta) das nanoparticulas foi realizada em equipamento Zetasizer Nano

Series-ZS, com angulo fixo de 173°.

Andlises realizadas em triplicata.

111.2.6. Rendimentos.

lll.2.6.1. Rendimentos das particulas obtidas.

O rendimento (R) da producgéo das particulas foi avaliado através da massa
final (m;) de particulas obtida, dividida pela massa inicial (m;) de AH adicionada no

processo, conforme equagéo 1:
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Eq. 1

A proporcao relativa entre micro e nanoparticulas foi determinada
centrifugando a preparacdo obtida por 15 minutos a 10000 rpm/12768 g e
separando o sobrenadante contendo as nanoparticulas do pellet formado,

contendo as microparticulas. Os rendimentos foram calculados pelas Eq. 2 e 3.

RMicro = ML_'_MM_ X 100 Rnano = Mf_ - Mmicro X 100

M,‘ Mi

Eq. 2 Eq. 3

ll.2.6.2. Eficiéncia de encapsulacao de A. chica nas micro e

nanoparticulas.

A quantidade de extrato bruto da A. chica (AcCencap.) €ncapsulado nas nano
e microparticulas foi calculada através da massa inicial de A. chica adiconada
(Ac;) ao preparo, menos a massa de A. chica encontrada nos descartes (ACgesc.),

conforme Eq. 4:

[ ACencap. = AC; - ACqesc. ]
Eq. 4

Essa determinagdo massica foi realizada através da leitura

espectrofotométrica dos descartes em agua, comprimento de onda de 480 A.

A eficiéncia da encapsulagao (Eencap.) do extrato bruto da A. chica nas nano

e microparticulas foi determinada pela Eq. 5:
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Eencap. = ﬂ:encag, X 100

ACi

Eq. 5

O carregamento do extrato da A. chica/mg de micro e nanoparticulas de AH
foi avaliado para determinar a quantidade exata de ativo nos ensaios “in vivo” da

atividade angiogénica segundo Eq. 6e 7.

mpart = My - Acencap. Ac/ mgpart: Acencap.
mpart

Eq. 6 Eq. 7

lll.2.7. Quantificacao das perdas durante o processo.

Para a determinagdo das perdas durante o processo de obtencao das
particulas, todos os descartes de lavagem foram coletados e quantificados.

O primeiro descarte coletado do processo foi 0 da fase de separacdo das
particulas da fase oleosa através de funil de separacdo. A fase oleosa foi
descartada e a fase aquosa, obtida apds descarte de centrifugacao, foi
centrifugada a 2000 rpm/510,72 g por 5 min.

O proximo descarte do processo foi o da fase de coleta das particulas,
obtido através da lavagem das mesmas, onde os descartes foram centrifugados a
2000 rpm/510,72 g por 5 min. Apds a centrifugacdo, a massa obtida no primeiro
descarte da fase aquosa juntamente com a massa obtida no segundo descarte de

fase aquosa, foram secadas em estufa a 100° C e pesadas.
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A massa total obtida dos descartes foi subtraida da massa total adicionada
para se obter a quantidade perdida durante todo o processo de producao das
particulas de AH.

ll.3. Ensaio in vitro da estimulacao do crescimento celular em
fibroblastos humanos.

A avaliagdo da atividade indutora do crescimento celular foi realizada
segundo Mensah et al. (2001), com pequenas modificagdes, para a avaliagdo nao
sé dessa capacidade como da toxicidade dos compostos. Os fibroblastos
utilizados sao fibroblastos humanos primarios confluentes e foram doados pela
Allergisa Pesquisa Dermato-Cosmeética Ltda, Campinas — Brazil.

As células (fibroblastos) foram tripsinizadas e ressuspensas em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) / 10 % soro fetal bovino (FBS) /
gentamicina 0,1 % e diluidas na mesma mistura para obter uma suspensao
padrao de 3.10* células / mL. As células foram semeadas em uma placa de 96
compartimentos e mantidas a 37°C em incubadora umidificada de 5% de CO;
atmosfera. O meio foi repassado depois de 24 h com DMEM / 0,3 % FBS e apos
48 h, diluicdes seriadas das amostras (AH livre, particulas vazias de AH nas
condigdes de preparo de 1500 e 200/1000, extratos brutos da Arrabidaea chica
proveniente de dois estados Brasileiros: Parana (acesso 03) e Amazonas (acesso
06) e do controle foram adicionadas ao meio proporcionando uma concentragéo
final nos pocinhos (compartimentos) entre 0,25 e 250 yg/mL (Figura 12). DMEM /
0,3 % FBS foram usados como manutencdo do controle. As células foram
encubadas por 72 h, o meio descartado e as células deixadas em meio livre
(DMEM / 10 % FBS) por 24 h antes do ensaio MTT (Mosmann, 1983) para
verificar a viabilidade celular. Apds encubacéo, a leitura espectrofotométrica foi
realizada a 540 nm. Uma placa TO fixada no dia de adicdo das amostras também
foi preparada como controle da quantidade total de células no momento de adicao

das amostras (100%). Considerando fibroblastos nao tratados crescendo em
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DMEM / 0,3 % FBS como 100 % de viabilidade, uma concentracao efetiva (ECs)
foi calculada por regressdo nao-linear para expressar a concentracdo para
aumentar a viabilidade celular em 50 %.

Com os valores de absorbancia, calculou-se a porcentagem de crescimento
celular para cada uma das concentracdes testadas, considerando-se:

Crescimento Celular (%) = 100 x [(Ta-To)/(T+1-To)]

Onde:

Ta = média da absorbancia da célula tratada — absorbéncia do branco da
amostra;

T4 = absorbancia da suspensao celular sem tratamento;

To = absorbancia do controle de células na placa Ty.

Esta metodologia empregada na cultura de células constitui metodologia de

rotina no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA-Unicamp.

=+ Células

Branco da amostra

Q
C‘::

000!
® 5 L.
DUQ.QO

N

> Meio de cultura

Figura 12. Esquema da colocacdo das amostras na placa de 96 pocos. Branco das
amostras (margens superiores e inferiores da placa); controle de céluas (segunda fileira de B a G);
meio de cultura (primeira fileira e letras A e H da segunda fileira); colocacdo das amostras: 1 (cor
azul - B a D —fileiras 3 a 6); 2 (cor laranja - B a D — fileiras 7 a 10); 3 (cor verde - E a G —fileiras 3
a 6); 4 (corroxa - E a G —fileiras 7 a 10) e 5 (cor amarela - B a G —fileiras 11 e 12). A intensidade
de cada coloragao (mais escuro ao mais claro) corresponde as diluicbes das amostras (250; 25;
2,5 0,25 pg/mL).
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l11.4. Ensaios in vivo.

Os ensaios in vivo foram realizados no intuito de avaliar a capacidade de
inducado da formacao de novos vasos sanguineos e da inducdo da cicatrizacao
dos compostos estudados: o polimero AH, o veiculo em micro em nanoparticulas,

e o ativo extrato bruto da A. chica.

lll.4.1. Ensaio de angiogénese.

lll.4.1.1. Membrana corioalantéide (MCA).

O material, previamente liofilizado, obtido a partir da reticulagdo quimica
do acido hialurénico e o extrato vegetal da A. chica, foram dissolvidos em salina
estéril, filtrado e esterilizado em Filtros Millex® 0,22 um. Esta solugdo foi

armazenada em recipientes estéreis a -20°C, até o momento de sua utilizagéo.

Utilizou-se de papel de filiro Whatmman (cortado na forma de discos
circulares com 0,5 cm de diametro e esterilizado), como veiculo na deposi¢céo do
material de estudo.

Para se estudar a atividade angiogénica apresentada pelo material foi
utilizado o teste na MCA de embrides de galinha conforme descrito por Wilting
et.al. (1991/1992).

Os ovos de galinha (Gallus domesticus) linhagem Rhoss, adquiridos junto
a Empresa Yamaguishi (Campinas — SP), foram incubados em estufa automatica
produzida pela Brasmatic Ind. e Com. LTDA, com controle de temperatura (38 °C)
e umidade (65%), deslocados lateralmente a cada 15 minutos, durante os 5
primeiros dias de incubagao, conforme esquematizado na Figura 13. Ao final deste

prazo, os ovos foram submetidos a abertura circular (1,0 cm de didmetro) em sua
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base maior, onde esta localizada a camara de ar, com auxilio de uma micro-
retifica marca Dremel.

Apés a realizacao da abertura, utilizando-se de seringa e salina estéreis,
depositou-se uma gota de salina (NaCl 0,9% p/v) de forma a auxiliar na retirada da
membrana da casca, expondo a MCA ja vascularizada. A abertura, entédo, foi
vedada com fita adesiva transparente e o ovo novamente incubado, porém, sem

agitacao periédica e com a base furada voltada para cima.

Ao final do 13° dia de incubacéo, os discos de papel de filtro, veiculando 3
uL da solucéo a ser testada em cada grupo, ou dgua destilada (controle negativo),
foram depositados diretamente sobre a membrana de forma cuidadosa e estéril.
Os ovos voltaram a incubagdo até o 16° dia, quando foram retirados da
incubadora. Em seguida, as MCAs (membrana transparente, vascularizada, que
separa o embrido do meio externo) foram fixadas em solucéo de formol a 10 % por
5 min, retiradas do embrido e fotografadas com auxilio de uma video camera
CCD-Iris Sony modelo DXC-107 A, adaptada a um microesterioscdpio da marca
Taylor Hobson com um aumento de 10 X e conectada a um computador equipado
com uma placa de aquisicdo de imagens marca PIXEL VIEW, utilizando-se do

software “Pixel View Station v4.29 TV” para captura da imagem.
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Figura 13. Esquema da metodologia em membrana corioalantéide. A. Incubagdo dos
ovos em estufa automatica; B. abertura do ovo em sua base maior; C. exposigcdo da membrana
corioalantéide com salina; D. vedacédo da camara de ar com fita adesiva transparente; E. disco de
papel de filtro veiculando o material a ser testado; F. retirada da membrana corioalantdide do ovo;

G. aspecto da MCA no 16° dia de incubac&o apds retirada do ovo.

Grupos de estudo:
Controle A — 3 uL salina estéril (8 ovos).
Controle B — 3 puL AH livre a 0,5% (8 ovos).

Controle C — 3 pL suspensao de microparticulas vazias condicao de preparo de
1500 e 200 rpm; 1 mg/mL salina estéril (8 ovos).
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Controle D — 3 uL suspensao de microparticulas vazias condicao de preparo de

1500 e 1000 rpm; 1 mg/mL salina estéril (8 ovos).

Experimental A — 3 uL suspenséo do extrato de A. chica; 1 mg extrato/ml salina

estéril (8 ovos).

Experimental B — 3 pL suspenséo do extrato de A. chica; 5 mg extrato/ml salina

estéril (8 ovos).

Experimental C — 3 puL suspensao do extrato de A. chica; 10 mg extrato/ml salina

estéril (8 ovos).

Experimental D — 3 plL suspensé&o do extrato de A. chica; 25 mg extrato/ml salina
estéril (8 ovos).

Experimental E — 3 uL suspensao do extrato de A. chica; 50 mg extrato/ml salina
estéril (8 ovos).

Experimental F — 3 uL suspenséao do extrato de A. chica; 100 mg extrato/ml salina
estéril (8 ovos).

Experimental G — 3 plL suspensdo do extrato de A. chica; 500 mg extrato/ml

salina estéril (8 ovos).

l1l.4.1.2. Tegumento dorsal de camundongos.

O método avalia o processo de angiogénese, pela injecao subcutanea das
amostras no tegumento dorsal de camundongos previamente anestesiados e
depilados segundo Chung et al (2006) e por analise histoldgica.

Os animais, camundongos fémeas da linhagem Swiss (4-6 semanas de
idade) adquiridos no Biotério Central da Universidade de Campinas — CEMIB,
previamente anestesiados (Ketamina [3,5 g/mL]: 400 uL / 20 g animal —
administracdo subcutanea) foram depilados na regido dorsal (costas) onde foi
realizada a marcacdao de um quadrante com tinta Nanquim. No quadrante foram

injetados 40 uL de cada amostra de seu respectivo grupo subcutdaneamente
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(Figura 14A e B). Ap6s uma semana, foi realizado o sacrificio do animal por
deslocamento cervical; retirada do tegumento dorsal (Figura 14C) para analise
macroscopica através da obtencdo de fotografias sobre um fundo branco, em
tamanho 640X480 pixels e formato de RGB 24 bites, padronizados, com auxilio de
uma video camera CCD-Iris Sony modelo DXC-107 A, e apéds fixagdo em formol
10%, 0 material foi processado para analise histoldgica e quantificagdo dos vasos

sanguineos.

16g. or 185, 1"NEEDLE

LIFT SKIN

Figura 14. Representacao da aplicacao subcutanea e retirada do tegumento do
dorso de camundongos. A: Delimitacdo do local de aplicacdo das amostras; B. regido
subcutanea de aplicacdo das amostras no dorso de camundongos; C: retirada do tegumento do

dorso. Fonte: B. disponivel em: www.medaille.edu.
Grupos de estudo:
Controle A — 40 uL salina estéril (10 camundongos).

Controle B — 40 pL AH livre a 0,5% (10 camundongos).

Controle C — 40 uL suspensao de microparticulas vazias condicdo de preparo de

1500 e 200 rpm; 5 mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Controle D — 40 uL suspensao de microparticulas vazias condicdo de preparo de

1500 e 1000 rpm; 5 mg/mL salina estéril (10 camundongos).
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Controle E — 40 uL suspensao de nanoparticulas vazias condicdo de preparo de

1500 e 200 rpm; 5 mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Controle F — 40 uL suspensao de nanoparticulas vazias condicao de preparo de
1500 e 1000 rpm; 5 mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Experimental A — 40 pL suspenséo do extrato de A. chica; 1 mg extrato/ml salina

estéril (10 camundongos).

Experimental B — 40 pL suspensé&o do extrato de A. chica; 5 mg extrato/ml salina

estéril (10 camundongos).

Experimental C — 40 uL suspensdo do extrato de A. chica; 10 mg extrato/ml

salina estéril (10 camundongos).

Experimental D — 40 uL suspensdo do extrato de A. chica; 25 mg extrato/ml

salina estéril (10 camundongos).

Experimental E — 40 uL suspensao do extrato de A. chica; 50 mg extrato/ml salina

estéril (10 camundongos).

Experimental F — 40 puL suspensdo do exirato de A. chica; 100 mg extrato/ml

salina estéril (10 camundongos).

Experimental G — 40 uL suspensdo do extrato de A. chica; 500 mg extrato/ml

salina estéril (10 camundongos).

Experimental H — 40 uL suspenséo do extrato de A. chica; 1000 mg extrato/ml

salina estéril (10 camundongos).

Experimental | — 40 uL suspensao de microparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condicao de preparo de 1500 e 200 rpm; 1: 1 - AH:extrato); 5 mg/mL

salina estéril (10 camundongos).

Experimental J — 40 pL suspenséo de nanoparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condicdo de preparo de 1500 e 200 rpm; 1: 1 - AH:extrato); 5 mg/mL
salina estéril (10 camundongos).
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Experimental K — 40 uL suspensao de microparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condicao de preparo de 1500 e 1000 rpm; 1: 1 - AH:extrato); 5 mg/mL
salina estéril (10 camundongos).

Experimental L — 40 uL suspensao de nanoparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condicao de preparo de 1500 e 1000 rpm; 1: 1 - AH:extrato); 5 mg/mL
salina estéril (10 camundongos).

Experimental M — 40 plL suspensdo de microparticulas acrescidas do extrato
bruto da A. chica (condicao de preparo de 1500 e 200 rpm; 1: 0,75 - AH:extrato);

5 mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Experimental N — 40 uL suspensao de nanoparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condi¢cdo de preparo de 1500 e 200 rpm; 1: 0,75 - AH:extrato); 5
mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Experimental O — 40 uL suspensdo de microparticulas acrescidas do extrato
bruto da A. chica (condicao de preparo de 1500 e 200 rpm; 1: 0,5 - AH:extrato); 5
mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Experimental P — 40 uL suspensao de microparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condicao de prepararo de 1500 e 1000 rpm; 1: 0,5 - AH:extrato); 5
mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Experimental Q — 40 uL suspensao de nanoparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condigao de prepararo de 1500 e 1000 rpm; 1: 0,5 - AH:extrato); 5
mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Experimental R — 40 uL suspenséo de microparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condi¢cao de prepararo de 1500 e 200 rpm; 1: 0,25 - AH:extrato); 5
mg/mL salina estéril (10 camundongos).

Experimental S — 40 pL suspenséo de nanoparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condi¢cao de prepararo de 1500 e 200 rpm; 1: 0,25 - AH:extrato); 5

mg/mL salina estéril (10 camundongos).
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Experimental T — 40 uL suspensao de nanoparticulas acrescidas do extrato bruto
da A. chica (condicdo de prepararo de 1500 e 1000 rpm; 1: 0,25 - AH:extrato); 5
mg/mL salina estéril (10 camundongos).

lll.4.1.2.1. Quantificacao macroscoépica dos vasos sanguineos do tegumento
do dorso de camundongos.

As imagens digitalizadas das peles do dorso dos camundongos foram
processadas pelo programa Corel Photo Paint 11de forma que a saturacéo, brilho
e contraste permitissem uma melhor resolugcdo dos vasos sanguineos. A analise
das imagens foi realizada por dois observadores através da contagem visual de

vasos sanguineos totais.

l11.4.1.2.2. Analise histologica do tegumento do dorso de camundongos.

As regides do tegumento do dorso dos camundongos, onde foram
realizadas as injegcdes subcutaneas das amostras, foram retiradas por
dissecacao, fixadas em formol a 10 % e fotografadas contra um fundo branco. Em
seguida foram desidratadas (n= 4 animais), infiltradas, incluidas em historesina e
seccionadas a 5 um de espessura em micrétomo rotatério Spencer.

Os cortes histoldgicos obtidos foram corados com Hematoxilina/Eosina
(HE), segundo técnica classica padronizada (Anexo B), e observados em
microscopio de luz Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) onde
10 campos visuais dos cortes histoldgicos de cada animal foram quantificados.

A aquisicdo das imagens foi realizada através de uma camera digital
Nikon DXM1200 (Nikon Instruments Inc.), acoplada ao microscépio.

O tratamento, inclusdo, corte, coloracdo e andlise dos tecidos foram
realizados no laboratério de Biologia Celular do Instituto de Biologia da Unicamp,

com a supervisao do prof. Dr. Hernandes F. Carvalho.

66



111.4.1.2.3. Quantificacao microscopica dos vasos sanguineos do tegumento
do dorso de camundongos.

As laminas histol6gicas obtidas como descrito no item anterior, foram
também utilizadas para a realizacdo da contagem dos vasos sanguineos do
tegumento dos camundongos dos diversos grupos estudados.

As contagens do numero de vasos sanguineos totais foram realizadas
visualmente com o auxilio de um microscoépio de luz modelo BR044 (Carl Zeiss),
com objetiva de 40 X e ocular de grande campo de 8 X, equipada com um reticulo
quadriculado onde 10 campos foram quantificados.

lll.4.2. Ensaio de cicatrizacao.

O ensaio de cicatrizacao foi desenvolvido de acordo com Panchatcharam et
al (2006). Ratos Wistar pesando entre 250-300¢g (adquiridos no Biotério Central da
Universidade de Campinas — CEMIB), foram divididos em 3 grupos de 5 animais
cada, denominados grupos | (salina, 0,9%), Il (alantoina, 100mg/mL) e Il (A.
chica, 100mg/mL).

Apés anestesia (Ketamina [3,5 g/mL]: 400 uL / 20 g animal — administracao
subcutdnea), as costas dos animais foram tricotomizadas e esterilizada com 70%
EtOH (Figura 15 A). Ulceras cutaneas medindo, em média, 1,5X1,5 cm foram
excisionadas e tratadas topicamente durante 10 dias com aplicacées de
200uL/ulcera de cada amostra, e protegidas com curativos especificos. As Ulceras
cutaneas foram analisadas todos os dias medindo-se a area de contracao e foi
calculada a porcentagem de reducao da area inicial da leséo.

No 11° dia os animais foram sacrificados por inalagdao de éter. O tecido da
regido da lesdo de cada animal foi retirado para analise histopatologica e para
determinagdo do total de colageno pelo ensaio de hidroxiprolina (Figura 15 B).
Oito milimetros foram puncionados da &rea cicatrizada e homogeneizados em 2 ml
de solucédo de tampao fosfato (pH 6,0) e conservado a 4° C, por uma noite. Em

seguida, 1mL do homogenato foi hidrolizado com 0,5mL de HCI 6N, por 5 horas a
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120° C, sob refluxo. As amostras hidrolizadas foram congeladas para posterior
avaliacao no ensaio de hidroxiprolina descrito a seguir.

Figura 15. Esquema de retirada do tegumento intacto e cicatrizado do rato. A.
Tricotomizacao e retirada do tegumento do dorso de ratos (area média de 2,25 cm?); B. retirada do
tegumento do dorso de ratos apos cicatrizagao da ferida.

Grupos de estudo:
Controle A — 200 pL salina estéril (6 ratos).
Controle B — 200 pL AH livre a 0,5% (6 ratos).

Experimental A — 200 pL suspensdo do extrato de A. chica; 1 mg extrato/ml

salina estéril (6 ratos).

Experimental B — 200 pL suspensdo do extrato de A. chica; 5 mg extrato/ml

salina estéril (6 ratos).

Experimental C — 200 pL suspensdo do extrato de A. chica; 10 mg extrato/ml

salina estéril (6 ratos).

Experimental D— 200 pL suspensédo de microparticulas acrescidas do extrato
bruto da A. chica (condi¢cao de prepararo de 1500 e 200 rpm; 1: 0,5 - AH:extrato);
5 mg/mL salina estéril (6 ratos).

Experimental E — 200 uL suspensdo de nanoparticulas acrescidas do extrato
bruto da A. chica (condicdo de prepararo de 1500 e 1000 rpm; 1: 0,5 -
AH:extrato); 5 mg/mL salina estéril (6 ratos).
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lll.4.2.1. Analise de hidroxiprolina.

Método para avaliacdo da inducao de produgao de colageno. O ensaio foi
desenvolvido de acordo com Woessner (1961) modificado por Gawronska-Kozak
et al (2006) onde 20 yL de cada amostra hidrolizada foram adicionadas em uma
placa de 96 compartimentos e incubadas por 20 minutos, a temperatura ambiente,
com 50 plL/compartimento de solu¢ao de cloramina T (282 mg cloramina T, 2 mL
n-propanol, 2 ml de agua destilada, e 16 mL tampao acetato citrato). Apds esse
periodo, 50 pL/compartimento de solugdo de Erlich [2.5 g 4-(dimetilamino)-
benzaldeido, 9,3 ml n-propanol, e 3,9 mL de 70% de acido perclorico] foram
adicionados e a mistura foi incubada por 15 min a 65° C. Mediu-se a absorbancia
a 550nm em um leitor de microplaca (VERSA Max, Molecular Devices). Uma curva
de calibracéo de hidroxiprolina (0 a 10 ug/mL) foi preparada e os resultados foram

expressos em pg/mL de hidroxiprolina.

I11.5. Analises estatisticas dos dados.

Os dados obtidos com a quantificagdo macro e microscépica dos ensaios
in vivo de angiogénese, assim como os dados obtidos através dos ensaios in vivo
de cicatrizacdo foram analisados utilizando estatistica descritiva basica e analise
de variancia (ANOVA), e avaliados pelo método de Duncan, com a finalidade de
caracterizar as variaveis estudadas. O nivel de significancia escolhido foi igual ou
inferior a 5 %.

As analises foram realizadas com o auxilio do Software StatSoft Electronic

Statistics Textbook (Software Basic Statistic, Inc.).
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IV, RESULTADOS E DISCUSSAO

70



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO.

IV.1. Obtencao do extrato bruto da Arrabidaea chica.

O extrato bruto de A. chica (EB) foi obtido com rendimento 25,9% (para
cada 75 g de planta seca, obtinha-se 19,4 g de EB). A analise do EB por CLAE
revelou a presenga de tres pigmentos: 6,7,3’,4’-tetrahidoxi-5-metoxi-flavilium,
6,7,3 -trihidroxi-5-metoxiflavilium) e (carajurina) -  6,7-dihidroxi-5,4’-
dimetoxiflavilium, cuja distribuicdo seguiu 0 mesmo padrao descrito por Jorge,
2008. A Figura 16 mostra a concentracao relativa desses pigmentos no EB de A.
chica.

9,0E+06
8,0E+06 -
7,0E+06 -
6,0E+06 -

5,0E+06 -

area

4,0E+06 -

3,0E+06 -

2,0E+06 -

1,0E+06 -

0,0E+00 .
pig-1 pig-2 pig-3

Figura 16: Avaliacdo do teor de pigmentos do extrato bruto de A. chica. Obtencéo dos
pigmentos por CLAE-DAD: pigmento 1 - 6,7,3",4-tetrahidoxi-5-metoxi-flavilium, pigmento 2 - 6,7,3"-
trihidroxi-5-metoxiflavilium) e pigmento 3 (carajurina) - 6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium. As barras

verticais representam o desvio padrdo da média.
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IV.2. Producao de micro e nanoparticulas de AH.

As micro e nanoparticulas de AH foram obtidas através da reticulagéo
quimica do acido hialurénico com diidrazida adipica, como detalhado em material
e métodos (item I11.1.1).

Os estudos realizados pelos autores citados anteriormente, descrevem
somente a formacéo das particulas na presencga de proteina (Kubo, 2005) e DNA
(Yun et al., 2004). Nao ha relatos sobre a formagéo das particulas na auséncia de
um material encapsulado, sugerindo a sua participacdo na estruturagcdo da matriz
particulada. Ferre-Souza (2007) identificou a formacao de estrutura na forma de
esponja para o AH na auséncia de material encapsulado. A Figura 17 obtida neste

trabalho comprova a estrutura em esponja anteriormente observada na literatura.

3pun }—{ Mag= 5.00 K X LRAC/FEQ/UNICAMP 4-Jun-2009

Figura 17. Eletromicrografia da estrutura em esponja resultante da preparacao das
micro e nanoparticulas de AH na auséncia de material encapsulado, segundo protocolo de
Yun et al (2004) adaptado por Kubo (2005). Aumento no negativo: 5000 x.

Visando a estruturagdo do AH na forma de micro e nanoparticulas,
independente de qualquer material encapsulado, foi estudada a influéncia de
variaveis operacionais tomando como base o protocolo descrito por Yun et al.,
2004 e Kubo, 2005.
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IV.2.1. Influéncia de variaveis operacionais.

IV.2.1.1. pH.

A adicado de HCI 0,1 N em excesso no meio reacional , 1 mL |,
aparentemente contornou as limitacbes de transferencia de massa garantindo o
pH 6timo de reticulagdo no interior da particula. Essa condi¢do tornou possivel a
obtencdo de algumas particulas, como mostra a Figura 18, e nao apenas da

estrutura em esponja obtida anteriormente (Figura 17).

~

‘ 3un LRAC/FEQ/UNICAMP 16—59p—28;|

H

Mag= 2.00 K X

Figura 18. Eletromicrografia da influéncia do pH na preparacao das particulas de AH,
com adicdo de HClI em excesso. Formagédo de algumas particulas de geometria esférica.
Aumento no negativo: 2000 x.

Como o aumento da quantidade de acido mostrou-se positiva, a mesma foi
empregada em todas as condi¢cdes de preparo subseqlentes.

IV.2.1.2. Velocidade de agitacao.

A influéncia da velocidade de agitacdo foi estudada nas duas etapas da
preparacao das particulas de AH.

Os resultados experimentais mostram que a utilizacdo de altas velocidades
(1700 rpm) nas duas etapas da preparacao (Figura 19 A), e velocidades muito
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amenas (100 rpm na segunda etapa de preparacdo — Figura 19 B), ndo foram
favoraveis a formacao das particulas. As estruturas aparecem interligadas, com
auséncia de delimitacdo da geometria que caracteriza as particulas ou envoltas
por um gel.

O emprego de velocidades intermedidrias em ambas as etapas de
reticulacdo permitiu que as cadeias de AH pudessem reagir livremente com o
reticulante para a formacgao das particulas, como apresentado nas Figuras 19 C e
19D para agitacdo de 1500 rpm na primeira etapa de reticulagdo e 200/1000 rpm
na segunda etapa de reticulagédo respectivamente.

A | tan Mag= 16.60 K X

HNa 21/68/68 LRAC /FEQ /UNICANP 22-Aug-2088
!

Batelada 2 LRAC /FEQ/UNICAMP 15-Sep-2008

C n Mag= 5.00 K X

Figura 19. Eletromicrografia da influéncia da velocidade de agitacdo na
estruturacao das particulas de AH reticuladas com dihidrazida adipica. (A) 1700 rpm nas
duas etapas; (B) 1500 rpm (primeira etapa) 100 rpm (segunda etapa); (C) 1500 rpm (primeira
etapa) 200 rpm (segunda etapa) e (D) 1500 rpm (primeira etapa) e 1000 rpm (segunda etapa).
Aumentos no negativo: A e D 10000 x; B 2000 x e C 5000 x.

A partir destes resultados, a condicao de 1500 e 1000 rpm foi adotada nos
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estudos subsequentes.

IV.2.1.3. Proporgao reticulante : AH.

Foram estudadas cinco propor¢des molares do agente reticulante ADH com
relagdo ao AH, 2:1; 11:1; 5:1 e 2:1, como detalhado em material e métodos (item
[11.2.2.3). Essas proporg¢des foram utilizadas nas duas etapas de reticulagao.

A Figura 20 mostra os resultados obtidos, onde se observa que apenas a
proporcéo 2:1 em ambas as reac¢des de reticulacao foi adequada para a produgéo
das particulas; esta relacédo coincide com a relacao descrita anteriormente por Yun
et al., 2004 e Kubo, 2005, demonstrando que constitui uma relagéo otimizada para
a preparacao das particulas de AH reticuladas com ADH.

B am H Mag= 2.60 K X Batelada 5 LRAC/FEQ /UNICAHP 15—sep—2wsJ

C f T — Hag- 5.08 K X Batelada 6 LRAC /FEQ/UNTCAMP 15-Sep-20a8| D Pooes 2

Figura 20. Eletromicrografia da avaliacdao da proporcao ADH : AH. Relagdes molares
das preparagdes: A. 2:1; B. 8:1; C. 11:1; e D. 5:1 com 2:1 (primeira e segunda reacdo de
reticulagdo, respectivamente). Aumento no negativo: A e B. 2000 x; C e D. 5000 x.
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IV.2.1.4. Recirculacao.

A recirculacdo externa da dispersdao em ambas as etapas de reacao teve
por objetivo produzir uma melhor homogeneizacao da mistura na regido proxima
ao impelidor, permitindo assim que todas as particulas fossem submetidas a um
mesmo nivel de cisalhamento. Os resultados mostram que a recirculacdo com
vazao de 40 mL/min ndo beneficiou a formacao das particulas, como mostrado na
Figura 21.

Mag= §5.00 K X LRAC/FEQ/UNICAMP 8-Jun-2009

Figura 21. Eletromicrografia da influéncia da recirculacdo externa da mistura na

formacao das particulas de AH. Aumento no negativo: 5000 x.

A auséncia da delimitacdo da geometria das particulas pode ter sido
causada por impedimento da formacdo da emulsdo na primeira fase da
preparacao.

IV.2.2. Producao das particulas de AH contendo o extrato bruto da
Arrabidaea chica.

Na producdo das particulas contendo o ativo, o extrato vegetal da
Arrabidaea chica, é possivel verificar que ndo houve a formacao de particulas
delimitadas pela forma esférica esperada e sim uma coalescéncia das particulas
(Figura 22 A). Quando o ativo foi adicionado num segundo momento, apds a

formacao da emulsdo, foi possivel a obtencdo de particulas com geometria
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esférica, apesar da formagao de uma massa (Figura 22 B).

n H Mag= 5.00 K LRAC/FEQ/UNICAMP 15-Dec-2089

Figura 22. Eletromicrografia das estruturas obtidas na preparacao das particulas de
AH contendo o ativo Arrabidaea chica. A. adigdo do ativo junto a fase aquosa, B. adi¢céo do ativo

apos a formacédo da emulsdo. Aumento no negativo: 5000 x.

Essa diferenca pontual pode ter sido influenciada por uma reacéo do ativo
com o AH ou o ADH, quando adicionado a fase aquosa, atrapalhando a reacao de
reticulacdo e formagéao das particulas.

Por esse motivo foi padronizada a adicao do ativo apdés a formacao da

emulsao.

IV.2.2.1. Proporc¢ao Ativo : AH.

As cinco proporcdes de ativo estudadas (1:2, 1:1; 1:0,75; 1:0,5 e 1:0,25)
todas as proporcdo na condicdo de preparo de 1500 e 200 rpm apresentaram
formacao eficiente de particulas esféricas, enquanto que na condicao de preparo
de 1500 e 1000 rpm, apenas as concentracdes de 1:2 , 1:1 e 1:0,5 foram capazes
de uma formacgado eficiente de particulas, enquanto as outras proporcdes
conseguiram apenas a formacdo de aglomerados ou formacdo escassa de
particulas esféricas, como apresentado na Figura 23.
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LRAC/FRQ/INICANP 12-Har2a18|  7yn Hag= 5.0 K X LRAC/FEQ /INTCAWP 12-Har-2010)
I

Zm | Mig= 5.88 K X

h

Figura 23. Eletromicrografia da avaliacdo da proporcdao Ativo (A. chica) : AH.
Relagbes massicas das preparagdes: A; e Ay. 2:1; By e By. 1:1; C; e C,. 0,75:1; D; e D,. 0,5:1 e E;4
e E;. 0,25:1. Os numeros 1 e 2 correspondem as condi¢cées de preparo: 1500/200 rpm e
1500/1000 rpm, respectivamente. Aumento no negativo: A; 10000 x; C, 1000 x; D, 3000 x; A,, By,
B,, C,, Dy, E; e E; 5000 x.
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IV.2.3.Caracterizacao das particulas.

IV.2.3.1. Diametro médio das micro e nanoparticulas na auséncia de um

ativo.

As microparticulas vazias produzidas, nas condicoes de preparo 1500 e
200/1000 rpm, foram observadas e caracterizadas quanto ao diametro médio e
polidispersidade.

A anadlise do tamanho das particulas foi realizada a partir de centrifugacéo
para separacao das particulas micro e nano.

A analise obtida (Figura 24) mostra a presenca de microparticulas com
didmetro médio de 65 um. Isto evidencia a presenca de agregados na amostra, 0s
quais nao foram identificados nas fotomicrografias obtidas da Figura 19, cujo
didmetro apresentado nao ultrapassa 10 um.
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Figura 24. Andlise do diametro médio das microparticulas. Presenca de agregados

devido ao diametro médio aumentado.

A agregacdo das particulas vem sendo relatada como um problema

reincidente nas preparacdes de microparticulas de AH (Hu et al., 2006).

Devido a impossibilidade de realizar uma medida de didametro médio fiel a
amostra com o equipamento de difracdo a laser, mesmo ap6s a aplicacao de
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ultrasom, na tentativa de desfazer os agregados, optou-se por realizar a analise
com o auxilio de um software, Image Tool, onde foi realizada a contagem de 30

particulas em cada fotomicrografia observada.

Os resultados da Figura 25 mostram que a preparacao a 1500 e 200rpm,
produziu particulas com diametro médio de 4,19 um (desvio padréo - 2,33 um), e a
condicao de 1500 e 1000 rpm reduziu o diametro médio e desvio padréo para 3,36

um (desvio padrao - 1,89 um).

tro médio das microparticulas (um)

amel

Di

1500 e 200 rpm 1500 e 1000 rpm

Figura 25. Influéncia da velocidade de agitacao na primeira e segunda etapa da
reparacao no didametro médio das microparticulas. Particulas com didmetro médio de 4,19 um
e 3,36 um (desvio padrao de 2,33 um e 1,89 um). As barras verticais representam o desvio padrdo da

média. N=3.

O diametro médio das microparticulas formadas apresenta caracteristicas
para a administracdo farmacoldgica e cosmética, ja que micro e nanoparticulas
menores que 6-7um de didmetro possuem um dos maiores alcances de utilidade

na liberacdo controlada podendo ser efetivamente fagocitadas por macrofagos
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permitindo a distribuicdo de farmacos ou bioativos intracelularmente (Brannon-
Peppas, 1995).

Com a finalidade de identificar melhor as varias populagdes, as
preparacoes foram centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos. A fragao
sedimentada, correspondente as microparticulas foi separada do sobrenadante
gue continha as nanoparticulas.

Os resultados obtidos, apresentados na Figura 26, mostram que as
nanoparticulas obtidas na condicao de preparo com 1500 e 200 rpm apresentaram
didmetro médio de 203,7 nm em intensidade e 119,27 nm em numero, com indice
de polidispersidade de 0,341. Na condicao de preparo com 1500 e 1000 rpm o
diametro médio encontrado foi de 582,8 nm em intensidade e 523,95 nm em
namero, com indice de polidispersidade de 0,102.
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Figura 26. Diametro médio das nanoparticulas separadas por centrifugacao, em
funcao da velocidade de agitacao. Medida das particulas em intensidade e nimero (*). Desvio
padrao de 43,93 nm e 18,5 nm em intensidade 58,48 nm e 51,27 nm em numero. As barras verticais

representam o desvio padrdao da média. N=3.
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Desses resultados conclui-se que a baixa velocidade de agitacdo na
segunda etapa de reacdo favoreceu a reticulagdo e a producao de particulas da
ordem de 200 nm. A maior velocidade na segunda etapa desfavoreceu a
reticulacédo, produzindo particulas muito maiores, da ordem de 500 nm. Em ambos
0s casos, pode-se verificar uma boa reprodutibilidade das preparagdes.

1V.2.3.2. Potencial Zeta das nanoparticulas na auséncia de um ativo.

Na andlise do potencial elétrico no plano hidrodindmico de cisalhamento
(Potencial Zeta) das nanoparticulas, realizada em equipamento Zetasizer Nano
Series-ZS, a condicao de preparo de 1500/200 rpm, apresentou um potencial Zeta
de + 40 mV, o que confere maior estabilidade as particulas dessa amostra,
quando comparadas a condicdo de preparo de 1500/1000 rpm, onde o potencial
Zeta mostrou-se reduzido, +15,2 mV (Tabela 8). Esses dados revelam ainda que o
tensoativo se manteve na superficie das particulas, escondendo a carga negativa
da molécula de AH.

Tabela 8. Potencial elétrico no plano hidrodinamico de cisalhamento.

Condi¢oes de preparo Potencial Zeta
1500/200 rpm +40mV
1500/1000 rpm +15,2 mV

IV.1.3.3. Diametro médio das micro e nanoparticulas contendo o
extrato ativo da Arrabidaea chica.

Os resultados obtidos mostram que nao foi possivel a obtencdo de
microparticulas na condicdo de preparo de 1500/1000 rpm nas propor¢cdes de
1:0,75 e 1:0,25 (AH : A. chica), sendo que as outras propor¢des (1:2, 1:1 e 1:0,5)
dessa condigdo de preparo e todas as propor¢gées AH : A. chica na condigcéo de
preparo de 1500/200 rpm foram capazes de uma formacao eficiente de particulas,
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como demonstrado na Figura 27, onde o diametro médio das particulas é de 2 — 6
um e desvio padrao de 0,6 — 1,7 um.

Nos resultados obtidos, ndo foi possivel a obtencdo de nanoparticulas em
ambas as condi¢cdes de preparo (1500 e 200/1000 rpm) das proporcées AH : A.
chica de 1:0,5 e 1:0,75, enquanto que em todas as outras proporcoes ensaiadas
foi possivel a obtencdo de nanoparticulas com didmetro médio de 202 — 598 nm,
com desvio padréo de 4 — 51 nm (Figura 28).

Tanto na obtencdo das nanoparticulas vazias como na obtengcdo das
nanoparticulas com o ativo A. chica, a baixa velocidade de agitacdo na segunda
etapa de reacéo favoreceu a producédo de particulas com didametro médio inferior
aquelas preparadas com velocidade de agitagdo maior na segunda etapa de
reacdo. A maior velocidade na segunda etapa desfavoreceu a reticulacéo,
produzindo particulas muito maiores, quando comparadas com a mesma
proporcado AH : A. chica ensaiada. Em ambos os casos, pode-se verificar uma boa
reprodutibilidade das preparagoes.
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Figura 27. Diametro médio das microparticulas formadas em fungéo da proporcdo AH :
A. chica. Proporgdes ensaiadas: 1:2, 1:1, 1:0,75, 1:0,5 e 1:0,25. Condigbes de preparo: 1500 e 200*/1000**.

As barras verticais representam o desvio padrdo da média. N=3.
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Figura 28. Diametro médio das nanoparticulas formadas em fungdo da propor¢cdo AH :
A. chica. Proporgoes ensaiadas: 1:2, 1:1, 1:0,75, 1:0,5 e 1:0,25. Condi¢des de preparo: 1500 e 200 rpm*/

1500 e 1000 rpm**. As barras verticais representam o desvio padréo da média. N=3.

IV.2.3.4. Potencial Zeta das nanoparticulas contendo o ativo
(Arrabidaea chica).

Na anadlise do potencial elétrico no plano hidrodinamico de cisalhamento
(Potencial Zeta) das nanoparticulas contendo ativo, as particulas apresentaram
um potencial Zeta de +27,2 a +50 mV (Figura 29), o que confere maior
estabilidade as particulas contendo o ativo do que as particulas vazias que
apresentaram valores de Potencial Zeta entre +15,2 e +40 mV.

Assim como nas particulas vazias, os dados revelam que mesmo com a
incorporacao do ativo, o tensoativo continua recobrindo as particulas, conferindo-

lhes um Potencial positivo.
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Figura 29. Potencial Zeta das nanoparticulas obtidas. Proporgdes avaliadas: 1:2, 1:1,
1:0,75, 1:0,5 e 1:0,25. Condigdes de preparo: 1500 e 200 rpm*/ 1500 e 1000 rpm™**.

As particulas obtidas na proporcdo 1:2 (AH : A. chica), mesmo
apresentando a formagao de nano e microparticulas nao foi testada e quantificada
nos ensaios subsequentes por se tratar de uma concentracdo excessiva de ativo

qgue tende a desestabilizar a particula.

IV.2.4. Rendimento das particulas.

IV.2.4.1. Micro e Nanoparticulas na auséncia de um ativo.

Os resultados da tabela 9 mostram o rendimento das particulas vazias,
onde houve um maior rendimento de nanoparticulas (60,8%) na condicdo de
preparo com 1500 e 200 rpm, enquanto que o maior rendimento de

microparticulas (73 %) foi obtido na condicéo de preparo com 7500 e 1000 rpm.
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Tabela 9. Rendimento de micro e nanoparticulas de AH.

1500 e 200 1500 e 1000
rpm rpm
M; adicionada 50 mg 50 mg
Mnicro Obtidas 19,6 mg 36,5 mg
Rendimento de microparticulas * 39,2 % 73 %
Mano Obtidas 30,4 mg 13,5 mg
Rendimento de nanoparticulas * 60,8 % 27 %

Micro = massa de microparticulas; M,.,, = massa de nanoparticulas.

*O rendimento foi analisado sem levar em consideracao desperdicios durante as lavagens do

processo.

O maior cisalhamento na segunda reacdo de reticulacdo favoreceu a
formagdo de microparticulas e o baixo cisalhamento a formagdo de

nanoparticulas.

Esses resultados mostram claramente duas condicbes Uteis para a
producédo de particulas de AH. Para aplicagcdes que requerem particulas capazes
de permeacao celular, utiliza-se a condigao de preparo com 1500 e 200 rpm, com
predominancia de nanoparticulas, e para aplicacbes onde a distribuicdo de um
composto ndo necessita de mecanismos de permeacao, podendo ocorrer pela
fagocitose da particula, utiliza-se a condicao de preparo com 1500 e 1000 rpm,

com predominancia de microparticulas.

IV.2.4.2. Micro e Nanoparticulas contendo o extrato bruto da A. chica.

Ja na obtengdo das particulas contendo o ativo, o rendimento das

nanoparticulas (Rnano) Obtidas foi avaliado através da massa total de particulas
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obtidas (mmicro + Memano = My), dividido pela massa total de AH, ADH e Arrabidaea

chica adicionados no processo inicialmente, desconsiderando as perdas durante

as lavagens para retirada do 6leo da superficie das particulas. Os resultados

encontram-se na tabela 10.

Tabela 10. Rendimento das micro e nanoparticulas de AH contendo ativo.

Condicao de
preparo

1:1 200 rpm
1000 rpm

1:0,75 200 rpm
1000 rpm

1:0,5 200 rpm
1000 rpm

1:0,25 200 rpm

1000 rpm

myg;

(mg) Mfmicro

300

287,5

275

262,5

(mg)
59

92
81
141
170

60

Mfnano
(mg)
3,1
2,2
9,1

10
2

1,8

My

(mg)
62,1

94,2

90,1
141
180
62

1.8

Rmicro Rnano Rtotal

19,7 % 1% 20,7 %
30,7 % 0,7 % 314 %
28,2 % 3,2 % 314 %
51,3 % 51,3 %
61,9 % 3,6 % 65,5 %
22,9 % 0,8 % 23,7 %

-—-- 0,7 % 0,7 %

my; = massa total inicial; my,i.,c.= massa final de microparticulas; my,.,.= massa final
de nanoparticulas; my = masa total final; Rp,= rendimento de microparticulas; Rp.,, =

rendimento de nanoparticulas; R, = rendimento total de particulas.

Os dados mostram o rendimento das particulas contendo ativo, onde o

rendimento de microparticulas foi de ~20 — 62 % e das nanoparticulas foi de 0,7 —

3,6%.

Rendimentos dessa ordem sao caracteristicos de emulsdo agua /6leo,

devido as perdas na remocéao do 6leo.

87



IV.2.5. Quantificacao das perdas durante o processo.

IV.2.5.1. Quantificacao das perdas durante o processo na preparacao das
particulas na auséncia de um ativo.

Para a determinacdo das perdas durante o processo de obtencdo das
particulas, todos os descartes de lavagem das preparacdes das particulas vazias
foram coletados e quantificados, como descrito no ltem 111.2.7.

Nos descartes da fase aquosa (considerando os descartes da fase de
separacao de fases A/O e da fase de coleta das particulas), apds centrifugacao
(2000 rpm/510,72g por 5 min), foi observada a presenca de massa, mas com
grande quantidade de o6leo ainda. Novas centrifugacdes foram realizadas na
tentativa de separar e retirar totalmente o 6leo da fase aquosa. Mesmo depois de
repetidas centrifugacbes, até mesmo com aumento da velocidade de rotacdo
(3200 rpm/1603 g), o 6leo ainda constituia um fator limitante da analise. O préximo
passo entao foi a filtragem em papel de filtro.

Apés a secagem da fase aquosa, verificou-se ainda a presenca de 6leo. A
massa foi entdo ressuspensa em 100 mL de IPA, filtrada e secada em estufa. A
massa obtida foi pesada, apresentando em média 122 mg, permitindo estimar o
valor de perda do processo em aproximadamente 50 %, considerando a adicéo
inicial de massa de 250 mg (50 mg da AH + 200 mg ADH), destacando uma

grande perda durante o processo, 0 que precisa ser otimizada.

IV.2.5.2. Quantificacao das perdas durante o processo na preparacao das
particulas contendo o ativo da A. chica.

Para a determinacdo das perdas durante o processo de obtencdo das
particulas contendo o extrato ativo da A. chica, todos os descartes de lavagem das

88



preparacées das particulas foram coletados e quantificados, como descrito no
ltem 111.2.7.

Os resultados encontram-se detalhados na tabela 11, onde é possivel
verificar uma grande perda, acima de 50 %, durante a producdo das micro e
nanoparticulas contendo o ativo da A. chica, assim como na producdo das

particulas vazias, o que também precisa ser otimizado.

Tabela 11. Quantificacdo das perdas durante o processo de obtencdo das micro e

nanoparticulas contendo o ativo da A. chica.

Condicéo de mg My Mgesc AH/ADH/ A. chica (IME)  Mgesc AH/ADH/ A. chica (%0)
preparo (mg) (mg)
1:1 200 rpm 62,1 2379 79,3
300
1000 rpm 94,2 205,8 68,6
1:0,75 200 rpm 90,1 197,4 68,6
287,5
1000 rpm
1:05 200 rpm 141 1326 48,7
275
1000 rpm 180 95 35,5
1:0,25 200 rpm 62 200,5 76,3
262.5
1000 rpm 1,8 139,7 99,3 *

my; = massa total inicial; m;; = masa total final; Mgesc.ar/apH A. chica = Massa dos descarte
(massa AH, ADH e A. chica).
*Numeros fundamentados na ndo formacao de particulas e ndo exatamente na massa

encontrada no descarte.

IV.2.6. Eficiéncia de encapsulacdo do extrato da A. chica nas micro e

nanoparticulas de AH.

A eficiéncia de encapsulagéo (Eencap.) do extrato bruto da A. chica nas nano

e microparticulas mostrou-se eficiente e elevado, como mostrado na tabela 12.
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Tabela 12. Eficiéncia de encapsulacéo do extrato ativo da A. chica nas micro e nanoparticulas.

Condicio de Ac AcCencap. Acencap.
preparo (mg) (mg) (%)
11 200 pm 5 34,49 68,97
1000 rpm 34,06 68,13
1:0,75 200 rpm
75 27.11 72,3
1000 rpm L L
1:0,5 200 rpm s 22.79 91,16
1000 rpm 15,02 60,1
1:0,25 200 rpm
125 6,33 50,63
1000 rpm 5,06 40,48

Ac; = quantidade inicial de A. chica; Ac.nc.p. = quantidade encapsulada de A. chica.

IV.2.6.1. Carregamento do extrato da A. chica/mg de micro e nanoparticulas
de AH.

O carregamento do extrato da A. chica/img de micro e nanoparticulas de AH
se faz necessario para avaliar a quantidade exata de ativo nos ensaios ‘“in vivo”da

atividade angiogénica.

A Tabela 13 esboga os resultados que variam de 0,1 — 2,8 mg de ativo para

cada mg de particula, seja ela micro ou nanoparticula.

A quantidade de 5 mg de particulas € a utilizada nos testes in vivo.
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Tabela 13. Carregamento do extrato ativo da A. chica/mg de micro e nanoparticulas.

Condicao de preparo  Aci ACencap. My Ac/M@part
(mg) (mg) (mg) (mg)

1:1 200 rpm 3449 62,1 0,55

50
1000 rpm 34,06 942 0,36
1:0,75 200 rpm
375 211 901 0,3
1000 rpm
1:0,5 200 rpm Y 22,79 141 0,16
1000 rpm 1502 180 0,08
1:0,25 200 rpm
25 633 62 0,1

1000 rpm 506  1.8%  2.8%

Ac; = quantidade inicial de A. chica; Acencop. = quantidade encapsulada de A. chica; my
= masa total final; Ac/mg,.« = quantidade de A. chica por 1 mg de particula.
*Numeros correspondem a formagao apenas de nanoparticulas.

IV. 3. Ensaio in vitro da inducao do crescimento celular em cultura de
fibroblastos humanos.

Os resultados de inducao de crescimento celular estdao apresentados na
Figura 30, onde acido hialurénico livre, em sua maior concentracdo, desacelerou o
crescimento celular, evento ja esperado devido sua caracteristica acida.

Alteracdes estruturais na sua molécula, como o processo de reticulacdo
quimica utilizado na preparacao das particulas de acido hialurénico, alteram essa
caracteristica de desaceleracdo. Quando reticulado, na condi¢cdo de preparo de
1500 e 200 rpm, passa a nao interferir no crescimento celular. Ja na condicdo de
preparo de 1500 e 1000 rpm, o acido hialurénico reticulado perde sua atividade
inibitéria, assumindo perfil semelhante a alantoina, com caracteristica indutora do
crescimento celular, consequentemente auxiliando no processo de cicatrizagdo e

caracterizando um veiculo ativo.
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O composto ativo a ser encapsulado (extrato da Arrabidaea chica) nas
particulas de acido hialurénico, quando diluido, tanto do Ac03 quanto do Ac06,
apresentou um perfil indutor semelhante. Ja em maiores concentracdes, o extrato
do Ac06 apresentou uma inducdo superior a 100%, e o extrato do Ac03
apresentou a maior capacidade indutora do crescimento celular, podendo induzir

em até 200 % esse crescimento, sendo o escolhido para os ensaios “in vivo”.

350

—l— Particulas Cond |
—@— Particulas Cond Il
300 —A— A. chica Acesso 06 -
—W— A. chica Acesso 03
4 —— Ac. Hialurénico

—p— Alantoina

250+

2 l

~

5 200 1

=R

[0

O 150

o

-

c

2 100+

S |

0

O 504

O -

0 -

10° 10’ 10°
Concentragao (ug/mL)

Figura 30. Perfil de inducdo do crescimento celular em fibroblastos humanos.
Caracteristicas indutora (A.chica Ac03 e Ac06, e particulas vazias na condi¢do de preparo 1500 e

1000 rpm) e citostatica (AH livre e particulas “vazias” na condi¢do de preparo 1500 e 200 rpm) das
amostras frente ao controle positivo (alantoina).

Sendo assim, podemos sugerir que a reticulacdo do &cido hialurdénico em
ambas as condi¢cdo de preparo, e 0 extrato da Arrabidaea chica tanto do ac03

quanto do ac06 apresentam potencial na preparacao das particulas encapsulando
o0 extrato e utilizagdo nos ensaios de cicatrizagao.
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IV. 4. Ensaio de angiogénese in vivo.

IV. 4.1. Ensaio de angiogénese em MCA.

Os materiais a serem testados, microparticulas de acido hialurénico vazias
nas duas condicbes de agitacdo (1500 e 200/1000) foram dissolvidos na
proporcao de 5,0 mg do material, previamente liofilizado, para cada mL de salina
estéril, segundo descrito em material e métodos, e as sete diluicdes do extrato
bruto da A. chica diluidas de acordo com a respectiva concentracao a ser testada
(1, 5, 10, 25, 50, 100 e 500 mg/mL de salina). Desta forma, 3 uL de cada solucéo
foram aplicados sobre a MCA, através dos discos de papel de filtro (n = 8) e os
resultados sao apresentados nas fotografias obtidas da MCA (Figura 31), as quais
apresentaram um aumento na vascularizagdo, tanto no controle com o AH livre e
as microesferas vazias quanto nas concentracoes de A. chica ensaiadas, quando
comparadas ao controle negativo (salina estéril).

Além do aumento na vascularizacdo, é possivel visualizar 0 aumento no
calibre dos vasos sanguineos (indicado pelas setas) ou expansdao do plexo
vascular (Carmeliet, 2005), evento que acontece para o brotamento de novos
vasos a partir desses vasos mais calibrosos.

Como este teste preliminar de angiogénese avalia a capacidade apenas de
inducdo do processo angiogénico, apenas as microparticulas vazias foram
testadas.
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Figura 31. Fotografias da membrana coriolantéide (MCA) mostrando a atividade
angiogénica das amostras ensaiadas. A:Controle negativo absoluto (salina); B: AH livre a 0,5 %;
C: microparticulas de AH vazias na condi¢do de preparo de 1500/200 rpm; D: microparticulas de
AH vazias na condigcao de preparo de 1500/1000 rpm; E: Atividade da solugdo 1mg A. chica/ mL
salina; F: Atividade da solugdo 5 mg A. chica/ mL salina; G: Atividade da solugao 10 mg A. chica /
mL salina; H: Atividade da solugdo 25 mg A. chica / mL salina; I: Atividade da solugdo 50 mg A.
chica Ac03/ mL salina; J: Atividade da solugdo 100 mg A. chica / mL salina e K: Atividade da
solugdo 500 mg A. chica / mL salina. Em cada ensaio foram utilizados 40uL de cada solugédo (n =

8). As setas indicam a formacédo de vasos sanguineos calibrosos.

IV.4.1.1. Contagem macroscopica dos vasos sanguineos em MCA e analise
estatistica dos dados.

Através da contagem macroscopica dos vasos sanguineos, a capacidade
de indug&o da angiogénese pelas particulas vazias de AH e pelo extrato bruto da
A. chica foi avaliada quantitativamente, onde o aumento no numero de vasos
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sanguineos foi significante nas duas condi¢des de microparticulas ensaiadas e em
quase todas as diluicées do extrato bruto, exceto nas mais diluidas 1 e 5 mg/mL
(Figura 32).

Pvalues:

- 0,00151 (microparticulas da condicao 1500/200 rpm),

- 0,01639 (microparticulas da condigao 1500/1000 rpm),

- 0,000079 (A. chica 10mg/mL),

- 0,000331 (A. chica 25 mg/mL),

- 0,002089 (A. chica 50 mg/mL),

—_~ A~ ~

- 0,000141 (A. chica100 m/mL) e
- 0,002433 (A. chica 500 mg/mL).
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Figura 32. Quantificacao macroscopica dos vasos sanguineos na membrana
coriolantéide (MCA). Grupos avaliados: Controle negativo absoluto (salina); AH livre a 0,5 %;
micro e nanoparticulas de AH vazias na condigao de preparo de 1500/200* rpm; micro e
nanoparticulas de AH vazias na condicdo de preparo de 1500/1000** rpm; extrato bruto da A.
chica : 1 mg/mL, 5 mg/mL; 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL; 100 mg/mL e 500 mg/mL . # p<0,001,

" p<0,01 e "p<0,05. As barras verticais representam o desvio padrao da média.

95



IV.4.2. Ensaio de angiogénese no tegumento do dorso de camundongos.

Os materiais a serem testados subcutaneamente, micro e nanoparticulas de
acido hialurénico vazias e contendo o extrato bruto da A. chica nas duas
condicOes de agitacdo (1500 e 200/1000) foram dissolvidos na proporc¢ao de 5,0
mg do material, previamente liofilizado, para cada mL de salina estéril, segundo
descrito em material e métodos, e as oito diluicdes do extrato bruto da A. chica
diluidas de acordo com a respectiva concentracao a ser testada (1, 5, 10, 25, 50,
100, 500 e 1000 mg/mL de salina). Desta forma, 40 puL de cada solucao foram
subcutaneamente no dorso de camundongos (n = 10) e os resultados sao
apresentados nas fotografias obtidas do tegumento do dorso de camundongos as
quais apresentaram um aumento na vascularizagdo, tanto no controle com as
micro e nanoparticulas vazias (Figura 33), quanto nas concentragdes de A. chica
livre (Figura 34) e nas micro e nanoparticulas contendo A. chica (Figura 35),
qguando comparadas ao controle negativo (salina estéril).

Visto que a maior capacidade indutora da angiogénese em CAM aconteceu
nas maiores concentracdes de extrato bruto da A. chica, a concentracao de 1000
mg/mL foi adicionada ao ensaio do tegumento do dorso.

Um achado importante na indugcdo angiogénica subcutédnea, é que ao
contrario do encontrado em CAM, apenas as menores concentracées do extrato
bruto (1, 5, 10, 25 e 50 mg/mL salina) apresentaram um aumento na
vascularizagdo, enquanto que as maiores concentragdes ficaram acumuladas no

tecido subcutaneo.
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33. Fotografias do tegumento do dorso de camundongos mostrando a atividade

angiogénica dos grupos controles. A; e A,: controle absoluto negativo (salina), B; e B,: AH livre a
0,5 %; C; e Cs.: nanoparticulas de AH na condi¢éo de preparo de 1500/200 rpm; D4 € D,: nanoparticulas de
AH na condicdo de preparo de 1500/1000 rpm; E4 e E: microparticulas de AH na condigéo de preparo de
1500/200 rpm; F; e F5: microparticulas de AH na condigdo de preparo de 1500/1000 rpm. Em cada grupo
experimental foi aplicada 40 uL de cada solugéo (n = 10). Os nimeros correspondem ao tipo de tratamento

nas fotografias: 1 brilho e contraste, e 2 negativo.
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Figura 34. Fotografias do tegumento do dorso de camundongos mostrando a
atividade angiogénica das concentracées de A. chica. A; e A,:Controle negativo absoluto
(salina); extrato bruto da A. chica: ByeB,: 1 mg/mL; C;e C,: 5 mg/mL; DyeDy: 10 mg/mL; E;e E
2: 25 mg/mL; Fye F5: 50 mg/mL; Gy e G,: 100 mg/mL ; Hye H,: 500 mg/mL e Iy ely: 1000 mg/mL .
Em cada grupo experimental foi aplicada 40 pL de cada solugao (n = 10). Os nimeros 1 e 2 que
acompanham as figuras correspondem ao tipo de tratamento realizado nas fotografias para auxiliar
a contagem de vasos sanguineos: brilho e contraste, e negativo (respectivamente). Os nameros
correspondem ao tipo de tratamento nas fotografias: 1 brilho e contraste, e 2 negativo. As setas

evidenciam um acUmulo do extrato no tecido subcutaneo.
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35. Fotografias do tegumento do dorso de camundongos mostrando a atividade

angiogénica das particulas contendo o extrato bruto da A. chica. A; e A,: controle absoluto
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negativo (salina); microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na condigdo de
preparo 1500/200* rpm e propor¢des AH: A. chica 1:0,25 (B4 e By), 1:0,5 (E; e Ey), 1:0,75 (H; e Hp)
e 1:1 (J4 e Jy); microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na condigao de preparo
1500/1000* rpm e proporgdes AH: A. chica 1:0,5 (F; e Fy) e 1:1 (K; e K3); nanoparticulas de AH
contendo o extrato bruto da A. chica na condi¢cdo de preparo 1500/200* rpm e propor¢édo AH: A.
chica 1:0,25 (C; e Cy), 1:0,75 (I; e I,) e 1:1 (L; e L), e nanoparticulas de AH contendo o extrato
bruto da A. chica na condigédo de preparo 1500/1000* rpm e propor¢édo AH: A. chica 1:0,25 (D, e
D), 1:0,5 (G; e G,) e 1:1 (My e M,). Em cada grupo experimental foi aplicada 40 uL de cada
solugéo (n = 10). Os numeros correspondem ao tipo de tratamento nas fotografias: 1 brilho e

contraste, e 2 negativo.

IV.4.2.2. Contagem macroscoépica dos vasos sanguineos no tegumento do
dorso de camundongos e analise estatistica dos dados.

Quando avaliada quantitativamente a capacidade de inducdo da
angiogénese caracterizada pelo aumento no nimero de vasos foi significante para
o AH livre (Pvalue: 0,00617) e para as nanoparticulas vazias de ambas as
condi¢des de preparo 1500 e 200/1000 (Pvalues: 0,000054 e 0,000033) (Figura
36).

Nos ensaios com o extrato bruto da A. chica livre, apenas trés das
diluicbes avaliadas apresentaram um aumento significativo no nimero de vasos
sanguineos: 5, 10 e 25 mg/mL salina. Pvalues: 0,000049, 0,044081 e 0,00003
respectivamente (Figura 36).
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Figura 36. Quantificacdo macroscépica dos vasos sanguineos no tegumento do
dorso de camundongos nos grupos controles e nas concentracoes do extrato. Grupos
avaliados: Controle negativo absoluto (salina); AH livre a 0,5 %; micro e nanoparticulas de AH na
auséncia do extrato bruto da A. chica na condicdo de preparo de 1500/200* rpm; micro e
nanoparticulas de AH na auséncia do extrato bruto da A. chica na condicdo de preparo de
1500/1000** rpm; extrato bruto da A. chica : 1 mg/mL, 5 mg/mL; 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL;
100 mg/mL, 500 mg/mL e 1000 mg/mL. * p<0,001, ™ p<0,01 e *p<0,05. As barras verticais

representam o desvio padrdao da média.
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As nano e microparticulas contendo o extrato bruto da A. chica
apresentaram um aumento significativo em todas as condi¢cdes e proporgdes
avaliadas, exceto nas microparticulas de ambas as condi¢des de preparo (1500 e
200 rpm e 1500 e 1000 rpm) da proporcao 1:1(AH:A. chica). Pvalues (Figura 37):

- 0,000162 (microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condigao de preparo 1500/200* rpm e proporcdes AH: A. chica 1:0,75),

- 0,000032 (microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo 1500/200* rpm e proporcdes AH: A. chica 1:0,5),

- 0,026198 (microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condigcéo de preparo 1500/1000* rpm e proporcdes AH: A. chica 1:0,5),

- 0,030502 (microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo 1500/200* rpm e proporcdes AH: A. chica 1:0,25),

- 0,000026 (nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo 1500/200* rpm e proporcao AH: A. chica 1:1),

- 0,000031 (nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo 1500/1000* rpm e proporcado AH: A. chica1:1),

- 0,000021 (nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo 1500/200* rpm e proporcao AH: A. chica 1:0,75),

- 0,000017 (nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo 1500/1000** rpm e proporcédo AH: A. chica 1:0,5),

- 0,000021 (nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condigcao de preparo 1500/200** rpm e proporcao AH: A. chica 1:0,25) e

- 0,000018 (nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na

condicao de preparo 1500/1000** rpm e proporcédo AH: A. chica 1:0,25).
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Figura 37. Quantificacdo macroscépica dos vasos sanguineos no tegumento do
dorso de camundongos das particulas contendo o extrato bruto da A. chica. Grupos
avaliados: Controle negativo absoluto (salina); nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A.
chica na condicao de preparo 1500/200* rpm e propor¢cdo AH: A. chica 1:1, 1:0,75 e 1:0,25;
nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na condigao de preparo 1500/1000**
rpm e proporgao AH: A. chica 1:1, 1:0,5 e 1:0,25; microparticulas de AH contendo o extrato bruto
da A. chica na condi¢cao de preparo 1500/200* rpm e propor¢des AH: A. chica 1:1, 1:0,75, 1:0,5 e
1:0,25; microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na condicdo de preparo
1500/200* rpm e proporcdes AH: A. chica 1;1 e 1:0,5. *p<0,001, * p<0,01 e *p<0,05. As barras

verticais representam o desvio padrao da média.

A diferenca observada entre os dois testes de avaliacdo da capacidade
indutora da angiogénese pelo extrato bruto da A. chica (CAM e Tegumento),
provavelmente deve-se ao modelo de liberagdo do extrato. No modelo de CAM, as
amostras sao veiculadas através de um papel de filtro necessitando serem
transferidas do veiculo para sua atuacdo na membrana, o que favorece a atividade
de extratos mais concentrados, em um curto periodo de tempo. J& no modelo
subcutaneo do tegumento do dorso de camundongos, as amostras sao veiculadas
diretamente e livremente no tecido subcutdneo (hipoderme) que constitui uma

camada de tecido conjuntivo frouxo (Junqueira & Carneiro, 1999) facilitando a
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atuacao de pequenas concentragcbes do extrato, visto que as taxas de difusdo séo
regidas em grande parte por propriedades fisicoquimicas como volume ou
solubilidade (Prow et al., 2011), dificultando a atuacédo de grandes concentragdes
do extrato. A pouca solubilidade do extrato no tecido conjuntivo pode ser
visualizada nas Figuras 34 Gi», Hi» e I; 2, onde é possivel verificar o acumulo do

extrato no tecido subcutaneo, indicado pelas setas pretas dessas figuras.

IV.4.2.3. Contagem microscopica dos vasos sanguineos nos cortes
histologicos do tegumento do dorso de camundongos e analise estatistica
dos dados.

Os grupos incluidos em historesina e seccionados para a confeccao das
laminas histolégicas correspondem aos grupos dentre os de melhor desempenho
da atividade angiogénica avaliada macroscopicamente no tegumento do dorso de
camundongos. Sendo eles: A. chica livre 5mg/mL, nanoparticulas de acido
hialurénico na auséncia do extrato bruto da A. chica e condicdo de preparo de
1500 e 200rpm, microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicdo de preparo 1500/200 rpm e proporcdo AH: A. chica 1:.0,5 e
nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na condicdo de preparo
1500/1000 rpm e proporcdo AH: A. chica 1:0,5 (n = 4 animais e n=10 campos
visuais).

Apesar da diminuigdo da integridade do tecido (Figura 38) ocasionada pela
manipulacdo excessiva para retirada de pélos, os campos visuais analisados
evidenciaram um aumento significativo no nimero de vasos sanguineos frente ao
controle negativo (salina estéril) corroborando com a contagem macroscopica

(Figuras 36 e 37) dos vasos sanguineos no tegumento do dorso de camundongos.
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Figura 38. Cortes histologicos do tegumento do dorso de camundongos. Grupos
avaliados: A: Controle negativo absoluto (salina); B: A. chica 5 mg/mL; C: nanoparticulas na
auséncia do extrato bruto da A. chica na condigao de preparo de 1500/200* rpm; D: nanoparticulas
de AH contendo o extrato bruto da A. chica na condi¢do de preparo 1500/1000** rpm e proporcao
AH: A. chica 1:0,5 e E: microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na condigao de

preparo 1500/200* rpm e proporgdo AH: A. chica 1:0,5. As setas indicam vasos sanguineos.

Os resultados mostraram ainda a maior capacidade indutora da
angiogénese nas nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicdo de preparo 1500/1000 rpm e proporcdo AH: A. chica 1:0,5 em
comparacao com todos 0s outros grupos analisados. Pvalues (Figura 39):

- 0,000089 (A. chica 5 mg/mL),

- 0,000171 (nanoparticulas na auséncia do extrato bruto da A. chica na
condigcao de preparo 1500/200* rpm),

- 0,000062 (microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo 1500/200* rpm e proporcao AH: A. chica 1:0,5) e

- 0,000037 (nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo 1500/1000* rpm e proporgcao AH: A. chica 1:0,5).
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Figura 39. Quantificacdo microscopica dos vasos sanguineos nos cortes
histolégicos do tegumento do dorso de camundongos. Grupos avaliados: Controle negativo
absoluto (salina); A. chica 5 mg/mL; nanoparticulas na auséncia do extrato bruto da A. chica na
condicao de preparo de 1500/200* rpm; microparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica
na condicdo de preparo 1500/200* rpm e proporcdo AH: A. chica 1:0,5; nanoparticulas de AH
contendo o extrato bruto da A. chica na condi¢do de preparo 1500/1000** rpm e proporcdo AH: A.
chica 1:0,5. #p <0,001. As barras verticais representam o desvio padrdo da média.

IV.5. Ensaio de Cicatrizacao in vivo.

O principal objetivo do processo cicatricial € o fechamento da ferida ou
ulceracdo no menor tempo possivel, com o minimo de dor e desconforto do
paciente (MacKay & Miller, 2003).

Sendo assim, os resultados obtidos no ensaio de cicatrizagdo no tegumento
do dorso de ratos para o extrato bruto da A. chica livre e encapsulado em micro e
nanoparticulas de AH demonstraram um potencial cicatrizante significante
(Pvalues - Tabela 14) devido ao fechamento rapido, a partir do segundo dia de
tratamento (Figura 40 e 41), e eficiente da ferida, superior a 90% de area reduzida
da ferida (Figura 42), quando comparados com o controle negativo salina. Foi
possivel verificar ainda que a encapsulacao do extrato em micro e nanoparticulas

de AH conferiu maior atividade cicatrizante, ja que o AH atua como coadjuvante no
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processo cicatricial e a sua modificacdo quimica em nano e microparticulas
permite a passagem e liberacdo do extrato por diversas barreiras fisiolégicas e
internalizagao celular, proporcionando uma absorgédo eficiente e aumentando a
sua biodisponibilidade, protegendo-o da degradacao enzimatica, prolongando a
liberacao e reduzindo sua freqiiéncia de administracao (Vasir et al., 2003; Pitarresi
et al., 2007; Teskac, 2010).

Tabela 14. Pvalues das amostras no ensaio de cicatrizag&o.

A.chica (10 mg) A.chica (25 mg) Microp. AH + A. chica Nanop. AH + A. chica

T 7 Y — 0,01242 s
p <0,05
- — 0,000465 e
p < 0,001
L 7 T —— 0,003130 0,015947
p<0,01 p < 0,05
L 7 T —— 0,000393 0,014621
p < 0,001 p < 0,05
5%ia 0,008888 0,031053 0,000081 0,010494
p<0,01 p <0,05 p < 0,001 p < 0,05
o120 7 H— 0,032848 0,000089 0,004881
p <0,05 p < 0,001 p<0,0l
e R — 0,031442 0,000075 0,000073
p <0,05 p < 0,001 p < 0,001
8%ia 0,000107 0,004208 0,000027 0,000022
p < 0,001 p <0,01 p < 0,001 p < 0,001
9%ia (0417 —— 0,006985 0,003839
p<0,05 p <0,01 p <0,01
10%ia 0,011131 0,022220 0,000146 0,000330
p < 0,05 p <0,05 p < 0,001 p < 0,001
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Figura 40. Fotografias das feridas no dorso de ratos. Grupos avaliados: A. Salina; B.
AH 0,5 %; C. A. chica 5 mg/mL; D. A. chica 10 mg/mL; E. A. chica 25 mg/mL; F. Microparticulas de
AH + A. chica (1:0,5) (1500 e 200 rpm) e G. Nanoparticulas de AH + A. chica (1:0,5) (1500 e 1000
rpm). Os ndmeros correspondem ao dia de tratamento: 1 (12 dia); 2 (32 dia); 3 (5% dia); 4 ( 8° dia) e
5 (102 dia).
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Figura 41. Area da ferida no tegumento do dorso de ratos. Grupos avaliados: sControle
negativo absoluto (salina); m AH livre 5 mg/mL; m Arrabidaea chica 5 mg/mL; = Arrabidaea chica 10
mg/mL; = Arrabidaea chica 25 mg/mL; = Microp. AH + A. chica - 1:0,5 (1500 € 1000 rpm) 5 mg/mL
e Nanop. AH + A. chica - 1:0,5 (1500 e 200 rpm) 5 mg/mL. Os grupos avaliados receberam 200
pL de tratamento diariamente. # p< 0,001; ## p < 0,01 e ### p< 0,05.
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Figura 42. Area cicatrizada da ferida (%). Contracdo da ferida apés dez dias de

tratamento.
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IV.4.1. Ensaio da Hidroxiprolina.

Para o ensaio da capacidade indutora da producdo de colageno
(hidroxiprolina) foram analisados os hidrolisados dos tegumentos dos dorsos dos
ratos com maior indice de cicatrizacdo ou fechamento da ferida, sendo eles:
Arrabidaea chica 10 mg/mL; nanoparticulas de AH + A. chica - 1:0,5 (1500 e 200
rom) 5 mg/mL e microparticulas de AH + A. chica - 1:0,5 (1500 e 1000 rpm) 5
mg/mL. Dentre todos os grupos avaliados, nenhum deles apresentou diferenca na
quantidade de hidroxiprolina nos tecidos cicatrizados quando comparados ao
controle negativo absoluto salina (Figura 43).

9,00
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00

Concentracao de Hidroxiprolina (mg/mL)

Figura 43. Quantidade de hidroxiprolina no tecido cicatrizado de ratos. Grupos
avaliados: controle negativo absoluto salina; A. chica 10 mg/mL; nanoparticulas de AH + A. chica -
1:0,5 (1500 e 200 rpm) 5 mg/mL e microparticulas de AH + A. chica - 1:0,5 (1500 e 1000 rpm) 5
mg/mL. As barras verticais representam o desvio padrao da média.

Esses dados sugerem que a atividade cicatrizante tanto do extrato bruto da

A. chica livre quanto encapsulado em micro e nanoparticulas de AH deve-se a
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capacidade de estimulacdo do crescimento celular em fibroblastos (Figura 30),
responsaveis pela contracdo da ferida e da indugéo do processo de angiogénese
(Figuras 32, 36 e 37), responsavel pela oxigenacao e nutricdo do tecido, ambos
necessarios para manter a continuidade tecidual, reduzir o tamanho da lesao, e
facilitar a cicatrizacao (Branski et al, 2006; Clark, 1995; Carmeliet, 2005).

Podemos sugerir ainda que a maior atividade proporcionada pelo extrato
bruto da A. chica livre e encapsulado em micro e nanoparticulas de AH ocorre na
segunda fase de cicatrizacao ou fase de proliferacdo (Vanlis & Kalssebeek, 1973;
Dvorak et.al., 1999).
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V. CONCLUSOES
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V. CONCLUSOES.

Através dos resultados obtidos, podemos concluir de forma geral que as

micro e nanoparticulas de acido hialurdénico contendo o extrato bruto da A. chica

produzidas neste trabalho, beneficiaram a angiogénese e cicatrizagao contribuindo

assim para o desenvolvimento de novas formulacbes para aplicacbes

farmacéuticas e cosméticas.

Como conclusdes especificas tém-se:

A formagéo e propriedades fisico-quimicas das particulas de AH produzidas
por emulsificacdo sdo diretamente relacionadas com as variaveis
operacionais. O processo de emulsificacdo produziu nano e
microparticulas, cujo melhor rendimento foi 73%, com velocidade de
agitacao 1500 e 1000 rpm, razdo ADH:AH 2:1, pH ajustado com 1 mL de
HCI (0,1N), para 250 mL de meio reacional;

O aumento da velocidade de agitacdo na segunda reacdo de reticulagéo
aumentou o diametro das nanoparticulas formadas. A velocidade de
agitacao de 200 rpm na segunda reacado de reticulacado favoreceu a
formacao de nanoparticulas vazias. A velocidade de agitacdo de 1000 rpm
na segunda reacao de reticulacao favoreceu a formacao de microparticulas

vazias;

As microparticulas vazias apresentaram diametro médio de 4,19 um e 3,36
um, com caracteristicas adequadas para a administragcdo farmacologica e
cosmética devido ao tamanho reduzido; as nanoparticulas vazias obtidas
apresentaram didametro médio de 119,27 nm e 523,95 nm;
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As microparticulas encapsulando o extrato bruto da A. chica apresentaram
didmetro médio de 2 — 6 um, conservando as caracteristicas para a

administragdo farmacolégica e cosmética devido ao tamanho reduzido;

As nanoparticulas contendo ativo da A. chica obtidas apresentaram
didmetro médio de 202 — 598 nm;

As nanoparticulas contendo A. chica apresentaram —se mais estaveis, com
potencial zeta de +27,2 a +50 mV comparadas as particulas vazias que
apresentaram valores de potencial zeta entre +15,2 € +40 mV;

O rendimento tanto das particulas vazias quanto das contendo o ativo foi
baixo, devido as grandes perdas durante as lavagens do processo para a
retirada da fase oleosa, revelando a necessidade de se melhorar o
processo de separacao das particulas da fase oleosa;

Apesar do baixo rendimento das particulas, a encapsulacao de extrato
bruto da A. chica mostrou-se eficiente, com eficiéncias acima de 40%;

O crescimento celular em fibroblastos humanos, tanto as particulas vazias
como o extrato da A. chica ndo apresentaram toxicidade celular, onde o
extrato originario do Parand apresentou caracteristicas indutoras do

crescimento celular superiores ao controle positivo alantoina;

Ensaios in vivo realizados em CAM evidenciaram o efeito angiogénico das
microparticulas vazias de AH e das diluigbes mais concentradas do extrato
bruto;
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Ensaios in vivo realizados no tegumento do dorso de camundongos
evidenciaram o efeito angiogénico das nanoparticulas vazias de AH, de
todas as micro e nanoparticulas de AH contendo o extrato bruto da A. chica
exceto nas microparticulas cuja proporcao AH:A. chica foi de 1:1 , e ao
contrario do encontrado em CAM, apenas nas diluicdes menos
concentradas do extrato bruto foi possivel verificar o aumento dos vasos

sanguineos;

A analise microscépica dos cortes histoldgicos confirmou a atividade
indutora da angiogénese evidenciada na contagem macroscépica dos
vasos sanguineos do tegumento do dorso de camundongos;

No ensaio de cicatrizacdo de ferida no tegumento do dorso de ratos tanto a
A. chica livre quanto encapsulada em micro e nanoparticulas de AH
demonstraram um potencial cicatrizante expressivo devido ao fechamento
rapido e eficiente da ferida, superior a 80% de area reduzida da ferida;

O ensaio da capacidade indutora da produgao de colageno (hidroxiprolina)
mostrou que tanto a tanto a A. chica livre quanto encapsulada em micro e
nanoparticulas de AH nao apresentaram diferengca na quantidade de
hidroxiprolina nos tecidos cicatrizados quando comparados ao controle
negativo absoluto salina;

Pode-se inferir que a atividade cicatrizante tanto do extrato bruto da A.
chica livre quanto encapsulado em micro e nanoparticulas de AH deve-se a
capacidade de estimulacdo do crescimento celular em fibroblastos e da
inducdo do processo de angiogénese, ambos os eventos ocorrendo na
segunda fase de cicatrizagao ou fase de proliferacao.
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VI. SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS
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VI. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS.

Para a continuidade desta pesquisa seguem algumas sugestbes para

préximos trabalhos:

Retirada da fase oleosa na producao das particulas de AH para excluir as
etapas de lavagens e conseqlientemente a perda de particulas durante o
processo;

Estudo mais detalhado da atividade do ac03 do extrato bruto da A. chica;
Realizacao de ensaios de liberagédo do ativo das particulas;

Identificacdo e selecdo de formulagdes para aplicacdes especificas

farmacéuticas e cosméticas em processos de cicatrizacdo, em fungcédo das

propriedades fisico-quimicas das particulas.
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Anexo | — Folha de aprovacio do Comité de Etica Experimental em Animais.
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Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Desenvolvimento de Micro e Nanoparticulas
de Acido Hialurénico com Encapsulacido do Extrato Vegetal da Arrabidaea

chica Para Aplicagdes Farmacéuticas e Cosméticas no processo

cicatrizante” (protocolo n°® 2406-1), sob a responsabilidade de Profa. Dra. Maria
Helena Andrade Santana / Viviane Ferre de Souza, esta de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagéo
vigente, LEl N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e 0o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 06 de maio de
2011.

Campinas, 06 de maio de 2011.
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Anexo Il — Protocolo de depdsito de Patente.

20.12.11 — Protocolo n® 018110050581

“COMPOSICOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO EXTRATO DE
ARRABIDAEA CHICA VERLOT EM SISTEMAS DE LIBERACAO MICRO E
NANOPARTICULADOS E LIPOSSOMAIS, PROCESSOS DE FABRICACAO E
USO DOS MESMOS.”

MARY ANN FOGLIO, JOAO ERNESTO DE CARVALHO, ANA LUCIA TASCA
GOIS RUIZ, MICHELLE PEDROZA JORGE, LEILA SERVAT, PATRICIA MARIA
WIZIAK ZAGO, MARCOS NOGUEIRA EBERLIN, ELAINE CRISTINA CABRAL
POLCELLI, MARIA HELENA ANDRADE SANTANA, VIVIANE FERRE DE
SOUZA, GLYN MARA FIGUEIRA, ILZA MARIA OLIVEIRA, RODNEY
ALEXANDRE FERREIRA RODRIGUES e RENATA MILIANI MARTINEZ.
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