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RESUMO

TECNOLOGIAS PARA ESTUDO E TRATAMENTO DA INSUFICIENCIA VENOSA
CRONICA: DESENVOLVIMENTO DE MICROAMBIENTES E ABORDAGENS
NANOTECNOLOGICAS, PAULA DOS PASSOS MENEZES. Tese do Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Sergipe-UFS,
ARACAJU, 2019.

A insuficiéncia venosa € uma doenca causada por incompeténcia valvular e é
altamente prevalente em paises ocidentais, onerando de forma significativa os
sistemas de saude. A forma mais grave da doencga, consiste em Ulceras venosas de
dificil cicatrizacdo. Diante disto, o principal objetivo desta tese consistiu em
desenvolver biomateriais para o tratamento de Ulceras venosas, através de
abordagens nanotecnoldgicas e da medicina regenerativa. Para tanto, foram
desenvolvidos microambientes tridimensionais (3D), a fim de investigar a resposta de
células tronco a diferentes propriedades mecanicas da matriz extracelular, bem como
a expresdo de proteinas liberadas a partir de nanoparticulas contendo RNA
mensageiro (MRNA) na perspectiva de propor um modelo de estudo da patologia.
Além disso, foram desenvolvidas meias de compressdo contendo hesperetina
nanoencapsulada para tratamento de Ulceras venosas. Diante do exposto, foram
impressos 720 hidrogéis de diferentes propriedades mecanicas (9 a 46 kPa), como
plataformas biométicas da matriz extracelular. A resposta de células tronco a estas
matrizes foi diretamente relacionada a rigidez do microambiente, sem danos a
viabilidade celular (86 — 96%). Ademais, matrizes mais rigidas apresentaram uma
maior expressdo de proteinas, o que contribui para novos estudos envolvendo os
fatores bioquimicos presentes no microambiente da doenca venosa. As meias
compressivas contendo hesperetina nanoencapsulada mostraram-se promissoras
para o tratamento de Ulceras, mediante liberacdo controlada de hesperetina a partir
dos tecidos, para o microambiente das lesbes. Estas nanocapsulas permaneceram
adesivas no tecido durante cinco lavagens, o que torna este biomaterial interessante
para tratar esta doenca, uma vez que associa o0 efeito da compressao a atividade
hipotensora da hesperetina no endotélio vascular. Diante disto, apresentamos o relato
de caso de um paciente com Ulceras venosas de longa extensdo nao cicatrizadas
durante dois anos, com as terapias prescritas antes do inicio deste estudo. Apos seis
meses de tratamento com esta meia, 0 paciente apresentou melhora significativa na
sua qualidade de vida, provavelmente associada ao desaparecimento das dores
associadas a lesdo e excelente cicatrizagdo. Além disso, foi observada um importante
clareamento da area perilesional devido a reducdo de melanina e eritema. A
cicatrizacdo das lesbes contribuiu ainda para a reducdo dos diametros venosos de
diferentes segmentos da veia safena. Juntos, estes resultados contribuem para os
desfechos clinicos desejados no tratamento de Ulceras venosas e para estudos
posteriores com amostras maiores. A realizacdo dessa pesquisa serve como base
para o advento de novas opcdes terapéuticas para uma doenca de tamanha
importancia no contexto da saude publica, o que constitui parte essencial das Politicas
de Saude e desenvolvimento econémico.

Descritores: Bioimpressao; insuficiéncia venosa; hesperetina; microambiente celular;
nanotecnologia; Ulcera venosa.



ABSTRACT

TECHNOLOGIES FOR STUDY AND TREATMENT OF CHRONIC VENOUS
INSUFFICIENCY: DEVELOPMENT OF MICROENVIRONMENTS AND
NANOTECHNOLOGICAL APPROACHES, PAULA DOS PASSOS MENEZES.
ARACAJU, 2019.

Venous insufficiency is a disease caused by valvular incompetence and is highly
prevalent in Western countries, significantly burdening health systems. The most
severe form of the disease consists of venous ulcers that are difficult to heal. In view
of this, the main objective of this thesis was to develop biomaterials for the study and
treatment of venous ulcers, through nanotechnological approaches and regenerative
medicine. In order to do so, three-dimensional microenvironments (3D) were
developed in order to investigate the response of stem cells to different mechanical
properties of the extracellular matrix, as well as the expression of proteins released
from nanoparticles containing messenger RNA (mRNA) in order to propose a model of
pathology study. In addition, compression stockings containing nanoencapsulated
hesperetin has been developed for the treatment of venous ulcers. In view of the
above, 720 hydrogels of different mechanical properties (9 to 46 kPa) were printed as
biomechanical platforms of the extracellular matrix. The response of stem cells to these
matrices was directly related to stiffness of the microenvironment, without damage to
cellular viability. In addition, stiffer matrices presented a greater expression of proteins,
which contributes to new studies involving the biochemical factors present in the
microenvironment of the venous disease. Compressive stockings containing
nanoencapsulated hesperetin have been shown to be promising for the treatment of
ulcers by controlled release of hesperetin from the textiles into the microenvironment
of the lesions. These nanocapsules remained adhesive in the textile during five
washes, which makes this biomaterial interesting to treat this disease, since it
associates the effect of the compression to the hypotensive activity of the hesperetin
in the vascular endothelium. In view of this, we present the case report of a patient with
long unhealed venous ulcers for two years, with the therapies prescribed before the
beginning of this study. After six months of treatment with these compressive
stockings, the patient presented significant improvement in their quality of life,
associated with the disappearance of pain associated with injury and excellent healing.
In addition, a significant whitening of the perilesional area was observed due to
reduction of melanin and erythema. The healing of the lesions also contributed to the
reduction of the venous diameters of different segments of the saphenous vein.
Together, these results contribute to the desired clinical outcomes in the treatment of
venous ulcers and contribute to further studies with larger samples. This research
therefore contributes to the emergence of new therapeutic options for a disease of
such importance in the context of public health, which is an essential part of Health
Policies and economic development.

Descritpors: Bioprinting; venous insufficiency; hesperetin; microenvironment;
nanotechnology; venous ulcer
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1. INTRODUCAO

A doenca venosa crbnica € a causa mais comum das anomalias
morfofuncionais do sistema venoso de membros inferiores. Esta enfermidade
apresenta importante impacto socioecondmico devido as suas severas
manifestagdes clinicas (1, 2). A insuficiéncia venosa crénica (IVC) representa a
fase mais grave da doenca e é caracterizada pela presenca de edema,
alteracdes de pigmentacdo da pele e Ulceras venosas (3). As queixas e 0s
sintomas da doencga sdo, portanto, de carater cronico, subjetivo e periddico. O
sintoma principal nem sempre € a dor, por exemplo, a sensac¢éo de peso, prurido,
caimbra, dentre outros, podem ser referidos e dificultar o diagnéstico, podendo
retardar o tratamento adequado em até 40% dos casos (4).

A IVC possui maior prevaléncia em paises ocidentais industrializados,
variando de 1% - 17% nos homens e 1% - 40% em mulheres (3, 5). A doenca
evolui com o curso da idade e estd associada a diminuicdo da mobilidade,
depresséo e isolamento social (6). No Brasil, a IVC possui prevaléncia de 35% e
1,5% dos casos apresentam a forma mais severa da doencga (1). Durante muitos
anos a IVC foi considerada um problema meramente estético ou psicolégico. No
entanto, a investigacdo sobre este transtorno aponta consequéncias seérias,
como a auséncia ao trabalho, desconforto, dor e diminuicdo da qualidade de
vida, constituindo assim, um grave problema de saude publica (4, 7).

A IVC consiste em um desequilibrio da sintese de proteinas (colageno tipo
| e tipo Ill) da matriz extracelular (MEC), causado pela degradacao enzimatica
através das metaloproteinases da matriz (MMPs). Esta degradacdo leva ao
remodelamento anormal das veias que acarreta na reducdo da elasticidade das
mesmas. Este fenbmeno pode estar associado ou ndo a obstrucao do fluxo
venoso (8). As fibras de colageno tipo | conferem rigidez ao vaso, enquanto
aguelas do colageno tipo Ill, garantem a extensibilidade do mesmo. Em
condicOes patoldgicas, as MMPs degradam o colageno tipo lll, o que culmina em
uma maior quantidade de colageno tipo | no vaso, ocasionando maior rigidez
vascular. Esta por sua vez, € caracterizada pelo aumento das propriedades
mecanicas da MEC. Nesse cenario, os fendbmenos de mecanotransducgéo
conduzem as células do lumen vascular a uma desorganizagdo na sua

disposicdo (8, 9). O que acarreta tortuosidade das veias (varicosidades),



incompeténcia valvular, espessamento irregular da parede do vaso, infiltracdo
de tecido fibroso em camadas musculares, bem como acumulo de colageno e
fragmentacao das fibras elasticas (10).

Em vista do exposto, o presente trabalho foi delineado com base em duas
questbes de pesquisa: 1) Como as propriedades mecéanicas da matriz
extracelular podem afetar a resposta celular? 2) Meias compressivas
impregnadas com nanocapsulas de hesperetina podem melhorar a cicatrizacao
de Ulceras venosas? A busca por tais respostas conduziu a pesquisa ao
desenvolvimento de plataformas para investigar a resposta celular frente a
diferentes propriedades mecanicas de um microambiente biomimético. Além
disso, foram propostas novas alternativas terapéuticas de base nanotecnolégica
para veicular hesperetina e investigar sua influéncia no tratamento da IVC.
Espera-se com esse trabalho conceber novas tecnologias para estudo e
tratamento da IVC, com vistas a melhorar a qualidade de vida e
consequentemente reduzir os danos causados por esse importante problema de

saude publica.

1.2. REVISAO DA LITERATURA
1.2.1. INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA

As veias sdo uma grande rede de vasos que transferem sangue desoxigenado
de diferentes tecidos para o coracdo. Nas extremidades inferiores, um sistema intricado
de veias superficiais e profundas é responsavel pela transferéncia de sangue contra a
pressdo venosa hidrostatica. As veias superficiais incluem a veia safena parva,
localizada na parte posterior da perna, que vai desde o tornozelo até encontrar a veia
poplitea na juncao safeno-poplitea e a veia safena magna, localizada no lado medial da
perna e é conduzida ao tornozelo até encontrar a veia femoral comum na juncéao safeno-
femoral. As veias profundas incluem as veias femorais tibial, poplitea, femoral, femoral
profunda e comum (11). Em todas as partes da extremidade inferior, que n&o o pé€, o
sangue flui das veias superficiais, que transportam o sangue da pele e tecido
subcutaneo, para as veias profundas, que estdo embutidas nos musculos e transportam
sangue de todas as outras partes da perna (12). O movimento do sangue das veias
superficiais para as veias profundas e coracao é guiado por valvulas bicuspides que se
projetam da parede interna e asseguram o movimento do sangue em uma direcdo. As

contracdes musculares na panturrilha, pé e coxa também ajudam a direcionar o sangue



para o coracdo e contra a gravidade e a alta pressdo venosa hidrostatica, que pode

atingir 90-100 mmHg no tornozelo na posicdo em pé (9) (Figura 2A e B).

Figura 2: Sistema venoso das extremidades inferiores e alteracBes nas veias. A
extremidade inferior tem um sistema intricado de veias superficiais e profundas
conectadas por veias perfurantes (C) e valvulas venosas que permitem o fluxo
sanguineo na direcdo anterdgrada em direcdo ao coragao (D). A disfuncao da veia pode
se manifestar como pequenas veias reticulares e pode progredir para veias varicosas
dilatadas grandes com valvulas incompetentes (E). As veias varicosas apresentadas
evidenciam principalmente regibes atroficas devido ao aumento de MMPs que
exacerbam a degradacédo da MEC. Além disso, podem existir regides hipertréficas em
gue o aumento de MMPs e a degradacdo da MEC promovem a proliferacdo de células
do musculo liso vascular (MLV), levando a tortuosidade, dilatacdo, valvulas defeituosas
e refluxo venoso (E).
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Fonte: Adaptada de MacColl and Khalil (2015) com permisséao (9) e

www.smart.servier.com (13)

Nesse contexto, a IVC engloba uma cascata de consequéncias fisiopatolégicas
decorrentes da hipertensdo venosa nas extremidades inferiores, que podem ter
etiologias variaveis. De maneira geral, essa hipertensao esta associada ao refluxo das
veias perfurantes devido ao mau funcionamento ou incompeténcia das valvulas, o que
reduz o retorno venoso, levando ao acumulo de sangue, hipdxia e inflamagédo (14). Os
sinais clinicos decorrentes da doenca sao variaveis e incluem telangiectasias, varizes,
edema, alteracdes na pele, lipodermatoesclerose (Figura 3 e Tabela 1). Os casos mais
graves culminam em ulceracao venosa (5). Os sintomas incluem varios graus e formas

de desconforto nas pernas, como dor, edema, peso, cadimbras e queimacdo. O espectro
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das manifestacdes clinicas da IVC foi definido de acordo com o sistema de classificacdo

CEAP, cuja descricdo varia de C0O a C6 (Tabela 1) (15,16). Nos estagios iniciais (classe

C0), o fluxo venoso anormal ou reduzido pode estar presente, mas sem sinais ou

sintomas (14,17).

Tabela 1. ClassificacGes clinica, etiolégica, anatbmica e patofisiolégica (CEAP) da

doenca venosa crénica.

Classificacdo clinica  Classificacao

Classificacéao

Classificacéao

etioldgica anatbmica patofisioldgica
Co Auséncia de sinais Congénita Veias Refluxo
visiveis ou palpaveis superficiais
da doenca venosa
COs CO com sintomas Priméaria Veias Obstrucao
menores perfurantes
C1 Telangiectasias ou Secundéaria Veias Refluxo e
veias reticulares (p6s- profundas obstrucao
trombdtica)
Cc2 Veias varicosas Sem causas Sem Sem
venosas localizagdo patofisiologia
identificadas identificada venosa
identificada
C3 Edema
Cda Pigmentacéo e/ou
eczema

C4b Lipodermatoesclerose
e/ou atrofia branca

C5 Ulcera venosa
cicatrizada

C6 Ulcera venosa ativa

S Sintomatico, incluindo
dor, aperto, irritacdo da
pele, peso, caimbras
musculares e outras
queixas atribuiveis a
disfuncéo venosa

A Assintomatico

Fonte: Adaptado de EKI6f et al. 2004 com permissao (15)



Figura 3: llustra¢des da classificagdo CEAP da doenga venosa cronica.
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A progressdo dos sintomas, severidade e classificagdo CEAP podem ser um
desafio diario para os pacientes e diminuem consideravelmente a qualidade de vida.
Além disso, limitam a capacidade do individuo em participar de atividades sociais, fisicas
ou ocupacionais, com consequéncias financeiras devido a auséncia ao trabalho ou
incapacidade. Ademais, estas limitac6es oneram os sistemas previdenciario e de saude,
especialmente nos casos de Ulceras venosas, que podem culminar em casos de
invalidez laboral (14, 18).

De acordo com Rafetto et al (2018), fatores genéticos e ambientais (imobilidade,
inatividade, obesidade) influenciam a predisposicéo para a doenga e desenvolvimento
de Ulceras. Células inflamatérias s@o ativadas diante de mudancas na tensédo de
cisalhamento do endotélio vascular levando a anormalidade do ambiente biomecéanico
das veias, paredes das veias e valvulas, conduzindo a ruptura das células. Diante desse
cenario, as MMPs sdo ativadas ocasionando alteragfes nos componentes estruturais
da parede da veia, tais como desequilibrio da quantidade de colageno e elastina, bem
como degradacdo da MEC, resultando na formacdo de varizes e alteracbes na pele
podendo levar a formacao de Ulceras (19).

A base fundamental para a ulceracdo venosa é a inflamacdo no endotélio
vascular, que esta sujeito a um aumento da presséao hidrostética, elevando a pressao
venosa ambulatorial, que favorece a resposta inflamatéria na parede da veia,
culminando no extravasamento de células e moléculas inflamatérias para o intersticio.

A resposta inflamat6ria (Figura 4) envolve o recrutamento de leucécitos, em particular
9


http://www.smart.servier.com/

macréfagos, monacitos, linfécitos T e mastocitos, bem como moduladores inflamataorios,
guimiocinas, expressao de citocinas, fatores de crescimento, e atividade proteolitica das
MMPs. Estas em conjunto com as citocinas sdo o componente chave da inflamacéo e
desenvolvimento de Ulceras, devido aos efeitos significativos que produzem na parede
da veia, valvula venosa, endotélio, glicocdlix e tecidos adjacentes. Tais efeitos incluem
destruicdo da derme com eventuais alteracdes na pele e formacéo de ulcera (2, 14, 19,
20).

Figura 4: Diagrama de fluxo esquematico da fisiopatologia da IVC. Fatores
genéticos e ambientais predispdem individuos a doencas venosas. Alteracdes
na tensdo de cisalhamento e integridade endotelial levam a expressédo de
moléculas de adeséao e ativacdo de leucocitos endoteliais. Estes fatores, iniciam
uma resposta inflamatoria com expressao de citocinas, quimiocinas e MMPs.
Alteracdes na estrutura da parede venosa e no funcionamento da valvula levam
a dilatacdo, insuficiéncia e hipertensdo venosa, bem como ruptura na
microcirculacdo. O estado inflamatoério persistente com expressdo de MMPs e
citocinas causa danos e degradacao nos tecidos, resultando em alteracfes na

pele e Ulcera venosa na perna.
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Fonte: Reproduzida de Raffetto et al (2018) com permisséo (19)
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Nota: MEC: matriz extracelular, ELAM-1, molécula de adeséo leucocitaria endotelial-1; FOXC2,
proteina C2 da cabeca da bifurcacédo; GAG, glicosaminoglicano; HFE, gene da hemocromatose;
ICAM-1, molécula de adesao intercelular-1; MC, mastécitos; MCP-1, proteina quimioatratora de
monocitos; MP, macroéfagos; NO, 6xido nitrico; LT, linfocitos T; TRPV-1, receptor transiente de
potencial de canal vaniléide; VCAM-1, molécula de adesao celular vascular-1.

Dependendo da MMP especifica envolvida, a sua atividade pode néo
estar associada apenas a quebra de proteinas da MEC, mas também a clivagem
de receptores de membrana, como o fator de crescimento endotelial vascular 2
(VEGFR-2), que é parcialmente responsavel por promover a sobrevivéncia
celular e inibir a apoptose. A clivagem deste receptor pode comprometer a
viabilidade endotelial (21,22). Diante do exposto, pesquisas adicionais acerca da
resposta celular frente a diferentes microambientes biomecanicos, fatores
responsaveis por clivar receptores de membrana, bem como alternativas que
promovam a distensibilidade das paredes das veias, possibilitardo ter alvos
farmacéuticos especificos para restaurar a integridade da microcirculacédo e
tratar o espectro da IVC (20).

1.2.2. MODELOS DE ESTUDO DA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

O principal constituinte da parede do vaso € a MEC. Nas veias, a MEC
constitui mais da metade da massa da parede e contém principalmente colageno
e elastina. A parede normal dos vasos sanguineos contém Vvarios tipos
funcionalmente distintos de matrizes vasculares, incluindo membrana basal
subendotelial, intima, adventicia e matriz intersticial. Cada um destes segmentos

da veia contém diferentes tipos de células e proteinas de matriz (Figura 5).
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Figura 5: Estrutura das veias e matriz extracelular. No microambiente natural,
as ceélulas aderem a matriz de suporte mecanico formada por polissacarideos e
proteinas fibrosas (colageno e elastina). Proteinas dissolvidas, como fatores de
crescimento, permitem a comunicagao entre as células e enzimas que degradam

a matriz (MMPs), remodelando-a.
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Fonte: Adaptado de Shastri & Forget (2014) (23) com permissao e

www.smart.servier.com (13)

Evidéncias cientificas experimentais tem demonstrado que os estimulos
mecanicos do microambiente celular desempenham um papel fundamental no
comportamento das células, tanto em condicdes fisiologicas quanto em
situacbes patolégicas (24,25). Em particular, as células percebem seu
microambiente por meio de proteinas transmembranas e, consequentemente,
regulam diversos processos fisiologicos, como migracdo, proliferacao,
diferenciacdo, morfologia, expressao génica, bem como a resposta a farmacos
(26,27). Fatores de crescimento ligados a MEC, rigidez matricial e topografia
influenciam tanto o crescimento celular quanto a regeneragao subsequente do
tecido (28).

In vivo, as células sdo incorporadas dentro de um complexo hidrogel
tridimensional (3D) — a MEC — que fornece suporte mecéanico enquanto conduz
a resposta celular (29). Curiosamente, a literatura cientifica mostra que a MEC
também desempenha um papel relevante no aparecimento de um ndamero

consideravel de doencgas. Por exemplo, foi demonstrado que as propriedades
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biomecanicas da MEC influenciam diretamente e sao influenciadas pela
progressao da doenca venosa (9), neoplasias (30), além disso, a rigidez da MEC
pode afetar a motilidade das células em diferentes processos patologicos (29).

A rigidez da MEC é geralmente representada pelo médulo de elasticidade
ou médulo de Young e corresponde a rigidez do tecido nativo, orientando
sobretudo, a diferenciacdo de células-tronco nas linhagens de tecidos
correspondentes ou processos patoldégicos como o enrijecimento da parede
vascular, na doenca venosa. A titulo de ilustracéo, substratos que se aproximam
dos mddulos elasticos de células-tronco cerebrais (0,1 a 1 kPa), pancreas (1,2
kPa), cartilagem (3 kPa), musculo (8 a 17 kPa) e tecido 6sseo (25 a 40 kPa),
especialmente células-tronco mesenquimais humanas (hMSCs), sdo capazes de
promover a diferenciagdo de neuroblastos, células beta, condrdcitos, mioblastos
e osteoblastos, respectivamente (31). Existe portanto, um interesse crescente
em entender como as células-tronco sentem e respondem a rigidez especifica;
como a sugestao mecanica é convertida em cascatas de sinalizacédo intracelular;
e como a expressdo génica muda, e o destino das células-tronco € determinado
(32).

Diante desse contexto, esforcos cientificos nas areas de engenharia de
tecidos e medicina regenerativa tem sido investidos na perspectiva de
desenvolver MECs biomiméticas através da construcdo de scaffolds
vascularizados, para estudar a resposta celular frente aos estimulos da matriz.
Dessa forma, um scaffold de MEC ideal deve manter a estrutura, composicao,
funcao biomecanica e propriedades biolégicas da MEC nativa. Deve também ser
resistente a infeccdo, biocompativel, facilmente implantado, absorvivel,
minimamente imunogénico e indutor a migracao celular (28,33).

Todavia, a grande maioria dos estudos in vitro, ndo consegue replicar
totalmente a situagcédo in vivo, uma vez que eles s&o realizados em duas
dimensdes (2D), em placas de Petri padréo. Diversas pesquisas confirmaram
gue os experimentos 2D estao sujeitos a varias limita¢des, como dissimilaridades
na ades&o e migracao celular ou na organizacao do citoesqueleto, juntamente
com uma analise fragil das complexas interacdes célula-substrato (34,35).

Nessa perspectiva, estudos recentes tém explorado as tecnologias de
microarranjos através do uso de robds — microspotting — e meétodos de

microfabricagdo (Figura 6) para reconstituir microambientes celulares
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biomiméticos. Estes tem sido utilizados para estudar as interacbes célula-
substrato, de modo a entender o desenvolvimento de doencas como a IVC,
propor novas alternativas terapéuticas, bem como investigar seu potencial toxico
(36,37,38).

Kuschel et al (2006) desenvolveram um sistema de microambientes,
atraveés da técnica de microspotting, para investigar comparativamente a adeséo
celular de forma miniaturizada em grandes painéis de MEC com gasto minimo
de substrato adesivo e células (39). Mais recentemente, Dolatshahi-Pirouz et al
(2014) apresentaram uma plataforma 3D de microarranjos de hidrogel
carregados com hMSCs. Eles realizaram uma triagem combinatdria da
diferenciacéo celular em resposta a multiplos componentes da MEC e fatores de
crescimento (40). Essas técnicas possibilitam a cultura de células que
reproduzem a adesdo a MEC dos tecidos vivos, mas falham em integrar outros
elementos da arquitetura do tecido, como concentracdes ndo-homogéneas de
moléculas soluveis, a arquitetura 3D (ndo plana) do tecido e ndo controlam
adequadamente a rigidez do microambiente (35).

Por outro lado, os métodos de microfabricacado também tem sido adotados
para a replicacéo in vitro da MEC. Estas técnicas fazem uso de luz ultravioleta
(UV), para polimerizacédo dos hidrogéis utilizados, bem como moldes sintéticos
(3D) (41,42). Outras abordagens baseadas no uso de polidimetilsiloxano
(PDMS) prensados contra MEC liquida, foram reportadas por Nelson et al (2006),
qgue produziram camadas microestruturadas de construcdes de hidrogel (MEC)
micrométricas. Depois de modelar o suporte, as células foram semeadas na
superficie da construcdo de hidrogel estruturada, que foi utilizada como modelo
de glandula mamadria, constituida por sulcos de diferentes formatos moldados
em colageno do tipo I. Esse modelo foi utilizado para estudar a morfogénese das

ramificagBes dos tubulos epiteliais mamarios (35,43).
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Figura 6: Métodos classicos de construgdes biomiméticas.
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com permissao

Para contornar tais limitacbes, as técnicas de biompressdo 3D tem
emergido como ferramentas revolucionarias na constru¢cdo de MEC
biomiméticas. Bioimpressao consiste na deposicdo espacial camada-a-camada
de biomateriais, fatores bioquimicos e células vivas através de um sistema de
distribuicdo controlada por computador para fabricar scaffolds de tecido (45-47).
Um tecido funcional ou érgdo impresso, tem muitas aplicacdes na triagem de
eficacia ou toxicidade de farmacos (49,49), liberacdo de genes ou biomoléculas
(48,50), modelagem de doencas (doenca venosa, etc.) e medicina regenerativa
(51).

As tecnologias de bioimpressdo mais usadas sao bioimpressédo por
extrusdo, bioimpressdo a jato de tinta, bioimpressdo com base em luz e
bioimpressédo por estereolitografia (45). O mercado global de bioimpressao
atingiu US $ 263,8 milhdes em 2015 (52) e prevé-se que atinja US $ 1,82 bilhdes
até 2022. O crescimento do mercado sera impulsionado por tecnologias de
impressédo inovadoras, bem como por muitas areas de aplicagdo como produtos
médicos, personalizados, bioprodutos, produtos alimenticios, dentre outros (47).

Gao et al (2017) desenvolveram e bioimprimiram um vaso usando um bio-
hibrido contendo alginato e MEC derivada de tecido vascular. Além deste, o bio-

hibrido também continha microesferas de acido poli (lactico-co-glicolico) (PLGA)
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carregadas com células progenitoras endoteliais e atorvastatina. Um método
coaxial de biompresséo foi utilizado para imprimir o vaso em formato tubular,
para possibilitar uma eventual perfusdo sanguinea no espaco oco. A combinacao
do bio-hibrido e atorvastatina liberada aumentou a densidade de
neovascularizacdo em um modelo de isquemia de camundongo, validando seu
potencial vascular. Este foi o primeiro estudo que demonstrou o potencial do uso
de elementos bioquimicos da MEC associados com carreadores de farmacos
durante o processo de impressao (53).

Muitos produtos a base de matriz dérmica (AlloDerm, Lifecell Corp.) e
MECs liofilizadas (como os curativosCycast®, MicroMatrix®, CorMatrix®)
atingiram a comercializacao. Portanto, hidrogéis de MEC de aplicacao injetavel
podem seguir essa tendéncia em breve, com um produto chegando aos testes
clinicos. Devido a amplitude da pesquisa em varias fontes e alvos de tecidos, os
hidrogéis de MEC oferecem uma ampla gama de abordagens para modelos
complexos de doencas e lesfes, particularmente como terapias injetaveis
minimamente invasivas. A base para o0s esforcos de transposicdo e
escalonamento destas tecnologias estd em desenvolvimento, ja que os hidrogéis
de MEC oferecem novas oportunidades e demonstram potencial em aplicacées

no campo da medicina regenerativa (54).

1.2.3. TRATAMENTO DA INSUFICIENCIA VENOSA

Uma recente analise na base de dados Pubmed, realizada em
25/02/2019, com a combinacéo das palavras ‘chronic venous insufficiency and
treatment’ demonstra que o interesse de pesquisa nessa area vem crescendo de
forma significativa (Figura 7). Desde 1998, quando iniciaram as publicacdes dos
primeiros artigos cientificos acerca da fisiopatologia da doenca, até a data
analisada, ja se somam um total de 2665 publicacdes. Ademais, € possivel
observar que a maior parte dessa producéo bibliografica encontra-se no ano de
2016, o que reforca o crescente interesse pela &rea. A maior parte desses artigos
tem investigado estratégias terapéuticas baseadas no uso de flavondides,
terapia compressiva e estudos mais recentes, demonstram a potencialidade do

uso de microRNAS, no tratamento da IVC .

16



Figura 7: Pesquisa realizada na base de dados Pubmed no dia 25/02/2019

cruzando as palavras ‘chronic venous insufficiency and treatment’.
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Nota: valores parciais para 2019.

Dentre os trabalhos publicados nesse periodo, estudos tém demonstrado
a potencialidade da administracao de flavondides pela via tépica sem causar
danos ao organismo, quando comparada com as vias intravenosa e oral (55-57).
De acordo com a Nota Técnica N° 64/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), existem seis medicamentos registrados no Brasil a base de
hesperidina e diosmina para tratamento de manifestagbes da IVC, na forma de
comprimidos revestidos. Entretanto, ndo existe produto topico contendo esta
classe de produtos naturais para tratamento local da doenca (58).

Apesar de todos os avancos na identificacdo da patogénese e
consequente tratamento da doenca venosa, a terapia compressiva continua
sendo a opc¢dao terapéutica de primeira escolha (59). Meias compressivas podem
ser de pressédo variavel. Na pratica clinica, geralmente recomenda-se aquelas
da classe I, que consistem em pressdes de compresséo externa de 20 a 30
mmHg. Os tratamentos avancados incluem cirurgia. A remocdo de veias
geralmente envolve a excisdo cirdrgica da veia refluxante (freqientemente

realizada com pacientes sob anestesia geral). Outra alternativa terapéutica é a
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escleroterapia com espuma guiada por ultrassom, que envolve a canulagao da
veia sob orientacdo ultrassbnica e a injecdo de um agente espumante ou
esclerosante (por exemplo, tetradecil sulfato de sédio). Este, em contato com a
parede do vaso, leva ao desnudamento do endotélio, trombose organizada e
oclusdo com esclerose. O esclerosante deve entrar em contato com o endotélio
venoso para obter sucesso técnico. A radiofrequéncia e a ablacéo a laser, sdo
outras técnicas endovasculares que utilizam energia térmica para danificar e
contrair a parede venosa, e tém sido utilizadas com sucesso no tratamento do
refluxo da veia safena magna (18).

Além destas opc¢les terapéuticas, ha relatos da eficacia do cateter de
ablacdo por radiofrequéncia endovenosa ClosureFast ™ (Medtronic, Inc .;
Minneapolis, Minn). A ultrassonografia duplex detectou taxas de oclusdo de
100% em 1 semana, 97% a 99,7% em 3 meses, 95% a 98% em 1 ano e 85% a
93% em 3 anos (60,61). Quando a pesquisa foi acompanhada por cinco anos,
os desfechos clinicos revelaram uma mudanca geral da classe CEAP C2 para a
classe C1 ap6s o uso da ablacéo, sugerindo eficacia clinica a longo prazo. Os
riscos e complicacbes de todos esses procedimentos incluem perfuracao,
trombose venosa profunda, embolia pulmonar, flebite, hematoma, infeccao,
gueimaduras na pele e lesdo nervosa (18). Atualmente, existem varios farmacos
venoativos, que intervém em muitos dos mecanismos fisiopatoldgicos da IVC e

tem sido utilizados clinicamente (Tabela 2).

Tabela 2: Efeitos farmacoldgicos de farmacos venoativos utlizados clinicamente

no manejo da IVC.

Farmaco Acao farmacoldgica Beneficio clinico
venoativo

= Melhora a contratilidade venosa =  Melhora o tbnus
mediada pelo sistema nervoso venoso;
simpatico e a sensibilidade ao = Reduz o edema

célcio; da perna;
» Reduz a adeséo de leucdcitos; =  Melhora
Daflon® inibe a producdo de moléculas distarbios troficos da
de adesao leucocitaria; pele;
= Mitiga a deterioragdo da valvula = Melhora a
venosa e refluxo; cicatrizacéo de

= Inibe a producéo de fatores pr6- Ulceras;
inflamatdrios;
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= Aumenta as taxas de enzimas = Melhora oS
antioxidantes; sintomas da IVC e
» Reduz a ativacdo das células qualidade de vida

endoteliais; reduz as
concentracbes  séricas de
ICAM-1, VCAM, VEGF

Aumenta a resisténcia capilar,
reduz o extravazamento capilar.

Potente inibidor da expresséao

Reduz o edema

génica relacionada a da perna;
inflamacéao; Melhora 0s
Rutosideos Reduz a producéo de citocinas sintomas da
inflamatorias (NO, TNF-q, IL-1, IVC.
IL-6) em  macrofagos e
neutrofilos.
Pode melhorar ou manter a Reduz o edema
funcao do endotélio vascular; da perna;
Reduz a hiperpermeabilidade Melhora 0s
capilar; sintomas da
Dobesilato Inibe a agregacéo plaquetaria; IVC.
de calcio Reduz a viscosidade do sangue;
Aumenta a atividade da NO-
sintase;
Inibe a sintese de
prostaglandinas.
Restaura a integridade do GCX; Reduz a
Reduz a permeabilidade pressao venosa
vascular e capilar; periférica;
Protege o endotélio vascular; Melhora 0s
Sulodexida Anti-inflgmatc’)rio, anti- sintomas . da
apoptético (IL-1B, IL-8, MCP-1, IVC e qualidade
IL-6, TNF-a); de vida;
» Reduz a secrecdo de MMP-9 = Melhora a
dos leucocitos. cicatrizacdo de
Ulceras.

Fonte: Reproduzida de Mansilha e Sousa (2018) com autorizagéo (14)
Nota: IVC: insuficiéncia venosa cronica; GCX: glicocalix; ICAM: molécula de adeséo intercelular;
IL: interleucina; MCP: proteina quimioatrativa de mondcitos; MMP: metaloproteinase da matriz;
NO: oxido nitrico; TNF: fator de necrose tumoral; VCAM: molécula de adesdo de células

vasculares; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular.

Uma recente revisdo sistematica com metanalise da Colaboracao
Cochrane, reuniu ensaios clinicos randomizados, duplo-cegos, controlados por
placebo, que investigaram a eficacia de varias moléculas venoativas (como
rutosideos, diosmina e dobesilato de calcio) no tratamento da IVC. Os resultados

indicaram que, de forma geral, os medicamentos venoativos tém efeitos
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benéficos significativos no edema e podem ter beneficios em alguns outros sinais
e sintomas da IVC em comparacédo ao placebo. No entanto, os resultados foram
limitados e mais estudos sé@o necessarios para estabelecer a eficacia desses
tratamentos para outros desfechos clinicamente importantes (62).

O Daflon® é uma fracdo micronizada de flavondides purificados que
consiste essencialmente em diosmina e hesperidina. Devido aos seus beneficios
clinicos ja demonstrados (Tabela 2), tem sido atualmente um dos medicamentos
mais prescritos e estudados mundialmente, para IVC. Os efeitos do Daflon®
foram demonstrados em ensaios clinicos, pré-clinicos e revisées sistematicas
com metanalise, com melhorias relatadas no tonus e contratilidade venosa,
microcirculacdo, distarbios tréficos, cicatrizacao de Ulceras venosas e melhoria
da qualidade de vida dos pacientes. Ademais, foram relatadas reducéo no
edema, inflamacéo, adesao e ativacdo de leucdcitos, bem como na producao de
mediadores inflamatérios. Em funcéo disso, este medicamento tem demonstrado
excelente perfil de seguranca e por isso € recomendado em diretrizes
internacionais para o tratamento da IVC e Ulceras venosas (63,64). Todavia, uma
recente publicagdo da Colaboracdo Cochrane alertou que 33 estudos
envolvendo um total de 3975 pacientes, sugerem que medicamentos venoativos
de uso oral como o Daflon®, produzem importantes efeitos adversos como

desordens géstricas (62).

1.2.4. HESPERETINA

Londofio-Londofio et al (2010) realizaram um estudo interessante
demonstrando que os fendmenos de absorcdo e metabolismo oral de
flavonoides como hesperidina, presente na composi¢édo do Daflon®, envolvem
processos complexos que comprometem a biodisponibilidade do principio ativo
(65). A hesperidina (3,5,7-tri-hidroxi-7-flavanona ramnoglucosideo) € um
bioflavondide farmacologicamente ativo encontrado em frutas citricas. Quando
administrado oralmente, é hidrolisada pela B-glicosidase derivada da microflora
intestinal, transformando-se em hesperetina, que é entdo absorvida pelo sangue,
conforme fora demonstrado em ensaios clinicos e pré-clinicos (66,67). A
hesperetina (3',5,7-tri-hidroxi-4'-metoxiflavanona) (Figura 7) € a forma n&o
glicosilada da hesperidina, e é eficientemente absorvida no intestino através de

transporte polarizado de bomba de prétons acoplado a canal de sodio voltagem
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dependente, enquanto a hesperidina € mal transportada através da via
paracelular e seu transporte € altamente dependente da conversao para a sua

forma aglicona (hesperetina) (66,68).

Figura 7: Estruturas quimicas da hesperidina (A) e sua aglicona hesperetina (B).
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Fonte: Menezes, P.P. (2019), construida com o software ChemDraw
Ultra 12.0

De forma geral, os flavonoides sdo absorvidos apés o transporte, por meio
de difusdo e ligacdo a bicamada lipidica das células superficiais do epitélio
intestinal (69). Estudos in vivo, avaliaram a administracdo por via oral de
flavondides como rutina, hesperidina, naringina e narirutina, que contém
grupamentos rutinoses ou neoesperidoses. Foi entdo observado, que estes
flavondides séo absorvidos apenas na parte distal do intestino, apos hidrolise por
enzimas intestinais da microflora do célon (70). Izumi et al (2000) relataram que,
em humanos, isoflavonas na forma de agliconas de soja como genisteina e
daidzeina foram absorvidos mais rapidamente e em quantidades cinco vezes
maiores que seus glicosideos (71). Estes achados corroboram com os dados
obtidos por Londofio-Londofio et al (2010) em que a hesperetina (aglicona)

interagiu com membranas de forma mais eficiente que a hesperidina
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(glicosideo). Neste estudo, a taxa de permeacgdo da hesperetina foi cerca de 400
vezes maior que a taxa obtida para hesperidina em modelo de células Caco-2
(65).

Diante da biodisponibilidade oral da hesperidina e sabendo do potencial
farmacolégico da sua forma aglicona, hesperetina, outros estudos tém
demonstrado o aumento da biodisponibilidade da hesperetina por via topica sem
causar danos aos tecidos, e sem efeitos adversos até entdo relatados, quando
comparada com as vias intravenosa e oral (55,72). Tal estratégia, contribui para
uma maior eficicia do farmaco, reduzindo a sua frequéncia de administracéo
(73). A hesperetina possui atividades hipotensora, vasodilatadora, antioxidante
e antiinflamatoria, bem relatadas na literatura e fundamentadas em estudos
clinicos e pré-clinicos, demonstrando sua seguranca (74).

Roohbakhsh et al (2015) em uma revisdo sistematica, reuniram
evidéncias cientificas acerca dos efeitos benéficos da hesperetina no endotélio
vascular. Eles reportaram que os efeitos vasorelaxantes da hesperetina sao
mediados pela inibicdo de fosfodiesterases dos tipos 1 e 4. Além disso, também
foi explorado o efeito anti-hipertensivo na parede vascular advindo da
administracdo deste flavondide (74). Yamamoto et al (2013) estudaram o efeito
da hesperetina na pressao venosa e funcéo endotelial. Eles detectaram, que este
flavonodide atua reduzindo a hipertensdo venosa, devido ao aumento da
vasodilatacdo dependente do endotélio e suprime a inflamacédo nas células
endoteliais (75). Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisa propds que o
possivel mecanismo envolvido no efeito hipotensor da hesperetina, € devido a
diminuicdo da expressdo génica do NADPH oxidase (principal gerador de
espécies reativas de oxigénio na vasculatura), que resulta na desregulacado da
expressao génica do tromboxano A2 sintase (TXA:2S), seguido pela diminuicédo
do seu produto TXA: (fator contratil derivado do endotélio). Paralelamente, a
hesperetina reduz a expressdo de ICAM-1 e MCP-1 em células endoteliais
(76,77) (Figura 8). Estes séo envolvidos na hipertenséo do endotélio vascular,
uma vez reduzidos, contribuem para um efeito anti-hipertensivo da veia,
contribuindo para o restabelecimento do retorno venoso regular, e consequente
melhora dos sintomas da IVC (14). Sendo assim, a hesperetina é definitivamente

um flavonoide promissor na manutengéo da fisiologia vascular (67).
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Figura 8: llustracdo esquematica dos alvos mediadores do efeito hipotensor

vascular da hesperetina.
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NADPH oxidase
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Fonte: Menezes, P.P. (2019)

Nota: ‘X’ representa inibicdo e ‘seta descendente’ representa diminuig¢ao.

1.2.5. VIAS DE ADMINISTRAQAO DE FARMACOS

A escolha da via de administracao de farmacos é o maior desafio na etapa
do desenvolvimento de medicamentos. Uma vez que precisam ser levados em
consideracdo a dose, frequéncia de administracdo, volume da dose e duracéo
do tratamento. Além disso, deve-se atentar para a natureza do medicamento e
da doenca proposta, bem como o conforto do paciente ao fazer uso do
medicamento por tal via. Nesse contexto, diversos materiais poliméricos tem
emergido no cenario farmacéutico, devido a versatilidade desses produtos em
otimizar os processos de liberacdo e atuarem na selecdo da via de administracéo
do medicamento (78).

Diversos estudos tem demonstrado que embora a via oral, seja
largamente empregada para a administragdo de medicamentos venoativos,
ainda existem algumas limitagdes. A mais comum, consiste no metabolismo de
primeira passagem, que reduz a biodisponibilidade das moléculas bioativas,

como fora demonstrado para a hesperidina (65,79,80). Outro fator importante,
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sao as manifestacdes de efeitos adversos, principalmente gastrintestinais, que
podem contribuir com uma resisténcia do paciente e consequente
comprometimento do sucesso no tratamento (62,81).

Nessa perspectiva, a via topica, tem sido alvo de diversos estudos e
recebido destaque para o tratamento de doencas que manifestam-se na pele.
Tal preferéncia se da devido a reducdo de efeitos colaterais sistémicos, em
comparacdo com a administracdo oral e parenteral, bem como contorna o
metabolismo de primeira passagem e mantém a concentragdo do farmaco no
local de acao por periodos mais longos, especialmente para farmacos de meia
vida curta, como é o caso da hesperetina (1 — 3h) (82,83).

A pele é divida em trés camadas principais: estrato corneo, epiderme e
derme (Figura 9). A por¢do mais externa, o estrato corneo, é formada por uma
camada de cornedcitos ndo viaveis. Estes contém lipidios neutros (como
colesterol), ceramidas e acidos graxos (acido linoleico) que desempenham um
papel importante na funcdo de barreira da pele. A importante funcéo do estrato
cOrneo € evitar a perda de agua das camadas mais profundas, proporcionando
uma superficie de pele macia sob diferentes condi¢cbes atmosféricas, todavia,
dificulta a penetracéo direta de alguns farmacos (84).

A epiderme consiste em um epitélio queratinizado escamoso estratificado
que abriga queratinécitos, melanécitos e células de Merkel. Os melandcitos sao
células dendriticas responséaveis pela producao de melanina, principalmente sob
exposicao de raios ultravioleta (UV) (85). A derme é o tecido subjacente que
suporta a epiderme, caracterizada por ser um tecido elastico-fibroso com
presenca de colageno, elastina e fibras reticulares, e hospeda vasos, nervos e
receptores sensoriais. O sistema vascular da derme estd envolvido na
termorregulacdo em conjunto com glandulas sudoriparas e hipoderme. Em
casos de vasoconstricdo, a perda de calor do corpo ndo ocorre. Além disso, este
sistema também fornece os nutrientes e oxigénio para a pele (84,85).

Huang et al (2010) desenvolveram formulacdes a base de creme e Tsai
et al (2010) prepararam microemulsdes, para veicular hesperetina e avaliaram
seu perfil de permeacao cutanea in vitro, bem como o potencial de irritagdo da
pele através de estudos in vivo em roedores. Os resultados de ambos os estudos

demostraram que as formulagdes desenvolvidas melhoraram a solubilidade
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extrinseca da hesperetina, o que contribuiu para uma maior taxa de permeacgao
do flavondide na pele, sem sinais de irritacao cutanea (85,86,87).

Um limitacdo importante na administracdo topica, consiste na baixa
absorcado do farmaco devido a funcéo de barreira do estrato corneo. Nos ultimos
anos, os sistemas nanoparticulados vem recebendo grande atencdo como
carreadores para uso tépico. As nanoparticulas tem varias vantagens sobre
cremes e emulsdes convencionais em termos de taxa de liberagéo, protecdo do
componente ativo, permeabilidade reforcada na pele com niveis minimos de
irritacéo (82,88). Estas formulagcbes podem atingir as camadas mais profundas
da pele através das vias intercelular, transcelular e folicular (Figura 9).

Os farmacos comumente difundem-se na pele através de espacos entre
lamelas lipidicas e células adjacentes da membrana (via intercelular) (89). A via
transcelular, por sua vez, € caracterizada pelo transporte direto do farmaco
através das camadas lipidicas e cornedcitos da pele. Este transporte pode ser
melhorado pela exposicdo do estrato corneo a estimulos elétricos (como
eletroporagcdo ou iontoforese), mecanicos (sonoporagcdo ou sonoforese),
térmicos ou através do uso de promotores de permeacéo eficazes na formulacao
(90,91). Os foliculos pilosos perfazem 0,1% da area total da pele, e sao rotas
alternativas para a difusdo passiva de farmacos. Isso ocorre devido a densa rede
de capilares sanguineos presente nestes foliculos que possibilitam uma
penetracdo eficiente de nanoparticulas, agindo como um "reservatorio”. Estas
nanoparticulas, acumulam-se nos espacos foliculares e séo liberadas de forma
controlada (84).
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Figura 9: Representacdo esquematica das camadas da pele e ilustragdo dos

mecanismos de penetracdo/permeacao tdpica de nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de Mota et al (2017) (83) e www.smart.servier.com (13)

Além das vias oral e tdpica, outras rotas de administracdo tem sido
investigadas para a hesperetina, como é o caso da via ocular e intravenosa.
Srirangam et al (2012) estudaram a biodisponibilidade ocular de hesperetina,
especialmente no que diz respeito a sua distribuicdo no segmento posterior do
olho, apds administragao sistémica e topica em coelhos. A administragdo ocular
de hesperetina por via sistémica nao foi viavel, considerando a rapida geracéo
dos metabolitos hidrofilicos. Contudo, a aplicacdo tépica demonstrou ser mais
promissora e precisa (54). Kumar et al (2012), também exploraram o potencial
da via ocular para investigar os efeitos vasculoprotetores da hesperetina em
ratos diabéticos. Neste estudo, eles demonstraram que a hesperetina tem efeitos
vasoprotetores potenciais e pode ser util na prevencao da vasculopatia induzida
por diabetes (91). Diante do exposto, as vias topica e ocular parecem ser as mais

adequadas para veicular a hesperetina, um potencial agente vasoprotetor.

1.2.6. NANOPARTICULAS
Nos ultimos 14 anos, as nanoparticulas tem sido o tema mais comum no

campo dos sistemas de liberacdo de farmacos (118). Nanoparticulas sé&o
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estruturas nao-biolégicas de tamanho submicrométrico que podem ser
sintetizadas de forma personalizada. Estes sistemas foram descritos em muitos
materiais, incluindo veiculos de farmacos completamente inorganicos (ouro,
prata, silica e carbono) ou compostos poliméricos, lipidios, lipossomas e
dendrimeros, que podem ser concebidos para mimetizar construcdes bioldgicas
tais como micelas, exossomos ou microparticulas circulantes. Os principais
objetivos do uso da nanotecnologia consistem em assegurar biocompatibilidade
e toxicidade minimas, mantendo a eficécia clinica e maximizando as vantagens
exclusivas da nanoestrutura (94).

Relatos da literatura demonstraram que nanoparticulas de tamanho na
faixa de 50 a 300 nm séo eficazes na liberagcédo direcionada de farmacos (95).
Dependendo dos métodos e materiais usados na preparacdo, diferentes
estruturas supramoleculares podem ser obtidas (96). Na ultima década,
diferentes estudos descreveram varios tipos de nanoparticulas com uma ampla
variedade de usos (Figura 10), incluindo lipossomas, nanocapsulas poliméricas,
nanocapsulas de nucleo lipidico, nanoparticulas lipidicas sélidas, carreadores
lipidicos nanoestruturados, nanoemulsfes, nanocristais, nhanoparticulas
metalicas e dendrimeros (97). Dentre estes, varios tipos tem sido investigados
guanto a penetracdo na pele, com énfase para nanoparticulas poliméricas
(98,99), nanoparticulas de nucleo lipidico (73, 100) e nanoparticulas lipidicas
(101,102).

As nanoparticulas poliméricas sdo 0s sistemas nanométricos mais
estudados na area farmacéutica e tém atraido interesse dos pesquisadores nos
altimos anos devido as suas propriedades e comportamentos versateis
resultantes do seu tamanho reduzido (103). A maioria das nanoparticulas
poliméricas usadas como estratégia terapéutica tem um tamanho entre 200 e
300 nm. Varios estudos mostraram que particulas deste tamanho séo altamente
capazes de interagir com células e transpor barreiras fisiologicas (50,100,103).
Farmacos ou biomoléculas podem ser incorporados em nanoparticulas por
encapsulacdo ou adsorcdo na superficie. A depender do método de preparacéo
e composicdo da fase orgéanica, nanoesferas ou nanocapsulas podem ser
obtidas (104). As nanocapsulas tém um ndcleo liquido (oleoso ou lipidico) no

qual o farmaco € dissolvido e envolvido por uma camada de polimero.
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Nanoesferas tem uma matriz polimérica onde o farmaco € uniformemente
disperso (105).

Nanoparticulas lipidicas sdo compostas de combinacdes de um lipidio
catibnico, um lipidio estrutural, colesterol e polietilenoglicol (PEG) ligado ao
lipidio, misturados em proporc¢des precisas. A presenca de lipidos "ajudantes"
tais como lipidios estruturais, PEG-lipidios e colesterol, conferem estabilidade e
protecdo contra opsonizacéao e captacao inespecifica pelo sistema mononuclear
fagocitario (MPS), resultando em melhoria da meia-vida e eficacia na circulacao
(106,107). A nivel celular, as nanoparticulas lipidicas sdo transportadas via
endo-lisossomal com escape endossomal ocorrendo através da
desestabilizacdo da membrana iniciada por interacfes eletrostaticas entre
lipidos catibnicos das nanoparticulas e lipidos aniénicos da membrana
endossomal. Estas formulacfes com lipidios ionizaveis apresentaram mais
sucesso, dentre os sistemas de liberacdo de genes, mostrando resultados
positivos em ensaios clinicos para terapéutica de RNA (108). Patisiran, uma
nanoparticula lipidica contendo siRNA contra transtirretina, ultrapassou com
sucesso o0s ensaios clinicos de fase 3, tornando-se o primeiro produto a chegar
a esta fase. Vérias formulacdes de nanoparticulas lipidicas estdo atualmente
sendo testadas quanto a liberacdo de RNA mensageiro (MRNA) em varios
estudos pré-clinicos e clinicos, incluindo vacinas contra doencas infecciosas,
cancer e imunoterapia (50, 109,110).

Até a presente data, poucos estudos de abordagem nanotecnolégica
foram realizados com a hesperetina (Figura 10). Mishra et al (2009) realizaram
o trabalho pioneiro deste flavondicde em um nanossistema. Eles desenvolveram
nanosuspensdes de hesperetina, com diferentes agentes estabilizantes
(Poloxamer 188®, Inutec SP1®, Tween 80® e Plantacare 2000®) com potencial
para uso na via dérmica (110). Kanaze et al (2010) estudaram o perfil de
dissolucéo, mecanismo de liberagéo (difuséo) e estabilidade de nanodispersdes
contendo hesperetina (111). Fathi et al (2013) realizaram dois trabalhos
envolvendo carreadores lipidicos nanoestruturados e nanoparticulas lipidicas
sélidas contendo hesperetina e avaliaram seu potencial para uso como
fortificantes de alimentos (112,113,114). No mesmo ano, Gurushankar et al
desenvolveram nanoparticulas de Eudragit®, para investigar o potencial

anticancer deste farmaco frente a carcinoma oral (114). Mais recentemente,
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Duranoglu et al (2018) prepararam nanoparticulas de PLGA biocompativeis em
doses que exibem atividade antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (115,116). Todavia, nenhum desses estudos,
desenvolveu nanoformulacbes contendo hesperetina para uso tépico na

cicatrizacé@o de Ulceras venosas.

Figura 10: Linha do tempo apresentando os trabalhos desenvolvidos utilizando
hesperetina encapsulada em diferentes nanossistemas, para diversas

aplicacoes.
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Fonte: Menezes, P.P. (2019)

Nota: NLC: carreadores lipidicos nanoestraturados; SLN: nanoparticulas lipidicas

solidas.

Dentro desse contexto, destacam-se as nanocapsulas de nucleo lipidico,
que apresentam na sua composicao, o farmaco de interesse, polimero, 6leo ou
organogel, surfactante e agua. Os principais polimeros utilizados como
invélucros deste tipo de nanoparticulas incluem poli(e-caprolactona) (PCL),
poli(lactideo) (PLA), e PLGA. O polimero que forma a parede das nanocapsulas,
exerce uma importante influéncia no controle da liberacdo do farmaco e é
frequentemente um material biodegradavel. A PCL, por exemplo, € um dos
polimeros mais utilizados nestas formulacdes, devido a sua capacidade de
proteger o farmaco nanoencapsulado, da degradacdo advinda de fatores
ambientais, tais como luz e temperatura. Além disso, varios estudos

demonstraram a sua capacidade de conferir estabilidade a formulacéo. Ademais,
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a auséncia de carga na sua superficie, contribui para a permeacéo de farmacos
atravées da pele (103).

Caracteristicas como tamanho e forma afetam o comportamento das
nanoparticulas na circulacdo, devido a fatores hemodindmicos e tensdes de
cisalhamento. Nanoparticulas maiores podem ser mais propensas a se
acumularem em pequenos vasos devido ao aprisionamento mecéanico (117).
Ademais, o tamanho e forma afetam a absorcao das nanoparticulas nas células.
Particulas esféricas sdo mais eficientemente internalizadas por células
endoteliais que as tubulares ou em forma de disco (99,118). As células
endoteliais possuem varios mecanismos de captacdo celular, incluindo
endocitose mediada por receptor, captacao via cavéola e fagocitose. A natureza
da absorc¢do e do tréfico intracelular afeta o tempo de liberacdo do farmaco no
seu alvo terapéutico dentro da célula (119).

O transporte de nanoparticulas para o local da acdo desejada pode ser
passivo ou ativo. No primeiro, as nanoparticulas acumulam as forcas mecanicas,
como pressao hidrostética e transudacdo. Nanoparticulas menores acumulam-
se passivamente em locais de inflamacé&o, devido ao aumento de permeabilidade
nessas regides (120). O transporte ativo, por sua vez, direciona as
nanoparticulas para o sitio de acdo desejado, onde a nanoparticula liga-se
covalentemente a uma molécula na superficie do receptor. Estas moléculas
podem ser fragmentos de anticorpos, ligantes celulares, ou pequenos peptideos
com uma afinidade pelo alvo no local de acéo pretendido onde o farmaco deve
ser liberado. Alvos ideais de nanoparticulas devem ser seguros e especificos
para a maior extensédo do efeito possivel. No que se refere a seguranca, a ligacédo
das nanoparticulas as moléculas alvo, podem afetar as vias de sinalizagédo
mediadas por estes ligantes (99,121).

Terapias com nanoparticulas tém se mostrado promissoras no tratamento
de vérias doencas, e sao aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA)
para o manejo de certos tipos de cancer. Cada vez mais, esta tecnologia tem
saido das bancadas, movendo-se para o leito dos pacientes. Porém, mais
pesquisas sdo necessarias para esclarecer exatamente como essas terapias
funcionam e qual a melhor combinacao de alvos, materiais e formas terapéuticas

para os pacientes (99).
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1.2.7. BIOMATERIAIS

Nesta sessdo serdo sumarizadas as evidéncias cientificas para as
abordagens clinicas de modalidades de cicatrizacdo de Uulceras venosas
baseadas em polimeros, bem como as mais recentes e inovadoras estratégias
terapéuticas para o tratamento das mesmas.

A escolha do curativo ou biomaterial apropriado para o tratamento de
feridas crbnicas, como Ulceras venosas, pode efetivamente promover a
cicatrizacdo das mesmas. Ademais, um curativo adaptado a lesdo do paciente,
reduz potencialmente a morbidade e os custos financeiros (122). Nessa
perspectiva, uma série de técnicas e curativos inovadores tem sido aplicados
com o objetivo de melhorar a cicatrizacdo de feridas crbnicas, incluindo os
sistemas de liberacdo de fatores de crescimento (123), terapias com células
tronco (124), estimulacdo mecéanica baseada em compressao (125,126), além
de formulacdes a base de filmes e hidrogéis. Tais estratégias visam contornar
as limitacdes das técnicas convencionais, que sao ineficazes para alguns
individuos (127).

Hidrogéis s&@o considerados ferramentas-chave na concepc¢do de
biomateriais, como curativos, sistemas para liberacdo controlada de farmacos,
bem como scaffolds para células. Os hidrogéis consistem em redes poliméricas
tridimensionais, hidrofilicas, capazes de absorver grandes quantidades de agua
ou exsudatos. A sua afinidade em absorver a dgua deve-se a presenca de
grupos funcionais hidrofilicos, como alcoois, carboxilas e acidos sulfénicos, na
superficie do polimero (128). A versatilidade de curativos a base de hidrogéis
esta associada com a sua capacidade de polimerizar-se covalente ou nao
covalentemente para sustentar suas estruturas conformacionais. Além disso,
estes curativos sdo eficazes no tratamento de feridas, devido a facilidade de
aplicacéo, flexibilidade e permeabilidade ao transporte de oxigénio e metabdlitos
para o microambiente da lesdo (127).

Nesse contexto, polimeros naturais como gelatina e quitosana tem sido
largamente estudados como veiculos de farmacos com potencial para
cicatrizacdo de feridas (129-131). A quitosana interage com moléculas
negativamente carregadas (132) como polissacarideos anidnicos, proteinas e
acidos nucléicos presentes na pele. Dessa forma, apresentam forte adeséao aos

tecidos da ferida, promovendo a coagulacao e subsequente cicatrizacéo (133).
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Sandoval et al (2011) testaram a acgédo de hidrogel de quitosana, sem
farmaco, como adjuvante no processo de cicatrizacdo de Ulceras venosas, em
16 pacientes, que faziam uso de bandagem tripla de compressao. No final do
tratamento, eles observaram uma reducdo de 89% da area da Ulcera quando
comparada com a area inicial do estudo. Estes resultados foram bem melhores,
do que havia sido reportado para o tratamento apenas com compressao (133).
Morgado et al (2017) avaliaram o efeito cicatrizante de hidrogéis de quitosana,
como veiculos para ibuprofeno complexado em ciclodextrinas. Os ensaios in vivo
revelaram que a presenca dos hidrogéis contendo ibuprofeno evitou um
processo inflamatério excessivo, contribuindo para uma cicatrizagdo mais
precoce da leséo (134,135). A gelatina, € um derivado do colageno e também
tem varias aplicagBes na cicatrizac@o de diferentes lesdes cuténeas, devido as
suas caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade (127). Morimoto
et al (2015) desenvolveram hidrogéis de gelatina e avaliaram a seguranca do
uso desta formulacao no tratamento de Ulceras venosas (135).

Conforme j& fora mencionado, a terapia compressiva ainda tem sido a
melhor estratégia no manejo de Ulceras venosas. Uma revisdo sistemética
publicada em 2016 relatou que a terapia compressiva aumenta as taxas de
cicatrizacdo da Uulcera, quando comparado com nenhuma compressao
(136,137), principalmente apés seis meses de tratamento (138). Apesar do
advento dos estudos envolvendo tecidos inteligentes, poucos pesquisadores
trabalharam no sentido da utilizacdo dos mesmos para aprimorar o efeito na
cicatrizacdo de Ulceras.

Tecidos de aplicacdo médica ou tecidos inteligentes, sdo utilizados na
superficie do corpo, na forma de pijamas, camisetas e calcas com propriedades
antialérgicas; artigos de vestuario de malha como meias, cotoveleiras, joelheiras
com propriedades antipsoridsicas; ou até mesmo, roupas intimas com agao
antimicotica, antibacteriana e anti-infecciosa. Os tecidos listados acima sao
multifuncionais quando aplicados na pele, dado o fato de que além do seu
principal papel de proteger e isolar o corpo do meio ambiente, eles também tem
uma acao terapéutica direta, principalmente em terapias tdpicas. Nessas
situacdes, o farmaco é liberado do tecido para a pele através de estimulo

cutaneo, como sudorese, friccado e enzimas da pele (139).
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A otimizacdo de meias inteligentes ainda € inexplorada no sentido de
fornecer beneficios extras a compressédo dinamica. Dessa forma, existe uma
necessidade de desenvolver uma estrutura inteligente que possa sustentar a
pressdo, fornecer compresséo estética e dindmica controlavel através do uso
fibras inteligentes. Isso revolucionaria definitivamente o método de tratamento
compressivo de pacientes para 0 manejo de Ulceras venosas através da
compressado associada a uma molécula farmacologicamente ativa (140). Muitas
vezes a resisténcia ao tratamento, limita o sucesso da cicatrizagcédo. O que pode
se originar de mudancas bioldgicas subjacentes que afetam a capacidade das
células da pele de realizar adequadamente o processo de reparo tecidual,
através do deposito inadequado de MEC ou até por alteracéo de sintese protéica
via RNA (141,142).

A habilidade de corrigir essas anormalidades biol6gicas dentro do
microambiente da ferida, tem sido ativamente explorada no campo da
engenharia de tecidos e biomateriais através do uso de abordagens
nanotecnoldgicas, como uma estratégia fundamental para o desenvolvimento de
novas opcoes terapéuticas (143-145). Nesse contexto, tem-se dado énfase ao
desenvolvimento de estruturas poliméricas biodegradaveis que mimetizam
multiplas caracteristicas da MEC nativa e permitem a modulacdo da matriz
dentro do leito da ferida (146,147). Tais estruturas, naturais ou sintéticas, tém
microestruturas porosas marcadas com sitios de ligacao celular para apoiar a
infiltracdo e adeséo de células, permitir a difusdo de nutrientes e metabdlitos, ter
mecanismos de degradacdo controlaveis e atuar como reservatorios para reter
agentes bioativos que estimulem mecanismos inatos de reparo tecidual
(145,146) (Figura 11). Desta forma, eles agem como um suporte ao
microambiente nativo da Ulcera para regular o comportamento celular, como a
proliferacdo, migracdo e diferenciagdo de células dentro da ferida, fornecendo

elementos que séo cruciais para o fechamento eficiente da leséo (142).
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Figura 11: (A) A textura, topologia e porosidade dos biomateriais podem ser
utilizados para facilitar a rapida infiltracdo celular e subsequente deposicao de
matriz. (B) Manipular a estrutura molecular dos biomateriais permite a
incorporacdo controlavel de sitios de adesdo celular, mecanismos de
degradacdo, propriedades mecénicas e mecanismos regulatérios para a

manipulacdo do microambiente local.

A Textura e porosidade do biomaterial B Estrutura molecular do biomaterial do scaffold
= Textura prové alteracées topolégicas para | = Prové plataforma para a incorporacdo equilibrada entre bioatividade e
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células e subsequente deposicdo da MEC do leito da ferida
\
B
N
— — p— - =& Incorporacdo controlada da \ o .
sinalizacdo de integrinas e )
e B = sitios de adeséo da célula Qi I
J oA I
= == = = = 2 '@
Vs ‘\ / Nl Polimerizacdo mediada
{ \ o por enzimas locais
w1 ’ ! através do consumo de
=4 ——4 = et =
WS o4 [
<
Degradacédo mediada
== e = = pelas MNP

Fonte: Reproduzido de Pop e Almquist com permisséo (142).

Diante do exposto, as terapias com células tronco tem recebido grande
atencdo no desenvolvimento de alternativas para a regeneracao tecidual do
microambiente de feridas cronicas. As células-tronco tém a capacidade Unica de
se diferenciar em varios tecidos do corpo e podem ser obtidas de diversas fontes,
como medula 6ssea, sangue periférico, corddo umbilical e papila apical dentaria
(148-150). Shohara et al (2012) mostraram que feridas crénicas induzidas em
roedores foram eficientemente tratadas com células perivasculares do cordéo
umbilical. Esta terapia atingiu cicatrizacao significativamente mais rapida do que
as lesOes tratadas com fibroblastos da pele humana (151).

Mais recentemente, um hidrogel de poli (alcool vinilico) (PVA) contendo
MSCs foi testado por Ribeiro et al (2014), para promover a cicatrizagcdo em dois
cdes com grandes lesdes de pele que ndo responderam aos tratamentos
convencionais. Ambos 0s animais apresentaram regeneracao significativa da
pele apds o tratamento com MSC-PVA. O biomaterial desenvolvido melhorou a
cicatrizagdo das feridas através de mecanismos paracrinos multifacetados,

reduziram a inflamacéo e formaram um tecido de granulacédo delgado, quando

34



comparado a cicatrizagdo minima observada nas feridas do grupo controle
(151,152).

A industria farmacéutica americana Moderna Therapeutics, tem sido
pioneira no desenvolvimento de medicamentos biologicos a base de mRNA. Eles
utilizam essa modalidade de gene para direcionar a expressao local de uma ou
mais proteinas no tecido alvo. As células reconhecem o gene como se tivesse
sido produzido no proprio corpo. A aplicacéo inicial dessa modalidade envolve a
injecao local no tecido de mRNA do fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGF-A), que potencialmente conduz a formacgéo de mais vasos sanguineos e
melhora o suprimento local de sangue (50,152). O uso de mRNA para iniciar um
surto forte, local e transitério da expressédo do VEGF-A pode ajudar a superar 0s
desafios associados a abordagens anteriores para regular o VEGF-A nos
tecidos. A expectativa € que no futuro, essa abordagem possa fornecer uma
opcao de tratamento regenerativo Unico para a cicatrizacao de feridas e doencas
vasculares (153).

Zangi et al (2013) demonstraram a regeneracgao de cardiomidcitos através
do aumento da permeabilidade vascular induzida por VEGF-A-mRNA (152).
Uma recente revisdo sistematica realizada pelo nosso grupo de pesquisa,
demonstrou que o uso das terapias com mRNA apresenta excelente eficicia.
Todavia ainda ndo existem estudos envolvendo a expressdo deste gene em

hidrogéis para avaliar a captacdo de mRNA em um microambiente celular (50).

1.3. TEMA E OBJETIVOS
1.3.1. TEMA

O tema de pesquisa desta tese contempla as areas da medicina
regenerativa e nanotecnologia farmacéutica. Dentro da area da medicina
regenerativa, a presente tese concentra-se no estudo da resposta de células
tronco e expressdo de mRNA nanoencapsulado, frente a diferentes propriedades
mecanicas da matriz extracelular, envolvidas no mecanismo patogénico de
Ulceras venosas. Na area da nanotecnologia, esta pesquisa concentra-se no
estudo de uma formulacdo de nanocapsulas contendo hesperetina em diferentes
veiculos. A proposta desses biomateriais inovadores tem como objetivo a

cicatrizagcdo de Ulceras venosas.
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1.3.2.

OBJETIVOS

1.3.2.1. GERAL

Desenvolver tecnologias para estudo e tratamento de Ulceras venosas,

através do desenvolvimento de microambientes biomiméticos e biomateriais

nanotecnoldgicos.

1.3.2.2. ESPECIFICOS

a)

b)

c)

d)

f)

9)
h)

1.4.

Desenvolver via impressdo 3D, microambientes biomiméticos para
estudo das propriedades mecéanicas da matriz extracelular;

Investigar a resposta celular frente as diferentes propriedades
mecanicas da matriz;

Avaliar a expressdo de mRNA nanoencapsulado nos microambientes
bioimpressos;

Desenvolver suspensdes de nanocépsulas contendo hesperetina;
Impregnar a suspensdo de nanocépsulas contendo hesperetina em
meias compressivas;

Validar um método analitico para determinacdo quantitativa da
hesperetina na suspensdo de nanocdpsulas, bem como nos
biomateriais propostos;

Avaliar o perfil de impregnacéo das nanocapsulas em fibras téxteis;
Avaliar a viabilidade celular e potencial irritante de nanocapsulas
contendo hesperetina;

Avaliar clinicamente a capacidade das meias compressivas
desenvolvidas quanto a reducéo da hipertensdo venosa, melhora na

gualidade de vida e cicatrizacao de Ulceras venosas;

DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para alcancar os objetivos, a conducado deste trabalho ocorrera em trés

etapas, que sao apresentadas em formato de capitulos. Cada um desses

capitulos apresenta um objetivo especifico necessario para alcancar o objetivo

geral da tese. Para cada etapa e para cada objetivo a ser alcancado, utilizar-se-

a um conjunto de metodologias experimentais especifico. A estrutura do
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trabalho, com os capitulos, seus objetivos e métodos, é apresentada na Figura

12.

Figura 12: Estrutura das etapas da pesquisa desenvolvida. Status: (*) artigos ja

publicados no momento da defesa desta tese; (**) artigos submetidos no

momento da apresentacdo deste trabalho; (***) artigo a ser submetido.
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CAPITULO Il

DESENVOLVIMENTO DE UM MICROAMBIENTE EM 3D PARA
ESTUDAR A INFLUENCIA DAS PROPRIEDADES MECANICAS DA MATRIZ
EXTRACELULAR NA RESPOSTA DE CELULAS TRONCO

Os experimentos apresentados neste capitulo foram realizados na Divisdo de Biomateriais e
Biomecanica da Oregon Health and Science University — Portland, Oregon — Estados Unidos,
sob supervisdo do Prof. Dr. Luiz Eduardo Bertassoni através de bolsa concedida pelo
Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE-CAPES: 88881. 134337/2016-01).

O artigo oriundo deste capitulo estd em fase de correcao pelos coautores e sera em breve

submetido ao Periodico Advanced Functional Materials (Fl: 13.32).

Apresentacao

O microambiente 3D, onde as células-tronco residem, desempenha um papel importante em
sua diferenciacado e resposta em geral. No entanto, os estudos de intera¢gdes célula-matriz tem
sido limitados pelo baixo rendimento no encapsulamento de células. Nosso estudo descreve
um novo método de biompressdo usando estereolitografia para desenvolver microambientes
a base de hidrogel de alto rendimento carregados de células com aumento da rigidez para
estudar o comportamento celular. Esta técnica aumenta proporcionalmente os tempos de
fotopolimerizagdo, mantendo uma alta viabilidade celular (> 85%) e permitindo um ajuste fino
das propriedades fisicas do microambientes, e micro geometrias com alto rendimento. Aqui
mostramos a bioimpressédo de microarranjos de hidrogel (5x10°8 células/mL) contendo mais de
700 pontos de hidrogel com aumento da rigidez em 6 minutos. As células foram cultivadas sob
protocolos padronizados. Nossos resultados demonstram que esta nova ferramenta é
altamente eficaz, de baixo custo, facil e mais rapida que as metodologias tradicionais de
microambientes via impressao por contato, com grande potencial para analisar com preciséo
os efeitos do microambiente 3D na fungao celular, bem como expressédo de material genético
como mMRNA. Este estudo contribui para a compreensao do microambiente e resposta celular
diante de variagcbes da rigidez da matriz extracelular, que € a principal teoria do

desencadeamento de doencas venosas.




2.1. INTRODUCAO

Hidrogéis sao estruturas hidrofilicas tridimensionais (3D) com alto teor de
agua, capazes de encapsular células e formar microambientes biocompativeis,
biodegradaveis e biomiméticos promissores nas areas de engenharia de tecidos
e medicina regenerativa (1). A capacidade desses hidrogéis de mimetizar a
matriz extracelular (MEC), responsavel por fornecer suporte biomecanico ao
microambiente celular, tem sido extensivamente explorada na identificacdo da
patogénese de doencas como a insuficiéncia venosa e na perspectiva de
desenvolver tratamentos mais eficazes. Principalmente porque o estimulo
mecanico do microambiente celular direciona o destino das células como
diferenciacdo, expressao génica e resposta a farmacos (2). Além dos sinais
bioguimicos, a diferenciacao de células-tronco é regulada por aspectos biofisicos
como rigidez e formato celular (3). Estas células, quando cultivadas em matrizes
de colageno ou hidrogéis de poliacrilamida, por exemplo, com rigidez
semelhante a do cérebro (0,1-1 kPa) induzem neurogénese, enquanto
substratos mais rigidos na faixa de 8-17 kPa e 25-40 kPa direcionam a
miogénese ou osteogénese, respectivamente, conforme relatado anteriormente
(4-5).

No entanto, a grande maioria dos estudos in vitro ndo conseguem replicar
totalmente a situacao in vivo, uma vez que sao realizados em duas dimensdes
(2D) usando abordagens de baixo rendimento, onde as amostras precisam ser
preparadas uma a uma. Estudos emergentes tem explorado tecnologias de
microarranjos utilizando robés, também conhecidos como “microspotters”, que
funcionam como se fossem pipetadores robotizados. Outras alternativas sao os
métodos de microfabricacdo, largamente utilizados para construir
microambientes, a fim de estudar as interacdes célula-substrato, bem como a
descoberta de novos farmacos e pesquisas toxicoldgicas, de amplo uso na
industria farmacéutica (2).

Os primeiros, trabalham liberando gotas individualizadas do material e
sao limitados a 2D, onde nao € capaz de controlar facilmente a geometria do
biomaterial formado. Ademais, apenas alguns hidrogéis podem ser fabricados e
a técnica ndo permite controlar adequadamente a rigidez do microambiente,
limitando o estudo de sinais bioquimicos e mecanicos emitidos pelas células

como resposta as propriedades mecanicas do microambiente (6). Por outro lado,
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os métodos de microfabricacdo como micromoldagem e litografia sdo capazes
de controlar a geometria do biomaterial formado, mas as propriedades
mecanicas nao podem ser controladas no mesmo molde, tornando o processo
lento e caro (7).

Uma plataforma 3D de microambiente celular baseada em hidrogel foi
desenvolvida por Dolatshahi-Pirouz et al (2013). O biomaterial foi construido
para investigar a triagem combinatoria da diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) em resposta a varios componentes da MEC,
incluindo fatores de crescimento (8). Contudo, essa tecnologia ainda permanece
limitada devido a restricdo da técnica em imprimir poucas matrizes, o que
caracteriza o método como de baixa produtividade. Todavia, esse trabalho
contribuiu de forma significativa para a compreensdo da necessidade de se
desenvolver uma plataforma de alto rendimento, que permita estudar n&o
apenas os fatores biomecanicos e topograficos da MEC, mas também outros
componentes do microambiente celular.

Nesse contexto, inserem-se 0s acidos nucleicos que tém despertado
grande interesse do desenvolvimento biofarmacéutico, devido ao seu potencial
na terapia génica e medicina regenerativa. Os acidos nucléicos sdo candidatos
promissores no manejo de doencas relacionadas, sobretudo, a desregulacdo na
sintese de proteinas, como € o caso da doenca venosa. Opc¢des terapéuticas a
base de acidos nucleicos foram introduzidos pela primeira vez, devido ao
potencial do plasmideo de DNA em expressar proteinas nas células alvo (9,10).
No entanto, estudos posteriores mostraram as limitacbes desta terapia,
relacionadas a baixa captacdo celular e escape endossomal, bem como
translocacao ineficiente para o nucleo (9). Para contornar essas barreiras, o RNA
mensageiro sintético (MRNA) tem sido utilizado como material genético
promissor para a expressao protéica sem o0s problemas apresentados pelo
MRNA de ocorréncia natural, como meia-vida curta e imunogenicidade
desfavoravel, mantendo sua eficiéncia de translagéo (9, 11).

Com o avanc¢o do conhecimento nesse campo, as nhanoparticulas lipidicas
(LNPs) tém sido descritas como uma estratégia promissora para a liberacdo nédo
viral de &cidos nucleicos (12). Em geral, as novas formulacdes de LNP séo
compostas por lipidios cationicos/ionizaveis para encapsular eficientemente o

MRNA carregado negativamente, a fim de melhorar a captagéo celular e o
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escape endossomal do mRNA para o citoplasma. Portanto, varios estudos foram
realizados com o objetivo de descrever os mecanismos envolvidos no escape
endossémico de mRNA entregue por nanoparticulas, em vacinas, para inducéo
controlada de uma resposta imune de células T, CD86 e também a liberacédo de
MRNA para linfécitos B7 (11-14).

No entanto, poucos trabalhos tem demonstrado o potencial do mRNA na
engenharia de tecidos, que sdo candidatos promissores no controle da
expressdo de moléculas-chave da sinalizacdo celular ou fatores de transcri¢ao.
Neste campo, 0 mMRNA também pode ser usado para direcionar o destino das
células-tronco, mimetizando as condicdes fisiologicas. E provavel que o mRNA
possa ser liberado de forma controlada a partir de LNPs e conduzir a
regeneracao tecidual através da sintese de proteinas deficientes no processo
patologico (15). Nessa perspectiva, a proposta desse trabalho consiste em
bioimprimir hidrogéis contendo células tronco e LNPs carregadas com mRNA,
como uma estratégia inovadora de alto rendimento, para estudar como as
propriedades fisicas e mecanicas da matriz extracelular controlam a capacidade
das células-tronco de captar o mRNA carregado em LNPs e expressar proteinas

da matriz.

2.2. METODOLOGIA

2.2.1. Obtencé&o das LNPs-mRNA

Nanoparticulas a base de lipidios (eGFP-LNPs) foram preparadas
combinando uma fase aquosa (MRNA diluido em tampé&o citrato 50 mM, pH 4 e
suplementado com 5 yM MK-571) e uma fase organica (lipidio ionizavel: lipidio
estrutural: colesterol: PEG-lipidio dissolvido em etanol em propor¢des molares
de 50: 10: 38,5: 1,5, respectivamente). As fases foram homogeneizadas sob
razdo de 3:1 em um homogeneizador microfluidico (Precision Nanosystems). As
fases aquosa e organica foram injetadas no dispositivo microfluidico a um
volume de 12 mL/min. As formulacbes foram filtradas, lavadas com tampéao
fosfato (pH 7,2), concentradas a 373 ng/pL (usando filtros de centrifugacéo
Amicon Ultra (EMD Millipore) e armazenadas a 4 °C até o uso. A concentracao

de nanoparticulas utilizada nos experimentos foi de 16,95 pg/uL. As etapas de
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desenvolvimento e caracterizacdo desta formulagdo estdo descritas na
publicacdo de Patel et al (2017) (11).

2.2.2. Obtencao da gelatina metacrilada (GelMA)

A reacdo de metacrilacdo foi dividida em duas etapas. No dia 0, foram
pesados 10g de gelatina (obtida da pele suina — Sigma-Aldrich) e solubilizada
em um erlenmeyer contendo 100 mL de tampéao fosfato (pH 7,2) estéril a 50°C
(240 rpm) durante 1h, periodo no qual o erlenmeyer foi coberto com papel
aluminio, para manter a temperatura dentro da vidraria. Quando toda a gelatina
foi dissolvida, 8 mL de anidrido metacrilico, foram adicionados a solucéo, gota a
gota, e a emulsao foi mantida em rotacéo a 50°C por 2h. Paralelamente, 100 mL
de tampao fosfato (pH 7,2) estéril foi pré-aquecido (50°C) e ap6s 2h da reacgéo
de metacrilacédo, o tampao fosfato (pH 7,2) foi adicionado a emulséo, a fim de
diluir a GelMA, e a solucdo mantida nas mesmas condi¢des de agitacdo durante
10 min.

Em seguida, membranas de dialise (Spectro/Por molecular porous
membrane tubing, MWCO 12-14,000, Fisher Scientific) foram cortadas em
tamanhos apropriados (30 cm) e hidratadas em agua. Um lado da membrana foi
amarrado, e entdo a solucdo de GelMA foi transferida com auxilio de um funil
para a membrana, em seguida, um segundo né foi feito para fechamento do
sistema. O procedimento foi repetido até transferir os 200 mL da solugéo. Os
sacos de dialise foram tranferidos para um béquer contendo 5L de agua
ultrapura, onde a dialise aconteceu a 40°C (500 rpm) durante 5 dias. O béquer
foi coberto com papel aluminio para manter a temperatura do sistema e a dgua
trocada (40°C) duas vezes ao dia. No processo de troca de agua, os sacos de
diadlise foram manualmente homogeneizados em dire¢cdes opostas 6 vezes (cada
orientacdo) e recolocados na agua na orientacdo inversa. Esta etapa foi
realizada para remover o anidrido metacrilico toxico que ndo reagiu com a
gelatina.

No dia 5, foram adicionados 200 mL de agua ultrapura (40°C) em um
erlenmeyer e adicionada a GelMA contida nos sacos de didlise, a solucao foi
mantida sob agitagdo durante 15 minutos e em seguida filtrada a vacuo (sterile
vacuum express plus 0.22 um — Millipore filtration cup). O polimero estéril ( 25 a
30 mL) foi transferido para tubos falcon e armazenados a -80°C na posicéo
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horizontal durante 2 dias. Em seguida a GelMA foi liofilizada durante 5 dias, sob
pressdo de 130 x 102 mbar e -50°C. A amostra obtida foi entdo armazenada a

temperatura ambiente.

2.2.3. Preparagéo do hidrogel

Gelatina metacrilada liofilizada (GelMA — 7%) foi dissolvida em uma
solucdo do fotoiniciador, litio fenil (2, 4, 6-trimetil benzoil) fosfinato (LAP —
0,15%), com etapas intermediarias de agitacdo em vdértex e exposicdo a
temperatura em estufa até completa dissolucdo da GelMA. Esta concentracao
de hidrogel/fotoiniciador foi previamente otimizada, utilizando diferentes
concentracfes dos mesmos, a fim de obter condicdes 6timas de impresséao, tais
como menor tempo de impressdo, associadas a faixa de interesse das

propriedades mecanicas.

2.2.4. Cultura de células

Células tronco obtidas da papila apical dentaria (SCAPs) foram cultivadas
em meio essencial minimo alfa (a-MEM) suplementado com soro bovino fetal
(FBS) 10%, L-glutamina 1X e penicilina/estreptomicina 1% (16). Todas as células
foram mantidas em incubadora estéril a 37°C, 5% de CO:z e 95% de umidade. O
meio de cultura foi substituido a cada dois dias. SCAPs foram tripsinizadas com
80% de confluéncia, encapsuladas em hidrogéis de GelMA, contendo ou nao
eGFP-LNPs-mRNA (16,95 pg/uL), a uma densidade de 5 x 108 células/mL que
foram imediatamente impressos de acordo com protocolo descrito a seguir. Os
experimentos com LNPs-mRNA foram realizados exclusivamente para
investigacdo da expressao da proteina verde fluorescente (eGFP), ndo sendo
portanto, as nanoparticulas incorporadas nos experimentos iniciais de

viabilidade e espraiamento celular.

2.2.5. Bioimpressao

Para construir uma matriz extracelular biomimética de alto rendimento
com rigidez crescente, adaptamos o método de impressdo 3D por
estereolitografia (SLA). Em condicbes normais, uma impressora de
estereolitografia trabalha imprimindo camadas sucessivas do material nas

direcbes XYZ. A impressora (Autodesk Ember) é equipada com uma fonte de luz

53



digital de comprimento de onda (405 nm) e intensidade especificados.
Basicamente, uma matriz de micro-espelhos, localizada abaixo da mesa de
impressao, controla a exposicéo de luz de forma individualizada para cada pixel.
Esses pixels formam voxels de material polimerizado que configuram a estrutura
impressa (17). Esse método, foi portanto adaptado para a execucdo desse
trabalho, através da remocé&o do aparato da direcdo Z e do controle do tempo de
exposicao em cada local do hidrogel.

Primeiramente, foi realizado o projeto 3D, em desenho assistido por
computador (CAD), utilizando o software de dominio publico, Autodesk Fusion
360. Diferentes formas geométricas verticais de altura crescente foram
projetadas para mimetizar as camadas aditivas da impressao por SLA. Em
seguida, o arquivo .stl foi carregado na impressora e, posteriormente, o hidrogel
contendo células (7% GelMA/0,15% LAP - 5 x 10® SCAPs/mL) foi aplicado na
janela de polidimetilsiloxano (PDMS) da impressora. Com a remocéao do aparato
da direcdo Z da impressora, foram utilizados espacadores para controlar a
espessura (100 um) dos microambientes bioimpressos. O sistema SLA foi usado
para imprimir o hidrogel através da exposi¢ao incremental a luz azul (405 nm -
25s para imprimir a primeira camada em seguida, pelo incremento de 1s, as
demais camadas foram impressas até atingir 205s, correspondendo a 180
camadas, em quadruplicata, totalizando 720 microambientes; Poténcia da
impressora: 17,63 mW/cm?) para construir microambientes miniaturizados de
alto rendimento carregados com células tronco (Figura 1). A duracdo da
impressao foi de seis minutos. As areas que ndo foram expostas a luz foram
lavadas com tampéao fosfato (pH 7,2) e as areas expostas a luz, solidificaram e

foram submetidas aos procedimentos de cultivo celular descritas a seguir.
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Figura 1: Método de biofabricacdo dos microambientes de alto rendimento.

1. Projeto 3D realizado no CAD com 2. Aplicacéo do hidrogel, carregado com células, na 3. Plataforma de orientacéo Z foi desativada e espacadores
barras de altura crescentes. janela de impresséo. foram posicionados para delimitar espessura dos hidrogéis

impressos. O processo de bioimpresséo foi de seis minutos.

G
\\\
\\
NS
4. Apenas as dreas expostas a luz foram 5. Cadacirculo representa nanoparticulas de mRNA presentes
polimerizadas. O hidrogel remanescente foi nos microambientes de hidrogel com grau crescente de
lavado com PBS. reticulacéo e rigidez para células encapsuladas.

Fonte: Menezes, P.P. (2019)

2.2.6. Porosidade do hidrogel

Neste experimento, a lamina contendo 0os microambientes bioimpressos
foi imersa em uma solucdo de rodamina-b (100 pg/mL) e em seguida lavada
sucessivas vezes com tampao fosfato (pH 7,2), para remoc¢éo do excesso de

corante.

2.2.7. Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas dos diferentes microambientes
acelularizados foram analisadas em um foto-rebmetro (DHR-1 redmetro/TA
Instruments) com guia de luz acoplado no equipamento com a mesma poténcia
da impressora (17,63 mW/cm?). A luz foi ligada apés 25 s para reproduzir o
protocolo de impressédo. Em seguida, o intervalo de afericdo entre cada ponto foi
definido em 1s. As analises foram realizadas em sextuplicata e a temperatura
ambiente. O modulo de elasticidade foi calculado a partir do médulo de

armazenamento usando a equagéao 1

(1+v)

k=26 3 (1-2v)

Equacéo 1
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onde, K, G e v sdao modulo de elasticidade, moédulo de armazenamento e

coeficiente de Poisson (assumido como sendo 0,44), respectivamente (18).

2.2.8. Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado cinco dias apds a impressao,
para investigar o efeito da exposicdo a luz na viabilidade de SCAPs nos
microambientes de hidrogéis. Para tal, foi utilizado um kit de ensaio Live/Dead,
baseado no principio de permeabilidade a membrana (Molecular Probes). As
imagens foram realizadas em um microscopio de fluorescéncia (EVOS FL Auto,
Life Technologies). As células vivas e mortas foram contadas usando o software
de dominio publico, ImageJ. A quantificacdo das imagens foi realizada baseada
na média das quadruplicatas para cada propriedade mecéanica do hidrogel. A

porcentagem de células viaveis foi entdo calculada de acordo com a equacao 2
Viabilidade (%) = —— x 100 Equacio 2

onde, L: células vivas e D: células mortas (18, 19).

2.2.9. Espraiamento celular

Os microambientes contendo células foram cultivados durante trés dias
em meio a-MEM, conforme descrito no item 2.2.4, suplementado com &cido L-
ascorbico 50 pg/mL, B-glicerofosfato 10 mM e dexametasonalO® M. As células
foram entdo fixadas com formaldeido 4% em tampdo fosfato (pH 7,2),
permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% em tampao fosfato (pH 7,2) a
temperatura ambiente durante 10 min e enxaguadas trés vezes com tampao
fosfato (pH 7,2). As céulas fixadas foram incubadas com o reagente actin green
488 (Molecular Probes) durante 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, as
células foram coradas com o reagente nucblue (Molecular Probes) por 10 min e
lavadas trés vezes com tampéo fosfato (pH 7,2). Em seguida, a amostra foi
montada em laminas de microscopio com uma solugcdo de montagem e
fotografada sob um microscopio confocal baseado em laser de alto contetdo (IN

Cell Analyzer 6000 - GE Healthcare Life Sciences). As imagens foram

56



processadas digitalmente e as areas de espalhamento celular foram
quantificadas em areas selecionadas aleatoriamente com base no niumero de

ndcleos usando o software ImageJ.

2.2.10. Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism
versao 5.0. Os valores representam média + desvio-padrdo. As diferencas entre
os diferentes tempos de exposi¢do foram analisadas através do teste ANOVA de
uma via, seguido por teste de Tukey.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O projeto dos diferentes microambientes foi realizado em CAD, e
representado como barras de alturas crescentes (Figura 1A - 1). A fonte de luz
azul da impressora, polimerizou as barras com base no tempo de exposicéo
programado para cada uma (Figura 1A - 3), permitindo o controle de rigidez
(Figura 1A - 4). Portanto, esta tecnologia é capaz de imprimir 720 hidrogéis em
3D carregados com células (Figura 1A - 5) em apenas seis minutos. Em conjunto,
esta plataforma tem ampla aplicabilidade na investigacdo de diversos tipos de
hidrogéis e células, com microambiente 3D circundante de diferentes
propriedades mecanicas e geometrias.

A exequibilidade da tecnologia, é demonstrada na Figura 2, onde é
possivel observar um aumento gradativo da fluorescéncia do corante rodamina-
b. Dessa forma, foi observado que os hidrogéis expostos a luz por um periodo
reduzido de tempo, apresentaram uma coloracao infima do pigmento, sugerindo
a presenca de poros largos. Por outro lado, nas matrizes expostas a luz por um
tempo prolongado, foi detectada uma coloracdo vermelho intensa, de onde foi
possivel inferir a presenca de poros menores, 0s quais retém o pigmento, mesmo
apos varias lavagens. Monteiro et al (2018) recentemente demonstraram que
hidrogéis preparados a base de GelMA e polimerizados com fonte de luz de 405
nm também utiizando LAP, possuem a caracteristica de alterar o tamanho do
poro, de acordo com o grau de polimerizacdo. Matrizes pouco expostas a fonte

polimerizadora, como luz, apresentam poros maiores em relacdo aquelas
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densamente polimerizadas (18). Este dado indica que a tecnologia desenvolvida
possui porosidade em funcédo da rigidez da amostra.

Além de imprimir quadrados, a ferramenta também é robusta para a
fabricacdo de diferentes estruturas geométricas de maior complexidade durante
0 mesmo processo. Kilian et al (2010) estudando a geometria do microambiente
de células-tronco, observaram que diferentes formas geométricas da matriz,
podem desempenhar um papel significativo na resposta celular (20). Para melhor
caracterizar o efeito da capacidade de impressao das geometrias e seu papel na
resposta das células ao microambiente, utilizamos a nossa ferramenta para
imprimir diferentes geometrias em um modelo de alto rendimento e incorporando
o efeito de controle da elasticidade. Portanto, foi observado que a ferramenta de
impressdo de microambientes desenvolvida nesse trabalho, € eficiente para
imprimir diferentes geometrias com excelente resolugcdo e reprodutibilidade
(Figura 2B e 2C). Além disso, a plataforma permite a bioimpressao de até 2160
formas distintas (Figura 2C) em um unico experimento, com o numero de
replicatas que for necessario, também através do controle da elasticidade da
matriz. Este dado é de grande aplicacdo nos estudos de triagem de eficacia e
toxicidade de medicamentos na industria farmacéutica, devido a
reprodutibilidade e agilidade (seis minutos de bioimpressdo) do método. Em
conjunto, estes resultados demonstram que o método de SLA adaptado, é
eficiente para imprimir hidrogéis carregados com células em uma ampla faixa de

rigidez da MEC, evidenciando a precisdo da técnica.

Figura 2: Printabilidade de alto rendimento de hidrogéis. (A) Absorcédo de
rodamina-b em fungcéo da porosidade do biomaterial (n=720). (B) Geometrias
demonstrando a capacidade versétil do processo de impressdo, bem como a
absorcdo de rodamina-b em fungdo do aumento da rigidez (n=160). (C)
Impresséao de alto rendimento de diferentes estruturas geométricas com controle

da elasticidade da matriz.
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O modulo de elasticidade de cada microambiente esta apresentado na
Figura 3. As medidas (n=6) foram realizadas em tempo real durante a

fotopolimerizacdo em um fotoredmetro (Figura 3A), para caracterizar o efeito das
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propriedades mecanicas no sucesso da bioimpressdo. Os dados resultantes
foram entéo utilizados para gerar um mapa de calor espacial da elasticidade da
matriz (Figura 1B), onde foi demonstrado que o modulo de elasticidade dos
hidrogéis aumentou proporcionalmente (9 a 46 kPa) ao aumento nos tempos de
exposicdo a luz (25 a 205 s). Relatos anteriores utilizando experimentos de baixo
rendimento, mostraram que as propriedades mecéanicas do GelMA possuem

uma tendéncia similar aos resultados aqui apresentados (21-22).

Figura 3: Modulo elastico dos hidrogéis de acordo com o respectivo tempo de
exposicao. (A) Curvas individuais resultantes da analise reoldgica de cada

amostra. (B) Mapa de calor expressando os resultados das curvas individuais.

6 G UENEEEEEE NN N NS NN AN NN SN NN NN NN NN NN NN NN EEEE
= EEEEEEEE NS NN NN SN SE NN EE NN SN EEEE NN SN NN EEEE

% ) N SN NN EN NN NN NN NN EE NN [i] (] ]
M EE NN EE NN EE NN EE EEEE 4 T

e EE NN NN NN NN NN EEEEEE 1] 1]

) a EEEE N NN NN NN NN EEEE EE EEEEEE

33

- -
w
3 <
= =
] SR . S [ ] SN NN EE NN NN EE NN EEEN EEEEREEENEN
530 mosie S 20 NEEEEEEE NN NN NN NN NN SN EEEE S ENEEEEEEEN
> Amostra2 g BN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN AN
> Amosta3 2 26 WE NE NN NN NN NS NS NN NN SN NS SE NN NN NN NN NN NN EEEE
s Amosta4 T 0 EEEEEEEEENEN NS EEEENENE NN NN NN NN NN EEEEEE
= iy = EEEE NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN EE NN EE AR
NN NN NN NN NN NN N NN N NN NN N N NN NN NN NN NN
10 — Amostra 6 16
i IS NN SN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN EE NN EE AN
- Média 12 I m n W 1]
0
0 * 50 100 150 200 QIBIIIIIIIMI EEEEEEEEEEEEE
Inicio Tempo de exposicéo (s) SESENENEEEEREREREREN

Demonstrado o desenvolvimento e reprodutibilidade da tecnologia,
realizamos ensaios in vitro para investigar a resposta celular nestes
microambientes. Para tal, foi analisada a viabilidade celular apés cinco dias em
cultura, a fim de observar se as células foram capazes de tolerar 204 s de
exposicao a luz e fora do seu ambiente estéril. Os resultados estao apresentados
na Figura 4 A-C, onde pode-se observar alta viabilidade celular (i.e. 86 + 8,7% a
96 + 2,8%). A viabilidade mais baixa (86 + 8,7%) foi atribuida principalmente a
matriz de hidrogel altamente reticulada, onde o acesso das células aos nutrientes
€ levemente reduzido (22). Esses resultados sdo consistentes com aqueles
relatados por Dolatshahi-Pirouz et al (2014), que alcancaram viabilidade celular
de 78 e 91% em 5 e 7 dias respectivamente, em microambientes de baixo

rendimento (8). De forma geral, esses dados sugerem a potencialidade da
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ferramenta desenvolvida para estudar com seguranca a resposta de células-

tronco ao microambiente, sem afetar a salde das células encapsuladas.

Figura 4: Resposta celular frente a exposicdo a luz durante o processo de
biofabricagdo. (A) Viabilidade celular nos microambientes de hidrogel, em
diferentes tempos de exposicdo. (B) Viabilidade quantitativa em dezesseis
microambientes diferentes ao longo da amostra. Os resultados sdo expressos
como média das quadruplicatas. (C) Imagens representativas do ensaio de
viabilidade celular cinco dias ap6s bioimpressédo, demonstrando alta viabilidade
de SCAPs.
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Diante disto, para entender o comportamento do espraiamento de células-
tronco no microambiente desenvolvido, cultivamos os hidrogéis durante trés
dias. Com base nos resultados expressos na Figura 5, foi possivel observar
claramente o espraiamento como uma funcéo da rigidez da matriz (Figura 5A),
nas condi¢cdes estudadas, com pico de propagacdo em 44 kPa (143s) (Figura
5B). Curiosamente, ndo foi observada associacao estatisticamente significativa
entre a rigidez e a proliferacédo celular (Figura 5D), o que sugere que a area de
espraiamento € um puro efeito da rigidez da matriz. Estudos prévios
demonstraram que o0s hidrogéis de GelMA sdo excelentes scaffolds
biomiméticos para apoiar a proliferacdo, espraiamento celular e formacéo de
tecidos (23) em diferentes linhagens celulares, a exemplo de cardiomidcitos (24)

e gueratindécitos (25).

Figura 5: Espraiamento celular em funcdo das propriedades mecéanicas da
matriz extracelular (A). (B) Dados ilustrativos e quantitativos do espraiamento

celular em dezesseis microambientes com diferentes rigidez. (C) Quantificacéo
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da area de espraiamento celular em diferentes matrizes (n = 4), p <0,05. (D)
Proliferacéo celular em funcdo do incremento da reticulagdo das matrizes. Os

resultados estdo apresentados como média e desvio padrao (n = 4).
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Em vista dos avancos nas areas de nanotecnologia, engenharia de
tecidos e medicina regenerativa, a industria farmacéutica, tem buscado reduzir
os estudos envolvendo animais, devido as questdes éticas e financeiras. Neste
cenario, os grandes centros de pesquisa tem se dedicado na biofabricacdo de
tecidos cada vez mais complexos através do uso de células-tronco humanas.
Tais sistemas podem ser Uteis para prever 0 mecanismo, toxicidade e eficacia
de medicamentos (26, 27, 28). Todavia, requerem a compreensao e reproducéo
do complexo nicho das células. Atualmente, um dos grandes desafios na
biofabricacdo de microambientes celulares complexos, consiste em integrar
todos ou boa parte dos componentes da MEC, tais quais fatores sollveis
(proteinas da MEC e fatores de crescimento) e biofisicos (rigidez e topografia)
(29).

A utlizacdo do mRNA transcrito in vitro tem sido largamente investigada
na terapia génica, em funcédo das suas diversas vantagens como nenhum risco
de mutagénese de insercdo e nenhuma integracdo gendémica devido a sua
expressao transitoria. Além de ndo haver necessidade de entrar no nucleo da
célula, uma vez que a transfec¢do ocorre no citoplasma, conferindo agilidade na
cinética de expressdo que melhora a estabilidade e atividade translacional.
Assim, nanoparticulas lipidicas tem se destacado como as melhores
formulac@es para entrega sitio-especifica do mMRNA, de modo a conferir o melhor
fornecimento intracelular e escape endossomal (30). Nessa perspectiva, a
tecnologia proposta no presente estudo, demonstrou potencial para integrar
fatores biofisicos com a resposta celular. Diante disto, para propor uma
plataforma ainda mais complexa, incorporamos ao hidrogel testado,
nanoparticulas lipidicas contendo mRNA (mRNA-LNPs) para estudar a
expressdo de proteinas liberadas controladamente em microambientes de
propriedades mecanicas variadas (Figura 6). Estas nanoparticulas foram
previamente caracterizadas e estes dados estéo publicados no estudo de Patel
et al (2017) (11).

Dessa forma, os resultados apresentados na Figura 6, sugerem que
hidrogéis altamente reticulados favorecem uma melhor transfec¢do de células
encapsuladas com mRNA, apds 48 horas. Para a compreenséao deste fenémeno,
imprimimos hidrogéis elasticos (12 kPa) e rigidos (48 kPa) e acompanhamos a
expressao de GFP (Figura 7) ao longo do tempo.
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Figura 6: Expressédo da proteina verde fluorescente (GFP) em microambientes
de alto rendimento. (A) Expressdo de GFP ao longo dos 720 hidrogéis. (B e C)

Dados quantitativos da expressao de GFP apds 48 horas.
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Diante da andlise dos resultados apresentados na Figura 7A, foi possivel
inferir que mais células foram transfectadas em hidrogéis rigidos, todavia os
niveis de expressao foram semelhantes em ambas as matrizes. Assim, estudos
futuros utilizando esta plataforma, podem considerar o aumento da concentracéo
de mRNA, para expressdo mais rapida da proteina de interesse, tendo em vista
a liberacao controlada a partir das nanoparticulas. Um provavel mecanismo para
este fenbmeno esta apresentado na Figura 7 (D e E). As LNPs possuem acesso
restrito as células, pois difundem-se através dos poros do hidrogel até encontra-
las. Quando as redes poliméricas da matriz sofrem degradagcéao enzimatica pelas
MMPs, a difusdo do mRNA acontece de forma mais agil através da matriz, de

modo a atingir mais células, e entdo iniciar o processo de translacao.
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Figura 7: Mecanismo de captacdo do mRNA em matrizes com diferentes graus
de elasticidade. A transfeccdo de mRNA foi menor em matrizes elasticas (A),
quando comparadas a matrizes mais rigidas (B). (C) Quantificacdo da
transfeccdo de mRNA em células dispostas em matrizes de propriedades
mecéanicas distintas. (D e E) Representacdo esquematica do provavel

mecanismo envolvido na captacao e transfeccdo de mRNA pelas células.
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Na doenca venosa, as MMPs degradam a matriz extracelular, conduzindo
a um desequilibrio na razéo entre colageno tipo | e tipo Ill, tornando a matriz mais
rigida e desencadeando os sinais e sintomas caracteristicos da doenca (31). A
plataforma desenvolvida neste trabalho, pode ser (til para estudar a evolucao da
patogénese da IVC, onde hidrogéis carregados com mRNA-LNPs podem ajudar
na sintese destas proteinas conduzindo ao reequilibrio e possivel regeneracéo
da funcdo das valvulas venosas. A combinacdo ideal de biomateriais e a
resposta celular guiada pela complexidade do microambiente proposto
associado a sistemas de liberacdo de mRNA né&o havia sido investigada até o

momento. O desenvolvimento de biomateriais com o nivel de complexidade
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relatado nesse trabalho, é certamente uma area que merece ser explorada para
futuras aplicacdes farmacéuticas e regenerativas, como nha terapia da doenca

venosa.

2.4. CONCLUSAO

Os dados aqui apresentados comprovaram que as células tronco
respondem de forma diferenciada a diferentes estimulos mecéanicos em um
modelo tridimensional de matriz extracelular. Diante disto, esses resultados
geram embasamento cientifico que permitem utilizar esta tecnologia como
proposta para outros tipos de géis com ampla faixa de rigidez, e potencialmente
testar gradientes quimicos e fatores de crescimento em uma plataforma de alto
rendimento. Assim, a tecnologia inédita proposta nesse trabalho, pode contribuir
como uma referéncia para biofabricar microambientes cada vez mais complexos,
de modo a mimetizar o microambiente celular e estudar o desenvolvimento de
doencas como a insuficiéncia venosa, bem como desenvolver estratégias

terapéuticas sitio-especificas.
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CAPITULO Il

NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO CARREGADAS COM HESPERETINA
EM POLIAMIDA: UMA NOVA FORMULACAO TEXTIL PARA ADMINISTRACAO
TOPICA DE FARMACOS

Os experimentos apresentados neste capitulo foram realizados no Laboratoério 405 da Faculdade de
Farméacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob supervisdo da Prof. Dra. Silvia

Staniscuaski Guteres.

O artigo oriundo deste capitulo foi publicado no Periddico International Journal of Nanomedicine (FI:
4.37)

Apresentacéo
A insuficiéncia venosa crénica (IVC) é caracterizada por disturbio do fluxo sanguineo da veia periférica
para a veia central, com hipertensdo venosa associada que resulta em alteracbes na pele.
Tradicionalmente, a abordagem clinica para o tratamento desta doenca baseia-se no uso de meias
compressivas. Recentemente, alguns estudos tém sugerido efeito terapéutico promissor de flavonoides
no tratamento dos sintomas da IVC. Ademais, avan¢os no desenvolvimento de sistemas mais eficazes
de administracdo de farmacos, usando estratégias nanotecnolégicas associadas a produtos téxteis,
tem contribuido para a concepcao de novas opc¢les terapéuticas. Diante disto, o presente trabalho
buscou utilizar a nanotecnologia para desenvolver uma formulagédo inovadora contendo o flavondide
hesperetina (HT) e entdo impregna-la em fibras téxteis como possivel alternativa ao tratamento de
doencas venosas. Para tal, foram preparadas nanocépsulas de nudcleo lipidico através do método de
deposicéo interfacial do método de polimero pré-formado na concentracdo de 0,5 mg/mL. Foi entdo
determinado o perfil de tamanho e distribuicdo das particulas e desenvolvido método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificacdo do farmaco nas amostras. Estudos de
eficiéncia de encapsulacédo (98,81% + 0,28%), microscopia, liberagéo de farmaco (HT livre: 104,96% *
12,83%; HT nanoencapsulado: 69,90% + 1,33%), penetracdo/permeacéo, teor de farmaco (0,46 + 0,01
mg/mL) e o efeito da lavagem do tecido apés a impregnacédo do farmaco foram realizados como parte
do estudo. Os resultados demonstraram que as nanocapsulas apresentaram tamanho e distribuicdo
adequados com liberacao controlada do farmaco e penetragdo/permeacédo nas camadas da pele. Além
disso, o tecido de poliamida demonstrou maior adesividade da formulacdo, com um contetudo 2,54
vezes maior do que a fibra de algodao; ap6s uma e cinco lavagens, essa relacdo foi 2,80 vezes maior.
Diante do exposto, meias compressivas impregnadas com nanocapsulas de hesperetina constituem
uma plataforma terapéutica promissora a ser avaliada em futuros ensaios clinicos envolvendo doencas

venosas.




3.1. INTRODUCAO

Os flavonéides sdo um grande grupo de compostos fendlicos amplamente
distribuidos em plantas (1). Hesperetina (HT), 5,7,3"-trihidroxi-4'-
metoxiflavanona, € um bioflavonéide natural encontrado abundantemente em
frutas citricas com promissor efeito antioxidante e propriedades antiinflamatorias
bem conhecidas na literatura (2,3). Varios estudos demonstraram que a HT pode
exercer efeitos vasculoprotetores através da inibicdo de radicais livres e
modulacdo da expressdao de moléculas relacionadas a inflamagcdo, como
tromboxano A2, inibindo a adesdo de mondcitos ao endotélio e reduzindo a
adesao de moléculas a parede do vaso (4). Além disso, a HT através da inibicédo
dos canais de Ca?* dependentes de voltagem e o aumento das correntes dos
miocitos dependentes dos canais de K* tem um efeito vasorelaxante direto.
Assim, tais efeitos, tornam a hesperetina, uma excelente candidata ao
tratamento das manifestacdes clinicas da insuficiéncia venosa crénica (5).

No entanto, o uso clinico de HT tem sido limitado devido a sua baixa
solubilidade em &gua e reduzida biodisponibilidade in vivo. A baixa
biodisponibilidade de farmacos hidrofobicos exige o uso de altas doses para
superar niveis sub-terapéuticos no plasma (6,7). Para contornar essa limitacéo,
um grande numero de estudos foi publicado descrevendo novos sistemas de
liberacdo, como complexos de inclusdo com ciclodextrinas (8-11) e
nanoparticulas (7,12-15). Sistemas nanoparticulados séo considerados veiculos
promissores de moléculas bioativas. Diante disto, estudos envolvendo a
nanoencapsulacdo de produtos advindos de fontes naturais, como a HT, tem
sido extensivamente investigados nos ultimos anos (16).

Todavia, um dos principais desafios em relacdo as doencas cronicas € a
baixa adeséo do paciente aos tratamentos prescritos. Muitas condic¢des clinicas
requerem cuidados baseados, em grande parte, no autogerenciamento do
paciente (geralmente requerendo multi-terapias complexas). As tecnologias
meédicas que monitoram mudancas no estilo de vida do paciente sao
fundamentais para o tratamento. Nesse sentido, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estimou que, em paises desenvolvidos, apenas 50% dos
pacientes que sofrem com doencas crénicas aderem aos tratamentos na forma

que foram prescritos (17). Diante desse cenario, a nanotecnologia é uma
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ferramenta importante na concepc¢ao de novas formula¢des ou produtos para a
saude (11,17).

As nanoparticulas usadas como sistemas de liberacdo de farmacos tém
tamanhos de particula na faixa de 50 a 300 nm (18). A depender dos métodos e
materiais usados para a preparacdo, diferentes estruturas supramoleculares
podem ser obtidas. Em geral, quando compostas por um nucleo oleoso ou
lipidico envolto por um involucro polimérico, sdo conhecidas como nanocapsulas
(19-21). Esses sistemas apresentam diversas vantagens, incluindo a liberacéo
controlada e sustentada do farmaco, permitindo um tratamento eficaz e menos
téxico do que quando opcdes convencionais sao utilizadas (20).

Na pele, as nanocépsulas podem atuar como um sistema de reservatoério
para farmacos lipofilicos (22) controlando sua penetracdo/permeacdo na pele
através do contato com o estrato corneo (18). Varios estudos avaliaram a
administracdo de nanocapsulas por diferentes vias, tais como, oral, ocular,
cutanea, vaginal e parenteral, demonstrando a versatilidade dos sistemas (12).
As nanocépsulas de nucleo lipidico (LNC) sdo um tipo muito especifico de
nanocapsulas poliméricas ndo téxicas (14) nas quais o nucleo oleoso é formado
por um organogel composto por triglicerideos dos acidos caprico/caprilico e
monoestearato de sorbitano. A composicdo quimica central permite que essas
nanocapsulas controlem a penetracdo de farmacos em diferentes tecidos (13).
Uma variedade de nanossistemas como carreadores lipidicos nanoestruturados,
nanossuspensdes e nanocristais foram estudadas com HT (15,23,24). Todavia,
o presente estudo propde o encapsulamentode HT em nanocapsulas de nucleo
lipidico.

Dentro deste cenario de novas tecnologias médicas, as nanoparticulas
atrairam o setor téxtil e encorajaram o desenvolvimento de tecidos contendo
farmacos ou ingredientes ativos para administracéo topica em uma variedade de
usos, incluindo o tratamento de insuficiéncia venosa cronica e outras condicdes
(25,26) bem como em tecidos antibacterianos e repelentes de insetos (27).
Nestes biomateriais, o farmaco € liberado em resposta a um estimulo cutaneo,
como sudorese, friccdo ou enzimas da pele (28). Diante disto, o objetivo desse
trabalho consiste em propor uma abordagem inovadora para o tratamento de
Ulceras venosas baseada em meias compressivas contendo nanocapsulas de

HT. Este biomaterial, € seguro, simples de usar e através da acdo sinérgica do
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farmaco a compressdo, pode evitar os efeitos adversos relatados para os
flavondides de uso oral. A eficacia dessa estratégia promissora foi avaliada por
estudos in vitro de liberacdo e penetracdo/permeacdo em modelo de pele de

orelha de porco.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Preparacado das nanocapsulas

Nanocépsulas de nudcleo lipidico foram preparadas pelo método de
deposicao interfacial de polimero pré-formado (29). As fases organica e aquosa
(Tabela 1) foram aquecidas separadamente sob agitacdo, e apés solubilizacao
total dos componentes, a fase organica foi vertida cuidadosamente sobre a fase
aguosa sendo essa mistura mantida sob agitacdo por mais 10 minutos a 40°C.
Posteriormente, essa preparacao foi transferida para rotaevaporador onde o
volume final da formulacéo foi ajustado. A fracdo volumétrica empregada foi de
acordo com a formulacado otimizada por Venturini et al (2011) (21). O polimero
utilizado para estruturar a parede das nanocapsulas foi a poli(e-caprolactona)
(PCL) (Mw = 80.000), o teor de hesperetina utilizado para preparacéo das NP foi
de 0,5 mg/mL. A composicao da formulagédo para um volume final de 10 mL esta

descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo quimica das nanocapsulas.

FASE ORGANICA FASE AQUOSA
Monoestearato de sorbitano............. 38,5 mg | Polissorbato80........... 76,8 mg
Triglicerideos &c. caprico/caprilico...0,1648 mL | Agua............cccceveueene.ne. 53 mL
Hesperetina.........cccoeeeevviiiieiieciiie 5 mg
poli(e-caprolactona).............ccccvvvvvvnnnnnn. 100 mg
ACEIONA.......o i 27 mL

3.2.2. Caracterizagéao fisico-quimica das nanocapsulas

3.2.1.1. Determinacdo do diametro de particula e indice de
polidisperséo

As analises de determinacédo de diametro/tamanho das particulas foram

realizadas empregando-se duas técnicas diferentes, sendo elas espalhamento
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de luz e difratometria a lazer. O didmetro médio e a distribuicdo de tamanho de
particula foram determinados por difratometria a laser (Mastersizer® 2000,
Malvern). Para essa determinacao, foi utilizado como parametro o indice de
refracdo do poliestireno de 1,59 e um espectro de leitura compreendido entre
0,02 — 2000 pm. O didametro médio baseado no volume (d4,3) foi utilizado como
parametro para a distribuicdo de tamanho de particulas. Medidas do diametro de
particulas correspondentes a 10, 50 e 90% da distribuicdo acumulada (d0,1, d0,5
e d0,9, respectivamente) também foram realizadas. Por meio dessas medidas,
foi determinado o valor de span, definido como uma medida da disperséao
granulométrica, que relaciona valores encontrados do diametro das particulas
correspondentes a 10, 50 e 90% respectivamente, da distribuicdo acumulada

para uma amostra, sendo estes valores calculados pela Equacgao 1:

d0,9-do,1

Span= 05

Equacéo 1

Em seguida, foram realizadas analises em triplicata do diametro das LNCs
e indice de polidispersao (PDI), determinados através de espalhamento de luz
dindmico (Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern), apés diluicdo das

dispersdes (500 vezes, v/v) em agua filtrada em filtro 0,45 um Millipore.

3.2.1.2. Potencial zeta das particulas e pH das suspensdes de
nanocapsulas

O potencial zeta das formulac¢des contendo os nanocarreadores foi obtido
através da medida da mobilidade eletroforética (Zetasizer® nano-ZS modelo
ZEN 3600, Malvern), apos diluicdo das dispersées (500 vezes, v/v) em solucao
de NaCl 10 mM previamente filtrada através de membrana 0,45 ym Millipore. Os
resultados foram obtidos através da média de trés determinacdes. A analise de
pH das suspensfes foi realizada utilizando-se potenciémetro previamente
calibrado com tampéo 4,0 e 7,0. A medida foi feita diretamente nas suspensoes.

Os resultados foram obtidos através da média de trés determinacdes.
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3.2.1.3. Teor de hesperetina nas LNCs

A concentracdo total de hesperetina nas formulacdes de nanocapsulas foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As analises
foram realizadas em cromatografo liquido Shimadzu equipado com
degaseificador DGU-20A3, um injetor automatico SIL-20A, duas bombas LC-
20AD, detector de arranjo de diodo SPD-M20Avp (DAD) acoplados a uma
interface CBM-20A. A fase movel (1,0 mL/min) utilizada foi constituida de
acetonitrila/dgua/acido acético 1% (50:49:1 v/v). Cada suspensdo (200 pL) foi
tratada com acetonitrila (10 mL). As amostras (n=3) foram mantidas em
ultrassom por 60 minutos. Cada disperséo foi entdo centrifugada a 17.632 xg
durante 15 min. A solucéo foi entéo filtrada (Millipore 0,45 pm) e injetada (100 pl)
em CLAE. O método utilizado foi previamente validado de acordo com a RDC n°
166, de 24 de julho de 2017.

3.2.1.4. Eficiéncia de encapsulacédo das nanocapsulas

Para analise da eficiéncia de encapsulagdo da hesperetina nas
nanocapsulas foi realizado o ensaio de ultrafiltragdo - centrifugagdo utilizando
membrana Microcon 10.000 Daltons, Milipore®. A suspensdo (400 pL) foi
colocada em tubo Ultrafree e centrifugada a 7280 xg for 10 minutos. Durante
esse processo, as nanocapsulas ficaram retidas no filtro e a por¢éo de farmaco
ndo associado passou através da membrana. O ultrafiltrado foi quantificado em
CLAE e a concentracdo do farmaco associado as nanocapsulas foi calculada
pela razdo entre a quantidade total de hesperetina na formulacdo e a quantidade

da substéncia presente na fase aquosa da suspensao.

3.2.3. Microscopia eletrénica de transmissao

A formulagdo diluida (5x-Milli-Q®) foi gotejada (10 pL) em grade de
amostra (flme de suporte Formvar-Carbon, Electron Microscopy Sciences) e
negativamente corada com solucdo de acetato de uranila (2% p/v). As analises
foram realizadas em microscoépio eletrénico de transmissao (TEM JEOL 1230)
operando a 80 kV (Servico de Microscopia Eletrénica da Fundacdo Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ, Brasil).
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3.2.4. Estudo de liberagéo in vitro

Para este estudo, inicialmente foi necessaria a realizacdo de testes
prévios de solubilidade da hesperetina, visando a escolha da solucéo receptora
gue mantivesse a condigao sink. A escolha da solucao receptora a ser utilizada
no estudo de liberacdo e permeacéo cutanea in vitro foi baseada na solubilizacéo
da quantidade de farmaco presente em um volume de solucéo receptora que
demonstrasse ser capaz de manter a condicédo sink (Ct < 0,1 Cs). O teste foi
realizado através da adicdo de uma quantidade excessiva de hesperetina na
solucao receptora que foi submetida ao vortex e que, posteriormente, foi deixada
em repouso por 24 horas. Foi entdo coletada uma aliquota da fase limpida,
diluida e analisada em CLAE. As solucfes receptoras testadas foram: DMSO
(0,5% e 2%), etanol 10%, 30% e 50%, propilenoglicol (1% e 2%), tween 80 (1%,
5% e 10%).

3.2.4.1. Estudo de liberagédo in vitro

O ensaio foi realizado sob agitagdo em banho-maria a 37°C, durante 24
horas, mantendo condi¢do Sink. Em um saco de dialise, foi colocado 1 mL da
formulacdo, este foi imerso em 100 mL de meio receptor. Nos tempos
especificados, foi retirado 1 mL da solucdo e o0 meio reposto na mesma
quantidade. O estudo foi realizado em comparacdo com uma solucéo
hidroalcéolica (10% v/v) de hesperetina livre. Os dados obtidos foram ajustados
aos modelos matematicos monoexponenciais e biexponenciais semi-empiricos
usando o software Scientist® 2.0 (MicroMath®, EUA). Os ajustes foram
analisados considerando a correlacdo entre pontos experimentais e perfis
tedricos e o maior valor dos critérios de selegcdo de modelos (MSC) fornecidos

pelo software.

3.2.5. Viabilidade celular

A viabilidade de queratindcitos (linhagem HaCaT) foi determinada pelo
ensaio de MTT. As células HaCaT (9 x 103 células/poco) foram cultivadas em
placas de 96 pocos com diferentes concentragdes (5, 10, 20, 30, 40, 50 uyM; n =
4) de nanocapsulas contendo hesperetina (NC-HT), nanocapsulas brancas (NC-
BR) e dimetilsulfoxido (DMSO) e incubados por 24 horas a 37 °C. A viabilidade
celular foi avaliada usando MTT (brometo de 3- [4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difenil
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tetrazolio). Apés o tratamento indicado, 100 pL da solucdo de MTT (0,5 mg/mL)
foram adicionados a cada poco por 3 horas a 37 °C. O sal MTT foi reduzido a
cristais de formazan pelas células viaveis. Em seguida, os cristais formados
foram solubilizados em DMSO e medidos a 570 e 630 nm em um leitor de
microplacas (Spectramax M2e e v 5.4.1; SoftMax Pro Software Interface;
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Os valores foram convertidos em
viabilidade celular, considerando 100% como controle sem tratamento. O
experimento foi realizado em triplicata. A viabilidade celular para os grupos
tratados foi calculada com base nas células sem tratamento, o que representou
100% de viabilidade (30,31).

3.2.6. Teste de irritabilidade cutanea utilizando membrana
corioalantdica do ovo de galinha (HET-CAM)

O potencial de irritabilidade das nanocapsulas de hesperetina foi avaliado
pela técnica HET-CAM. Para isso, ovos fertilizados de galinha foram incubados
a 37,7 0,2 °C e umidade relativa de 60 + 5% por 8 dias. Em seguida, um orificio
circular com um diametro de cerca de 2 cm foi cortado no polo menos convexo
dos ovos, sem causar danos aos vasos sanguineos e deixando a membrana
corioalantéide (CAM) exposta. O ensaio foi realizado com nanocapsulas de
hesperetina (460 pg/mL) e nanocapsulas brancas. A solucéo salina e NaOH 1N
foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. 100 uL das
amostras foram aplicadas na CAM. Apos a aplicacdo, a CAM foi observada por
300 segundos, analisando o tempo de ocorréncia da hemorragia, lise vascular e
coagulacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3). O escore de
irritacéo (I) das amostras foi determinado de acordo com a equacgao 2 (32,33),

onde:

= () () ()

I: escore de irritacdo da amostra; sH: tempo da hemorragia em segundos; sL:

tempo de lise vascular em segundos; sC: tempo de coagulacdo em segundos.
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3.2.7. Determinagédo da densidade das formulagdes estudadas

O calculo da densidade relativa das formulacdes estudadas (suspensao
de nanocéapsulas contendo hesperetina e solucéo hidroalcéolica de hesperetina)
foi realizado através da utilizacao de picnémetro com volume de 10 mL, onde foi
possivel obter a densidade das formulacdes em relagdo a um produto de

densidade conhecida (agua).

3.2.8. Impregnacédo dos tecidos com as nanoparticulas

As formulagbes testadas (suspensdo de nanocapsulas e solucdo
hidroalcoolica de hesperetina) foram transferidas para um frasco spray e a
mesma foi borrifada 3 vezes. Para que fosse possivel calcular a quantidade
tedrica de hesperetina apds borrifar as formulagdes nos tecidos, foi realizada a
pesagem dos mesmos antes e apos a aplicacdo do produto, e para o calculo da
concentracdo teorica de farmaco em cada tecido estudado, foi utilizada a

densidade relativa das formulacdes.

3.2.9. Caracterizacdo dos tecidos apds impregnacao

3.2.9.1. Determinacdao do teor de hesperetina apés impregnacao

A concentracdo de hesperetina nos tecidos (algodédo — A e poliamida - P)
apos a impregnacdo dos mesmos com as formulacdes, foi determinada por
CLAE. Um pedaco de cada tecido (6 cm x 6 cm) foi picotado e inserido em um
tubo de ensaio contendo acetonitrila sendo submetido ao vortex por 5 min e,
posteriormente, ao ultrassom por 30 minutos para extracdo do farmaco. Apés
extracdo, foi retirada uma aliquota da solucdo e transferida para um baldo
volumétrico, para ajuste da concentragéo final. A solu¢do no baldo volumétrico
foi filtrada e conduzida ao CLAE para quantificacdo. O método de extracdo e

leitura em CLAE foi previamente validado.

3.2.9.2. Lavagem dos tecidos

As amostras foram introduzidas em um béquer contendo 500 mL de agua
destilada com 2 g/L de sabao (Savon de Marseille) totalmente dissolvido. O
béquer foi introduzido em banho termostatizado a 30°C. O tecido foi agitado
utilizando um agitador de hélice por 10 min a 200 rpm. Posteriormente, 0s

pedacos de tecidos foram removidos e lavados 2 vezes em agua destilada nas
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mesmas condi¢cbes acima descritas. A cada 1 e 5 lavagens os pedacos de
tecidos foram retirados e secos em temperatura ambiente. Os pedacos de
tecidos foram tratados com acetonitrila a fim de extrair a hesperetina contida na
fibra para determinar a quantidade de farmaco restante apos determinada

lavagem.

3.2.9.3. Analise morfoldgica dos tecidos

Antes e apés a impregnacdao e lavagens, os tecidos foram analisados por
microscopia eletronica de varredura (Scanning Microscope JSM-5800-Jeol). As
amostras foram recobertas com ouro antes das andlises e visualizadas em

aumentos de até 5500 vezes.

3.2.10. Teste de permeacao/penetracéoin vitro e absorcao na pele da
orelha suina

Os ensaios de permeacao cutanea in vitro foram realizados em células de
Franz automatizadas, com as nanocapsulas antes e ap0s impregnagcdo nos
tecidos. Esse aparelho é constituido de 6 células que sédo envoltas por uma
‘jaqueta” onde passa agua com temperatura controlada, cada uma com
compartimento receptor de 7 mL e uma area disponivel para difuséo de 1,77 cm?.
Todo esse sistema € ainda acoplado a uma placa de agitacdo magnética. No
estudo foi empregada membrana natural (pele de orelha de porcas, sem pélo e
sem o tecido subcuténeo e gorduroso presente abaixo da derme) com espessura
de 1,65-1,90 mm. A pele de cerca de 1 mm, obtida da epiderme e parte da derme,
foi obtida de orelha suina mediante utilizacao de bisturis e do dermatétomo. Esta
camada de pele foi congelada e estocada a -20°C. No momento da utilizacao, a
fina camada de pele foi descongelada a temperatura ambiente, seca com papel
de filtro e cortada com as dimensdes adequadas para a Célula de Franz. O
ensaio foi realizado com temperatura controlada de 32°C + 0,5°C. A solucao
receptora foi colocada no compartimento receptor. Sobre a extremidade das
células foram esticadas as membranas, com a derme voltada para a solucéo
receptora e sobre essas foram colocados as amostras (A+HT livre; P+ HT livre;
A+NC-HT; P+NC-HT). Para fins de comparagdo a hesperetina livre e a

formulacdo de LNCs aplicadas diretamente na pele também foram avaliadas.
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Aliguotas das amostras no meio receptor foram coletadas a cada 15min, 30 min,
1,2,4,6, 8,10, 12h, 18, 24 e 48h e levadas ao CLAE para quantificacao.

Ao fim do experimento, o estrato corneo foi removido da pele através da
técnica de tape stripping, utilizando 18 pedacos de fita adesiva. Em seguida, a
epiderme e a derme foram separadas utilizando banho de dgua quente (60 °C)
por 45 segundos, seguido por remoc¢ao com bisturi. A hesperetina, foi extraida
das camadas da pele com acetonitrila. A epiderme e a derme foram dissolvidas
em 6 mL de acetonitrila em tubos de ensaio e submetidas a 2 minutos de
extragdo em vortex, seguido de 30 minutos no banho de ultrassom. As amostras
foram filtradas em filtros de membrana (PTFE) de 0,45 um e analisadas por
CLAE (34, 35).

3.2.11. Analise estatistica

Os resultados de liberagcédo, penetracdo e permanéncia da hesperetina
apos as lavagens foram analisados estatisticamente com auxilio do software
GraphPad Prism versao 5.0, sendo os resultados expressos como média *
desvio padrao. Os resultados foram comparados através da analise de variancia

(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado apresentado na Figura 1 mostra o perfil cromatografico CLAE-
DAD da hesperetina a 290 nm. O pico de HT teve um tempo de retencéo de 7,5
minutos. O método de HPLC desenvolvido foi validado através dos testes de
linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), preciséo,
exatiddo e robustez. O valor de r obtido a partir dos dados de cinco
concentracdes foi superior a 0,999, atestando a linearidade do método. O LD e
LQ foram 0,88 e 0,93 pg/mL, respectivamente, indicando que o método
desenvolvido exibiu alta sensibilidade. No teste de variabilidade intradia, os
valores de desvio padréo relativo (DPR) foram inferiores a 0,05%. No teste de
variabilidade inter-dia, os DPRs foram de 0,38% e 0,49% nos dias 1 e 2,
respectivamente. Os valores de DPR dos ensaios de precisédo indicaram que o
método desenvolvido foi suficientemente preciso. A exatiddo o DPR das

concentracdes baixa, média e alta foram de 99,99 + 0,075%; 99,97 + 0,034% e
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100,01 + 0,071%, respectivamente, demonstrando que o método analitico estava
exato. Nenhuma alteracéo significativa foi observada com a mudanca da coluna

analitica e vazéo, mostrando que o método foi robusto nas condi¢cdes avaliadas.

Figura 1: Cromatograma da hesperetina obtido por CLAE-DAD (290 nm).

O OH
OCHj

= \ Hesperetina

As formulacbes de nanocépsulas apresentaram-se de cor branca
opalescente e uma reflexdo azulada devido ao efeito Tyndall, como ja foi relatado
anteriormente para nanoparticulas lipidicas de quetiapina (36) e para
formulacbes de LNC semelhantes as do nosso estudo (21). Além disso, o
tamanho médio das particulas foi de 204 £ 1 nm com um baixo indice de
polidispersao (PDI) (0,14 = 0,02). O potencial zeta foi de -11,8 + 0,9 mV (Tabela
2). A repulsédo eletrostatica resultante da densidade de carga superficial (34) é
em geral, 0 mecanismo para uma estabilizacdo cinética da fase coloidal
hidrofébica dispersa em agua. No entanto, o polissorbato 80 esta revestindo as
nanocapsulas. Neste caso, o valor negativo do potencial zeta foi proximo de zero
como consequéncia da composi¢ao quimica (poliéster revestido por polissorbato
80), cujo mecanismo de estabilizacdo é baseado no efeito de impedimento
esteérico (13, 36-38).

A reprodutibilidade da distribuicdo de tamanho do lote mostra que a
formulag&o foi cineticamente estavel, isto €, o sistema tem uma separacéo de

fase retardada. A PCL utilizada na formulagdo das nanocapsulas possui grupos
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terminais COOH, que podem apresentar um equilibrio 4cido-base formando
carboxilatos, tornando a superficie carregada negativamente. Raber et al (2014)
mostraram que nanoparticulas carregadas negativamente interagem mais
efetivamente com a superficie da pele, facilitando o transporte através dos
foliculos (39). O perfil do didametro de particulas determinado por difragdo de
laser mostrou um diametro médio ponderado em volume D (4,3) de 233 £ 8 nm,
D (0,5) de 198 + 8 nm e polidispersividade (valor de span) de 1,75 + 0,02 (Tabela
2). Os resultados demonstraram que as nanocapsulas desenvolvidas possuem
didmetros médios adequados e distribuicbes granulométricas estreitas no
presente estudo (Figura 2A).

Propriedades fisico-quimicas similares em relacdo a distribuicdo de
tamanho e potencial zeta foram relatadas em outros estudos para 0 mesmo tipo
de nanocarreador polimérico. Oliveira et al (2013) em um estudo com formulacéo
de éster dietil metotrexato (MTX (OEt) 2-LNCO0.5) em uma fracdo de volume LNC
similar, tinham mediana de diametros, baseado em um volume de D(0,5) = 160
nm (40). Friedrich et al (2016) desenvolveram nanocapsulas de nudcleo lipidico
carregadas com tacrolimus com D (0,5) = 192 nm (baseado em volume) e um
potencial zeta de -13,05 mV (41). A PCL na interface particula-agua conduziu a
valores de pH ligeiramente acidos (6,50 = 0,09) devido a presenca de grupos

acidos carboxilicos terminais no esqueleto do polimero (Tabela 2) (19, 40).

Figura 2: Caracterizacdo das nanocapsulas. (A) Tamanho de particula das
nanocapsulas contendo hesperetina obtido por difracdo a laser (n = 3). (B)

Microscopia eletrbnica de transmissao das nanocapsulas de nucleo lipidico.
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Tabela 2: Caracterizacdo das nanocapsulas.

0] PDI ¢(mVv) D(@4,3) D(0,5) Span pH Teor EE (%)
(nm) (nm)  (nm) (mg/mL)

204+1 0,14+0,02 -11+0,9 233+8 198+8 1,75+0,02 6,5+0,09 0,46+0,01 98,8+0,28

Nota: @: diametro das nanocapsulas; PDI: indice de polidispersividade; ¢: potencial zeta; D(4,3):
didmetro médio das particulas; d(0,5): diametro de 50% das particulas; Span: extensdo da

distribuicdo de tamanho; EE: eficiéncia de encapsulacao

O teor de farmaco determinado para as nanocapsulas de nudcleo lipidico
carregado com HT foi de 0,46 + 0,01 mg/mL. Além disso, os resultados de
eficiéncia de encapsulacdo mostraram que 98,81 + 0,28% (Tabela 2) das
moléculas de hesperetina foram aprisionadas nas nanocpsulas, o que é
esperado para moléculas hidrofébicas como a HT. Estes dados sugerem uma
forte afinidade entre o nucleo lipidico das nanocapsulas e o flavondide. Em geral,
a lipofilicidade do farmaco € o principal parametro em termos de particdo de
farmacos entre as pseudo-fases das dispersdes coloidais (41). Segundo o
algoritmo proposto por Oliveira et al (2013), os farmacos que apresentam valores
de log D positivos, como o da hesperetina (2,82) possuem um mecanismo de
distribuicdo do farmaco do tipo lll, indicando sua maior afinidade com a fase
lipofilica das nanocapsulas (40).

Ademais, a microscopia de transmissdo das nanocapsulas contendo
hesperetina, mostrou uma estrutura nucleo-coroa de nanoparticulas esféricas e
confirmou seu tamanho nanométrico (Figura 2B) (42, 43). Achados semelhantes
foram descritos por Fathi et al (2013) e Panek et al (2011) para outras
formulacbes de nanocarreadores contendo HT compostas de polissorbato
80/monoestearato de glicerol/compritol e poliestireno/tetrahidrofurano/agua, poli
(metacrilato de metila)/acetona /agua, respectivamente (23, 44).

O experimento de liberacdo in vitro da hesperetina livre (HT livre) e
nanoencapsulada (NC-HT) foi realizado através do método de saco de dialise,
utilizando etanol 10% (v/v) como meio de liberacdo. Os resultados do estudo
estdo apresentados na Figura 3A. A hesperetina livre teve uma difuséo rapida
(104,96 + 12,83%) apos 4 h de experimento. Em contraste, apos 24 h, apenas

69,90 + 1,33% da HT foi liberada das nanocapsulas, indicando que este
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configura-se como um excelente sistema de liberacdo sustentada do farmaco.
Além disso, a fase burst inicial corrobora com o mecanismo de encapsulamento
proposto (tipo Ill), no qual o farmaco esta parcialmente localizado na parede

polimérica das LNCs.

Figura 3: Perfis de liberacdo e penetracdo/permeacdo in vitro de hesperetina
livre (HT livre, dissolvida em solugcéo hidroalcéolica 10% (v/v), e nanocapsulas
de nucleo lipidico carregadas com hesperetina (NC-HT). (A) Perfil de liberagcéo
(n = 3). (B) Penetracdo/permeacdo em pele de orelha suina. *Representam

significancia estatistica (p <0,05) (n=6).
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De acordo com os estudos de modelagem da liberacdo, realizados
através de modelos mateméaticos baseados no maior coeficiente de correlacéo
(r) e critério de selecdo de modelo (MSC), o melhor ajuste cinético mostrou ser
0 modelo de ordem zero (k1: 0,0696 = 0,0054h e 0,7951 + 0,0266 h; r: 0,9905 +
0,0081 e 0,9821 + 0,0013; MSC: 0,5572 + 0,1880 e 1,4187 + 0,4005) para NC-
HT e HT livre, respectivamente. Com base nos resultados descritos acima, foi
possivel observar o perfil de liberacdo do farmaco a uma taxa constante
(independentemente da concentragao). De acordo com um estudo de revisédo
realizado por Siepmann & Siepmann (2008), se condi¢cOes perfeitas de dialise
sdo mantidas durante todo o periodo de experimento, a liberagdo do farmaco é
primariamente controlada pela difusao através da matriz do nanocarredaor (45).
A meia-vida de liberacdo da hesperetina das nanocapsulas foi 9,9483 h,
confirmando a alta eficiéncia de encapsulamento ja discutido neste estudo,
enguanto o farmaco livre apresentou uma difusao significativamente mais rapida

(tuz = 0,8716 h). No que se refere ao tipo de liberagcdo, a NC-HT obedeceu ao
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modelo de difusao de Fick. O nanossistema estudado, compreendeu um sistema
de reservatério com depésito de farmaco circundado por uma membrana
formando uma barreira de controle de liberacdo formada por PCL (40 - 44).

Nanocarreadores que apresentam liberacdo sustentada do farmaco,
podem atuar como bons sistemas de liberac&o, direcionando e melhorando a
penetracdo do principio ativo (42). A penetracdo cutanea da hesperetina livre e
nanoencapsulada foi determinada a partir da remocéo sucessiva do estrato
corneo e da extracdo do farmaco das camadas da pele. Nossos resultados
(Figura 3B) mostraram quantidades significativamente maiores (p<0,05) de
farmaco nanoencapsulado (6,31 + 0,10 pg/cm?) do que hesperetina livre (5,52 +
0,21 pg/cm?) no estrato cérneo. Em contraste, na epiderme, foi observada uma
maior quantidade (p<0,05) de hesperetina livre (7,23+0,45 pg/cm?) em relacéo
ao farmaco nanoencapsulado (5,94 + 0,07 pg/cm?). Na derme, a quantidade de
hesperetina proveniente das nanocapsulas foi de 7,63 + 0,32 pg/cm?, enquanto
a concentracdo de farmaco livre nessa camada foi de 8,23 + 0,21 pg/cm?, sem
diferenca significativa observada.

Estes resultados refletem o tipo de nanossistema utilizado, que conforme
ja fora discutido, age como um reservatorio liberando a hesperetina de forma
controlada como uma funcdo do tempo (46). Dessa forma, as nanocapsulas
controlam a penetragcdo do farmaco na pele, levando a uma quantidade
prolongada do flavonéide disponivel para a derme, como relatado anteriormente
em formula¢des de nanocapsulas poliméricas (18). A quantidade provavelmente
permeada do farmaco é considerada como tudo que foi quantificado no meio
receptor, onde observamos uma quantidade significativamente maior (p<0,05)
de hesperetina livre (3,12 + 0,14 pg/cm?) em comparag¢do com o farmaco

+

carreado pelas LNCs (1,95 + 0,08 pg/cm?). Tais achados corroboram com os
resultados apresentados a partir do ensaio de liberagdo do farmaco, que
demonstrou que a hesperetina livre difunde-se rapidamente da solucéo
hidroalcoolica, enquanto € liberada de maneira controlada a partir das
nanocapsulas.

Maiti et al (2009) e Kanaze et al (2007) realizaram estudos
farmacocinéticos com a hesperetina administrada via oral e detectaram
concentracdes seéricas maximas de 6,12 pg/mL e 623,37 ng/mL, em modelos de

roedores e humanos, respectivamente. Esses dados quando confrontados com
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a hesperetina quantificada no meio receptor, indicam que a formulagao proposta
no presente trabalho, tem acdo tépica. Uma vez que o farmaco ndo possui
guantidade suficiente para atingir a circulacédo sistémica, passar pelas fases de
metabolizacdo e tornar-se biodisponivel em concentragdo terapeuticamente
ativa nos tecidos (47, 48).

Estudos recentes demonstraram que o tamanho reduzido das
nanocapsulas permite-lhes penetrar nas células e entregar farmacos
intracelularmente sem que os mesmos sofram degradacgéo extracelular (47, 48).
Além disso, sistemas de liberacdo controlada podem prolongar a liberagéo e
aumentar o tempo de contato entre o farmaco com a pele (21). No presente
estudo, as nanocapsulas aumentaram a quantidade de farmaco retido no estrato
corneo, possivelmente devido a sua estrutura rigida (49) que mantém a liberacéo
controlada do farmaco na pele. Nanocépsulas de nucleo lipidico possuem a
caracteristica de perder sua forma algumas horas apds a aplicacdo cutanea
devido a interacdo com os lipidios do estrato cérneo (21,50— 52). Juntos estes
resultados sugerem que as nanocapsulas de nucleo lipidico sdo carreadores
interessantes para veicular a hesperetina e estudar a acéo tdpica deste farmaco.

A fim de avaliar a seguranca desta formulacéo, foi realizado o estudo de
toxicidade em linhagem de células de queratinécitos. O efeito das nanocapsulas
contendo hesperetina em células da linhagem HaCaT foi avaliado apos 24 h de
tratamento e a viabilidade celular foi determinada usando o ensaio de MTT. As
nanocapsulas contendo hesperetina foram testadas nas concentracbes de 5 a
50 pyM e foi observado que a concentracdo de 50 uM ndo afetou
significativamente a viabilidade celular (Figura 4), enquanto a hesperetina livre
na mesma concentracdo induziu morte celular nesta linhagem de células. No
entanto, apdés o tratamento com varias concentracdes de nanocapsulas
contendo hesperetina, a viabilidade celular foi aumentada de uma maneira
dependente da concentracdo. Ademais, as nanocapsulas brancas também néo
apresentaram toxicidade a esta linhagem de células, quando comparadas com
os controles. Demonstrando assim que, tanto o veiculo quanto o farmaco sao

seguros nessas concentracdes para serem administrados topicamente.
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Figura 4: Efeito de nanocépsulas contendo hesperetina na viabilidade celular de
células da linhagem HaCaT e irritabilidade cutanea em modelo de membrana
corioalantdica. (A) A viabilidade celular foi determinada por ensaio MTT e 0s
resultados expressos em porcentagem em relacdo ao controle. Células da
linhagem HaCaT foram tratadas com NCHT (nanocapsulas contendo
hesperetina), nanocapsulas brancas (NCBR), hesperetina livre e DMSO nas
concentracfes de C1 a C6 (5 a 50 uM) e comparadas com o controle. (B - D)
Irritabilidade cutanea pelo ensaio HET-CAM. (B) NaOH 1N (controle positivo) que

mostra hemorragia, lise vascular e coagulacéo; (C) solucdo salina (controle

negativo); (D) NCBR; (E): NCHT.
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Tabela 3: Escores de irritacéo (I) baseados no teste de Het-CAM

Amostra | + DP Classificacao
NaOH 0,1N (controle positivo) 16,34 + 0,2 Severamente irritante
Salina (controle negativo) 0,0+0,0 N&o irritante
NCHT 0,0+0,0 N&o irritante
NCBR 0,0+0,0 N&o irritante

O potencial de irritagdo cutdanea das nanocapsulas de hesperetina foi
avaliado pelo escore de irritacéo () utilizando o ensaio HET-CAM. O | foi usado

para determinar se as formulagdes poderiam causar alguma irritagcdo. Valores de
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| entre 0 e 0.9: significam que as formulagdes sao nao irritantes; 1 - 4.9: potencial
de irritacdo leve; 5 - 8,9 potencial de irritacdo moderada e 9 - 21 potencial de
irritacdo grave, de acordo com Luepke (1985) e Sahle et al (2014) (32,33). A
solucdo de NaOH 1N foi utilizada como controle positivo e exibiu valor de | de
16,34 + 0,2 (Tabela 3), o que demonstra o seu grave potencial irritante. Por outro
lado, a solucéo de salina (controle negativo) foi ndo irritante com valor | de 0. Da
mesma forma, as nanocapsulas de hesperetina e nanocapsulas brancas
também mostraram | de 0, pois ndo houve hemorragia, lise vascular e
coagulacdo na CAM apoés a aplicacdo das formulacdes, nas concentracdes
trabalhadas nesse estudo (Figura 4B-D). Portanto, os resultados mostraram
claramente que as nanocapsulas de hesperetina ndo séo irritantes e podem ser
utilizadas em formulagdes ou biomateriais para aplicagao na pele.

Dado o potencial desta formulacdo, do ponto de vista fisico-quimico e de
seguranca para aplicacao topica, as NC-HT foram impregnadas em fibras téxteis
como alternativa aos tratamentos convencionais prescritos para insuficiéncia
venosa cronica. Existem alguns estudos que utilizaram diferentes tecidos
(poliamida, poliuretano e viscose) impregnados com produtos naturais
(troxerrutina e aescina) para o tratamento dessa doenca. No entanto, esses
trabalhos utilizaram ciclodextrinas como plataforma de administracdo dos
farmacos (25,26,29), enquanto nosso estudo fez uso de nanocépsulas de nucleo
lipidico para veicular hesperetina, uma potencial candidata para o tratamento da
insuficiéncia venosa. Para tal, a formulacdo desenvolvida foi impregnada em
fibras de algodao natural ou fibra sintética (poliamida, obtida com g-caprolactama
ou hexametilenodiamina e acido adipico) largamente empregadas na fabricacao
de meias de compressao elastica (Figura 5) (53 - 55). A densidade relativa das
formulacbes foi determinada para calcular a quantidade de nanocapsulas
borrifadas nos tecidos. Os tecidos foram pesados antes e depois da aplicacéo
das formulacbes (trés vezes). Os valores das densidades da NC-HT e da HT
livre foram de 1,03 e 0,93 mg/mL, respectivamente.

87



Figura 5: Imagens obtidas por Microscopia eletronica de varredura de
hesperetina nanoencapsulada (NC-Hst) e solucdo hidroalcodlica (HT livre)
impregnada em fibra de algodéo (A) e poliamida (P) em diferentes aumentos
(3000x e 5500x).
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No que se refere ao teor de farmaco nos tecidos apds impregnacao, foi
possivel observar que a fibra de algodao apresentou menos farmaco livre (Figura
6A) (93.033,91 + 2.684,81 pug/cm?) e nanoencapsulado (387.633,40 + 8.331,20
ug/cm?) quando comparado com a fibra de poliamida (Figura 6B) (HT livre:
358.577 + 1.686,82 pug/cm? e NC-HT: 1.281.281 + 5.074,31 pg/cm?). O melhor
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perfil de impregnacdo das amostras em fibras de poliamida (Figura 6C),
especialmente em relagcdo as nanocapsulas, pode ser explicado porque os
polimeros tém a caracteristica de se unirem através de forcas intermoleculares
mais fracas, como forgas de van der Waals, ligacéo de hidrogénio ou interacao
dipolo-dipolo. Além disso, a interacdo polimero-polimero entre o tecido e o0s
polimeros das nanocapsulas é bastante eficaz (54). Isso significa que uma
interacdo entre os dois polimeros € suficiente para produzir um alto nivel de
adesividade das formulacdes. Este tipo de interacdo é uma ligagédo de hidrogénio
entre a poliamida doadora de H do grupo NH e o grupo receptor C = O presente
na PCL.

Figura 6: Imagens e quantificacdo do teor de farmaco dos tecidos apds
lavagens. (A) Micrografias eletronicas de varredura de hesperetina
nanoencapsulada (NC-HT) e solucéo hidroalcodlica (HT livre) impregnada em
fibras de algodéo e (B) poliamida ap6s 1 (L1) e 5 lavagens (L5). (C) Teor de

hesperetina nos tecidos apés lavagens (n=3; p<0,05).
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ApdOs uma e cinco lavagens, a poliamida apresentou 2,54 e 2,80 vezes
mais NC-HT, respectivamente, que o algoddo (Tabela 3). Imagens de
Microscopia Eletrbnica de Varredura (Figura 6) corroboram com esses dados,
mostrando um melhor perfil de impregnagdo em amostras de fibras de poliamida.
Além disso, com uma ampliacdo de 30x (Figura 5), € possivel observar a
estrutura e disposicdo das fibras. As fibras de algoddo sdo mais fechadas,
enquanto as da poliamida sd8o mais abertas com espaco para melhor
impregnacao. Além disso, nanocépsulas de tamanho micrométrico (Tabela 4)
foram observadas na 4gua em que o algodéo foi lavado, em contradicdo ao que
foi exposto durante a caracterizacdo e as particulas impregnadas em poliamida
(Tabela 2). Esse dado sugere que tais particulas aderem as fibras de algodao na
forma de aglomerados (como mostrado nas imagens de MEV — Figura 6A), uma
vez que nao ha espaco suficiente para a adesao individualizada, como é o caso
da poliamida. O alto valor negativo do potencial zeta de NC-HT na poliamida
pode ser atribuido a poliamida sozinha, pois ela tem um alto potencial zeta
negativo, conforme mostrado por Espinosa-Jiménez (2001) (55). Apés a
lavagem dos tecidos, observou-se que as formula¢gdes foram mais adesivas na
poliamida. Sendo assim, este tecido foi definido como a plataforma de escolha
para veicular nanocapsulas de hesperetina na realizacdo dos estudos

subsequentes.

Tabela 4: Distribuicdo de tamanho de paricula obtida por espalhamento de luz
dindmico e potencial zeta de NC-HT impregnadas em diferentes tecidos apo6s

lavagens com agua.

Amostra @ (nm) PDI ¢(mV) D(4,3) (nm) D(0,5) (hnm) Span

NC-HT/A 1.158 0,932 -3,66 473 360 2,36
NC-HT/P 863,40 0,824 -28,3 160 145 1,18

Nota: A: algodéo; P: poliamida; g: diametro das nanocapsulas; PDI: indice de polidispersividade;
D (4,3): diametro das patrticulas; D (0,5): diametro de 50% das particulas com base no volume;

Span: extenséo da distribuicdo de tamanho.

O perfil de penetracdo/permeacdo (Figura 7) das nanocapsulas
impregnadas em poliamida através da pele de orelha suina mostrou que as

particulas foram capazes de conduzir o farmaco do tecido para a pele. Onde

91



penetrou e foi quantificado na derme sem diferenca significativa nesta camada,
assim como no meio receptor (etanol a 50%). As nanocapsulas e a hesperetina
livre foram capazes de deixar o tecido e permear as camadas da pele com uma
diferenca significativa apenas no estrato corneo e epiderme. Por se tratar de um
sistema de liberacdo controlada, os elevados niveis de formulagéo na epiderme
sugerem que as NC-HT penetraram/permearam nas camadas da pele em funcéo
da sua cinética de liberacdo. Ademais, a presenca de nanocapsulas em
diferentes camadas da pele, podem ser interessantes para o tratamento de
lesdes tdépicas, como Ulceras venosas, a depender do nivel e extensdo de
comprometimento da lesdo. E importante notar que apés 24 horas houve uma
quantidade quase idéntica de NC-HT e HT livre nas fibras de poliamida (0,25 +
0,01 e 0,24 + 0,02 pg/cm?, respectivamente) indicando que praticamente toda a
formulacéo foi liberada do tecido para a pele, onde atingiu as camadas mais
profundas obedecendo o seu mecanismo de liberacdo controlada. Radu et al
(2016) salientaram que os principais fatores que contribuem para a liberacao de
farmacos de fibras téxteis para a pele sado sudorese, friccdo e enzimas cutaneas
(28). Diante do exposto, a poliamida € uma boa plataforma para veicular
nanocapsulas contendo hesperetina, sendo portanto promissora no tratamento
de doencas venosas, devido a sua seguranca, potencial ndo irritante e atividade

vasoprotetora do farmaco.

Figura 7: Perfil de penetracdo/permeacdo cutanea de hesperetina
nanoencapsulada (NC-HT) e farmaco livre (HT livre) impregnados em fibras

téxteis de poliamida (P). *p <0,05; n=6.
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3.4. CONCLUSAO

Em concluséo, as nanocapsulas de nucleo lipidico foram formuladas com
sucesso, mostrando caracteristicas adequadas de tamanho e distribuigdo. Além
disso, essas formulacdes apresentaram liberacdo controlada através de um
modelo de liberacéo por difusdo de Fick. A adesédo das nanocapsulas aos tecidos
apos as lavagens foi considerada maior na poliamida em comparacdo com as
fibras de algodédo. Esta por sua vez, foi capaz de veicular as nanocapsulas do
tecido para as camadas mais profundas da pele, onde exercera efeito local, sem
irritacdo nem dano celular, demonstrando a seguranca da formulacdo. Estes
dados apoliam futuros ensaios clinicos que avaliem o efeito de meias
compressivas impregnadas com nanocépsulas de hesperetina para o tratamento

de manifestagfes clinicas da doenga venosa.
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CAPITULO IV

AVALIACAO DO USO DE MEIAS COMPRESSIVAS IMPREGNADAS COM
NANOCAPSULAS DE HESPERETINA NA CICATRIZACAO DE ULCERAS
VENOSAS: UM RELATO DE CASO

As avaliacGes apresentadas neste capitulo foram realizados no Ambulatério de Cirurgia Vascular
do Hospital Universitario da UFS, sob supervisdo da médica cirurgid-vascular Dra. Cristiane Vilaca
Campos Gomes, através de financiamento oriundo do edital MCTI/CNPqg N°01/2016 - Faixa B e

apoio da Sigvaris-Brasil e Farmacos Farmacia com Manipulacao.
O artigo oriundo deste capitulo foi submetido ao Periddico Angiology (FI: 3.02)

Apresentacéao
A insuficiéncia venosa crénica (IVC) é uma doenca altamente prevalente que afeta milhdes de
individuos. As manifestacdes clinicas seguem a classificacdo CEAP e consistem em veias
varicosas, edema, eczema, lipodermatoesclerose ou ulceracdo venosa. Diferentes alternativas
terapéuticas tém sido discutidas, mas clinicamente as meias compressivas ainda sdo o padrao
ouro para o tratamento da doenca. Além disso, medicamentos orais venoativos do grupo dos
flavondides tem sido prescritas para aliviar os sintomas clinicos da doenca. Nesta perspectiva,
nosso grupo de pesquisa desenvolveu um método seguro e eficiente para impregnar nanocapsulas
a base de hesperetina (capitulo 3 desta tese) em fibras téxteis usadas na fabricacao de meia de
compressdo. Este biomaterial é capaz de controlar a liberacdo do farmaco e promover sua
permeacdo até camadas internas da pele, sendo resistente a varias lavagens. Para investigar
clinicamente seu potencial cicatrizante em Ulceras venosas, realizamos um ensaio piloto sob
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Sergipe-Brasil: CAAE - 1428318.7.0000.5546 e consentimento do paciente. Que utilizou o
biomaterial durante seis meses e ap0s trés meses de tratamento, as Ulceras iniciaram 0 processo
de cicatrizacdo, melhorando sua qualidade de vida. Este trabalho contribui para futuras
investigagdes clinicas com um maior numero de pacientes em estudos multicéntricos com Ulceras

venosas para evidenciar ainda mais a potencialidade desta nova tecnologia.
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4.1. INTRODUCAO

A insuficiéncia venosa crénica (IVC) € uma condicéo clinica debilitante e
altamente prevalente que afeta milhdes de individuos principalmente nos paises
ocidentais (1, 2). Essa doenca é atribuida a varios fatores como predisposicéo
genética e desequilibrio da sintese de proteinas (colageno tipo | e tipo Ill),
causada por metaloproteinases de matriz (MMPSs), levando a um remodelamento
anormal e distensibilidade das veias associado a reducdo da elasticidade (3).
Além disso, o receptor VEGFR-2, responsavel pela manutencao da viabilidade
endotelial, também é degradado pelas MMPs, conduzindo a um estado de morte
celular, que associada com a degradacdo da matriz extracelular, leva ao
desenvolvimento da IVC (4).

Assim, a doenga manifesta-se com uma variedade de sinais e sintomas
causados pela incompeténcia valvular ou refluxo, advindos da hipertenséo
venosa (5). A IVC pode resultar em varizes, edema, eczema,
lipodermatoesclerose ou ulceracdo venosa, a mais avancada manifestacao
clinica da doenca, que esta fortemente associada ao refluxo (6). A maioria das
internacdes hospitalares nos Estados Unidos € devido a Ulceras venosas,
ocorrendo em aproximadamente 20.550 pacientes a cada ano, 0 que gera um
custo de tratamento de US$ 3 bilhées/ano (7). O tratamento clinico de primeira
escolha da IVC é reconhecido mundialmente como meia de compressao
composta por pressdes externas iniciais de 20 a 30 mmHg (8). Digno de nota,
estudos tém demonstrado o efeito positivo dos flavondides (como a fracdo
flavondica purificada micronizada - associacdo de diosmina e hesperidina) no
processo cicatricial de Ulceras venosas (9). Entretanto, essas alternativas
terapéuticas séo reconhecidas pela baixa biodisponibilidade oral, associada a
presenca de efeitos colaterais, principalmente distarbios gastrointestinais (10).

A luz dessas consideragdes, nosso grupo de pesquisa publicou
recentemente um método novo e eficiente para impregnar nanocapsulas a base
de hesperetina em fibras téxteis usadas na fabricacdo de meias de compresséo
(descrito no capitulo 3 desta tese). Nossos resultados demonstraram claramente
a liberacdo controlada do farmaco com permeacao/penetracdo subsequente
dessas nanocapsulas do tecido para a derme, enquanto manteve as particulas

remanescentes aderidas ao tecido durante sucessivas lavagens (11). Esta
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tecnologia nao foi relatada anteriormente e pode ser uma excelente plataforma
para tratamento topico, promissora no tratamento de Ulceras venosas.

A hesperetina € um favondide derivado da hesperidina, um produto
natural seguro e comercialmente disponivel, com atividades antioxidante,
antiinflamatdria e vasoprotetora bem descritas na literatura (12). Em vista disso,
a hesperetina € promissora na manutencdo da saude vascular, segura e néo
irritante, conforme demonstrado no capitulo 3 desta tese. Para entender o papel
deste farmaco no processo de cicatrizacéo de Ulceras venosas, foram realizadas
investigacdes de docking entre a hesperetina e o receptor VEGFR-2, envolvido
na cascata patoldgica da IVC. O produto natural é teoricamente (-51 kcal / mol)
capaz de atingir o receptor VEGFR-2, geralmente clivado pelas MMPs, na
doenca venosa, restaurando a viabilidade endotelial (4) (Figura 1). Esse
mecanismo provavelmente esta envolvido no processo de cicatrizacdo das
Glceras, uma vez que o farmaco interage com o receptor evitando sua

degradacéao pelas MMPs.

Figura 1: Mecanismo tedrico da ligacdo da hesperetina no receptor de
membrana VEGFR-2. O flavondide faz interacGes estéricas com THR 31 da
cadeia A, e ambos, LEU 32 e THR 31 da cadeia B. Também foram realizadas
ligagOes de hidrogénio entre GLY 59, THR 31, GLN 37 e ARG da cadeia A. Nota:
Gly: Glicina; Leu: Leucina; Thr: treonina; GIn: glutamina; Arg: Arginina.

Fonte: Menezes, P.P. (2019)

Portanto, este estudo tem como objetivo apresentar o relato de caso de

um paciente com Ulceras de grande extenséo, recidivas e ndo cicatrizadas. Os
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desfechos dessa avaliacdo concentram-se na melhora da qualidade de vida do
paciente, bem como obter uma melhor compreensdo da eficacia dessa

tecnologia no processo de cicatrizacdo de Ulceras venosas.

4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Desenho do estudo

O paciente (sexo masculino, 50 anos, IMC: 34,1, escolaridade: ensino
médio completo) foi informado pelos pesquisadores sobre todos os
procedimentos utilizados no estudo para que ndo ocorresse nenhuma duvida
e/ou qualquer tipo de constrangimento. Entdo, aceitou participar da pesquisa
mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Foi
submetido as condutas médicas protocoladas pela unidade de servigco
(Ambulatério de Cirurgia Vascular do Hospital Universitario - HU/UFS), e
orientado a utilizar a meia (3/4, 20 — 30 mmHg) contendo nanocapsulas de
hesperetina produzidas sob condicGes assépticas (descritas no capitulo 3 desta
tese) apds acordar. A meia foi indicada para ser utilizada durante todo o dia,
podendo realizar suas atividades normais. As avaliacdes foram conduzidas
respeitando o mascaramento triplo-cego do estudo. O paciente foi avaliado nos
tempos zero (T0), trés (T3) e apos seis meses (T6) de tratamento. As avaliacdes
consistiram em registro fotografico, avaliagdo das caracteristicas da pele na
regido perilesional, avaliagdo da qualidade de vida mediante respostas ao
guestionario Aberdeen e escala visual analégica para mensuracao da dor, bem

como ultrassom com doppler

4.2.2. Avaliagcdo Macroscopica

O paciente foi avaliado macroscopicamente quanto a reducédo do edema,
eritema e irritagcdo cutdnea. Nos tempos pré-determinados, foi realizado o
registro fotografico padronizado da area lesionada por uma camera digital
(Nikon® D3400), posicionada a aproximadamente 40 cm da regido
comprometida, perpendicularmente a sua superficie. Em seguida, as imagens
digitalizadas no formato JPG foram analisadas quanto ao indice de retracdo da
Ulcera através do software Image J®, que é um processador e analisador de

imagens em Java de dominio publico. A analise das imagens através do software
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permitiu a quantificacdo da taxa de reducdo das areas comprometidas. Para

calcular o indice de retracdo da lesao, foi utilizada a equacao 1, onde:

_ T0-T6
710

TC

* 100 Equacéo 1

TC: taxa de cicatrizagdo; TO: inicio do estudo; T6: final do estudo.

4.2.3. Avaliacao das caracteristicas da area perilesional

Os indices de melanina, eritema e hidratacdo da pele foram mensurados
na regido dos membros inferiores do paciente nos tempos zero, trés e seis
meses. Para tal, foram utilizadas sondas nédo invasivas que captam sinais da
superficie da pele e os enviam para o equipamento Cutometer® dual MPA 580
(Courage e Khazaka, Colbénia, Alemanha), onde sdo processados os dados.
Antes das medidas, o paciente ficou em repouso para aclimatacdo por um
periodo de 30 min em ambiente com temperatura e umidade controladas
(temperatura: 20-22 °C; umidade: 45-55%) no Ambulatério de Cirurgia Vascular
do HU/UFS.

A pigmentacdo da pele foi determinada em fungcdo da melanina e
hemoglobina (eritema) com uma sonda Mexameter MX® através do principio de
absorcao de luz em diferentes comprimentos de onda. O resultado das medi¢des
foi mostrado em duas janelas distintas na tela do monitor: “E” para os valores de
eritema e “M” para os valores da melanina. O nivel de hidratacdo da pele foi

analisado através da sonda Sebumeter® SM 815.

4.2.4. Avaliacédo da Qualidade de Vida

O Questionario Aberdeen para Veias Varicosas (AVVQ) € um instrumento
validado transculturalmente para a realidade brasileira em uma amostra de 107
pacientes com doenca venosa cronica por Leal et al (2012) (13). O AVVQ possui
quatro dominios: dor e disfungéo, aparéncia estética, extensdo da varicosidade
e complicacbes, sendo composto por 13 questdes e tempo de aplicacdo
estimado em aproximadamente 5 minutos. A primeira questao consiste em um

diagrama para representacéo, por desenho, do local de percepcao das varizes
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em cada membro acometido. As demais questdes envolvem perguntas objetivas

acerca de dor e impacto social dos sintomas da doenca.

4.2.5. Escala Visual Analégica (EVA)

A EVA foi desenvolvida para mensurar e expressar a percepcao da dor,
podendo ser representada em valores numéricos de 0 a 10, sendo 0 para
nenhuma dor e 10 para pior dor possivel. O paciente foi avaliado quanto a esta

escala nos tempos TO, T3 e T6 (14).

4.2.6. Ultrassom com Doppler

O estudo avaliou os diametros venosos da veia safena magna nas regioes
da juncéo safeno-femoral, proximal, joelho e distal de ambas as pernas. O exame
foi realizado em modo-B com analise espectral pelo Doppler, conforme
preconizado nas Diretrizes da Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia
Vascular — SBACV (15). Para tal, foram utilizados transdutores lineares de 5 a
7,5 MHz para avaliar o membro inferior até o ligamento inguinal, e um curvo de
2 a 3,5 MHz para avaliar os vasos iliacos e a cava inferior. O exame foi iniciado
com o paciente em posicdo supina onde foi testada inicialmente a perviedade e

a seguir as manobras de refluxo com valsalva e compressées proximais.

4.2.7. Aspectos Eticos

Este estudo respeitou o0s principios éticos previstos nos termos da
Resolucdo 466/12 (16), versdo 2012, do Conselho Nacional de Saude do
Ministério de Saude sobre pesquisas envolvendo seres humanos, bem como as
normas e resolugdes advindas do Grupo Mercado Comum (GMC) N°129/96 (17),
obedecendo a Lei 6.360 (23 de setembro de 1976) (18), em especial o Art. 76,
regulamentada pelo Decreto N° 79.094 (05 de janeiro de 1977) (19). Também
foram respeitadas as boas praticas de pesquisa, assim como a regulamentacéo
para a realizacéo de pesquisa clinica, legislada pela ANVISA, em 20 de fevereiro
de 2015 (20). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal de Sergipe (UFS) (CAAE: 91428318.7.0000.5546).
Além disso foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob
namero de registro: RBR-5n9cmf e nimero universal de ensaios clinicos (UTN):
U1111-1217-7510.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante da interacdo da hesperetina com o receptor envolvido na
patogénese da doenca, decidimos investigar a resposta clinica desse flavonoide
em um paciente com ulceras venosas de grandes extensfes. Paciente EGJ
(GTP8_747231), homem, 50 anos, com Ulceras venosas simétricas nao
cicatrizadas em ambas as pernas, desde 2014. O paciente fora tratado com bota
de Unna, Melilotus officinalis L. e benzilpenicilina benzatina seis meses antes do
inicio da nova terapia descrita neste estudo, sem nenhum sucesso. A presente
investigagdo teve abordagem quantitativa e qualitativa com vistas a obter uma
melhor compreensédo sobre a melhora da cicatrizagéo de Ulceras venosas, bem
como a qualidade de vida do paciente durante o tratamento. Clinicamente, trés
objetivos devem ser alcancados para obter sucesso no tratamento de Ulceras
venosas. Estes incluem cicatrizacdo da lesdo, melhora na qualidade de vida do
paciente e reducdo da hipertensdo venosa, eventos que estdo diretamente
relacionados entre si.

Diante disto, acompanhamos o0 paciente durante seis meses e
observamos uma potencializacdo no processo cicatricial das Ulceras durante o
uso da meia compressiva impregnada com hesperetina. Macroscopicamente,
podemos observar que o processo de cicatrizacao teve inicio apds trés meses,
com grande porcentagem (92,8%, 93,1% e 47,3%) de retracdo da area da lesé@o
no final do estudo (Figura 2). Inferimos ainda, que a associacdo do fator
compressdo, com as atividades venoativas da hesperetina, parecem ser
eficientes para cicatrizar totalmente lesdes de pequena extensao e profundidade
(Figura 2C). Em contraste, lesdes profundas e maiores, necessitam de um tempo
maior que seis meses, para obtencao do sucesso no desfecho clinico avaliado
(Figura 2A e B).
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Figura 2: Visdo macroscopica do processo de cicatrizacdo e quantificacdo da
retracdo da lesé@o. (A) perna direita, (B) porcdo medial da perna esquerda, (C)

porcao lateral da perna esquerda nos tempos 0 (TO), apds trés meses (T3) e

apos seis meses (T6).

A . . -

Cicatrizagao: 92,8%

Pernadireita

Cicatrizagao: 47,3%

Porgdo medial da pema esquerda

T3 T6

Cicatrizagao: 93,1%

Porgdo lateral da pema esquerda
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As condi¢cbes da pele nas areas perilesionais, como hiperpigmentacéo,
desidratacdo e eritema (Figuras 2 e 3), estdo associadas a cronicidade da
doenca e a néo cicatrizacao (21). A pigmentacao da pele muda durante o curso
da IVC, tornando-se grave a medida que a doenca avanca. No entanto, esse
mecanismo ndo esta completamente elucidado. De fato, a anormalidade do
metabolismo da melanina (dérmica e epidérmica) desempenha um papel
importante na discromia da pele (22). Em nosso estudo, observamos uma
reducdo (Figura 3A) da deteccdo de melanina nos primeiros trés meses de
tratamento associado ao processo de cicatrizagdo das Ulceras, principalmente
na perna direita, que apresentava menos lesées. Em geral, as Ulceras venosas
tardias e ndo cicatrizadas tém uma alto grau de eritema ou vermelhiddo e
importante desidratagdo devido a inflamagcdo e infecgcdo associadas.
Observamos, entéo, reducédo do eritema (Tabela 1 e Figura 3B) e aumento dos
escores de sebo (Tabela 1 e Figura 3C). Estes dados apontam eficacia da
terapéutica utilizada tanto na cicatrizacéo de Ulceras, bem como no clareamento
da pele, necesséario em pacientes que apresentam CEAP a partir de 4. Tsai et al
(2010) avaliaram a eficacia de uma microemulsdo contendo hesperetina e
relataram que o farmaco poderia ser usado como um agente clareador eficaz,
devido as suas propriedades antioxidantes e antiinflamatorias (23). Juntos,
esses resultados sugerem, respectivamente, uma melhor perfusao e restauracao
da funcéo de barreira cutéanea, o que corrobora com o progresso da cicatrizacao
das ulceras (Figura 2) (24).

Tabela 1: Parametros da pele na area perilesional de Ulceras venosas, avaliados
pelas sondas Mexameter® MX 18, Tewameter® TM 300 e Sebumeter® SM 815

nos tempos 0, apos trés meses, e apds seis meses.

Perna Direita Perna esquerda
Tempo Melanina Eritema Sebo Melanina Eritema Sebo
(meses) (a.u.) (a.u.) (ug/cm?) (a.u.) (a.u.) (ng/cm?)
0 608 345 4 768 517 1
3 324 367 15 5292 354 11
6 448 385 0 629 379 0
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Figura 3: Par@metros da pele na area perilesional de Ulceras venosas, avaliados
pelas sondas Mexameter® MX 18 (A e B) e Sebumeter® SM 815 (C). As medidas
foram realizadas diretamente ap6s a remocao do curativo e limpeza da Ulcera.
Todas as medidas foram realizadas em condicdes ambiente padronizadas
(25°C, 55% umidade), e trés leituras consecutivas foram realizadas no mesmo

local nos tempos 0 (TO0), apos trés meses (T3) e apos seis meses (T6).
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Relatos recentes tém demonstrado o impacto negativo na qualidade de
vida de pacientes com Ulceras venosas (25, 26). Essa variavel tem um impacto
pessoal notavel, principalmente devido a dor intensa, sono comprometido,
dificuldade de deambulacéo e prejuizo nas atividades sociais e laborais (25). O
questionéario Aberdeen (AVVQ) € um instrumento padronizado e genérico para a
avaliacdo da qualidade de vida relacionada com a doenca venosa. Este
instrumento € uma medida especifica de avaliacdo da percepcao do paciente
guanto a qualidade de vida e gravidade da doenca, sensivel a aspectos inerentes
a mesma, focalizando seus sinais e sintomas, e avaliando dimensdes
importantes comprometidas da qualidade de vida. Teve suas propriedades
clinimétricas constatadas como boas, em seu pais de origem, sendo utilizado em
varios estudos (27). O AVVQ foi validado no Brasil e tem sido utilizado como um
importante instrumento para mensurar os desfechos relacionados ao paciente,
especificamente para intervencgdes de IVC (13). E pontuado de 0 a 100, onde 0
significa a melhor qualidade de vida e 100 a condigdo mais grave, na percepgao
do paciente (28). Como pode ser observado na Figura 4, tanto o AVVQ quanto
o EVA, instrumento amplamente utilizado para medir a intensidade da dor
(escala de dor de 0 a 10) (29), concordam com os resultados supracitados. O
paciente-caso relatou melhora na sua qualidade de vida (escore AVVQ: 91,6 -
31,2) diretamente associada a diminuigdo da dor (escore EVA: 7 - 0) resultante

da cicatrizag&o das ulceras (30).
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Figura 4: Mapa de calor apresentando os escores do Questionario de Varizes
de Aberdeen (AVVQ) - percepcédo da qualidade de vida - e da Escala Visual
Analdgica (EVA), respectivamente, ambos da perspectiva do paciente, nos

tempos 0 (TO), apos trés meses (T3) e apos seis meses (T6) de avaliacao.

TO T3 T6

I I
o T

EVA

Nota: Vermelho: grave; Laranja: moderada; Amarelo: suave; Verde: nenhum

A ultrassonografia com Doppler venoso é a modalidade de diagndstico
padrdo-ouro para avaliacdo e monitoramento da resposta apds terapia da
doenca venosa (31). O diametro venoso dos diferentes segmentos da veia
safena magna (VSM) observado em nosso estudo foi linearmente reduzido
(Figura 5) durante o processo de cicatrizacdo, sem diferenca estatistica entre os
momentos avaliados. Segundo relatos anteriores, o limite normal do calibre da
VSM é de 4 mm (32,33). Nesse sentido, esse valor pode estar sugerindo um
possivel beneficio do uso associado de meias compressivas e hanocapsulas de
hesperetina, devido a atividade hipotensora do flavondide. O refluxo venoso nos
membros inferiores € uma manifestacdo de um processo degenerativo na parede
venosa (32, 34). Nossos achados ressaltam o refluxo na porgéo distal em ambas
as pernas e se mantiveram até o terceiro més de tratamento, principalmente na

perna esquerda, mais comprometida.
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Figura 5: Reducédo do diametro da veia safena magna (VSM) nas porc¢des da
crossa (A), (B) terco médio de coxa, (C) joelho e (D) terco médio de perna,

observado durante o periodo de cicatrizacao.
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Nota: TO: inicio do estudo; T3: avaliacdo apés trés meses; T6: avaliagdo apds seis

meses.

Em conjunto, esses dados nos fornecem indicios de potencializacao da
cicatrizacdo das ulceras, melhora na qualidade de vida do paciente e reducédo da
hipertensdo venosa, achados clinicos que configuram sucesso no tratamento,
em relac@o ao uso das terapias convencionais. Todavia, este estudo € limitado
por um pequeno tamanho da amostra, o que pode enfraquecer o poder de

conclusao.

4.4, CONCLUSAO

Para o melhor do nosso conhecimento, este € o primeiro relato de uma
nova meia compressiva carregada com nanocapsulas de hesperetina que
demonstrou sucesso como um adjuvante na cicatrizacdo de Ulceras venosas.
Todos os parametros avaliados indicaram a influéncia positiva do uso de
hesperetina associada a compressdao na melhoria da qualidade de vida em

decorréncia da cicatrizacdo. Desse modo, este trabalho contribui para futuras
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investigag@es clinicas com um maior numero de pacientes com Ulceras venosas
em estudos multicéntricos para evidenciar ainda mais a potencialidade desta
nova tecnologia. Ademais, investigacfes adicionais sdo encorajadas a fim de
elucidar biologicamente o mecanismo de acdo das nanocapsulas contendo
hesperetina na cicatrizagéo de Ulceras através do desenvolvimento de modelos

gue mostrem a expressao dos mediadores envolvidos neste processo.
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CONSIDERACOES FINAIS




Diante do exposto, podemos observar a versatilidade da nanotecnologia
no que se refere ao desenvolvimento de plataformas para investigacdo de
doencas, bem como alternativas terapéuticas. Com o rapido avangco no
desenvolvimento de técnicas de fabricacdo em 3D e sintese de novos materiais,
tais biomateriais funcionais projetados incorporando varios componentes do
microambiente celular, podem ser utilizados para a regeneracdo de tecidos
complexos e fabricacdo de modelos de doencas in vitro. Ademais, esses
biomateriais podem ser Uteis para além de compreender modelos patoldgicos,
investigar a eficacia de tratamentos regenerativos baseados no uso de células
tronco associadas com 0s precursores especificos para sintese de proteinas,
como 0 mRNA. Apesar de todos os esforgos realizados nas areas de engenharia
de tecidos e medicina regenerativa, associados com recursos nanotecnoldgicos,
muito ainda ha de se estudar a fim de biofabricar plataformas de investigacao e
tratamento especificas para doencas vasculares, o que ainda € o principal
desafio nestas areas. Por outro lado, o uso de biomateriais inteligentes capazes
de liberar de forma controlada o principio ativo para o tratamento local de
doencas como Ulceras venosas, tem avancado mais rapidamente, configurando
um importante ganho para a terapia utilizada clinicamente. Dessa forma, os
resultados apresentados nesta tese propdem tecnologias inovadoras e seguras
para o tratamento de Ulceras venosas contribuindo para o sucesso terapéutico,
sem relatos de efeitos adversos associados. Além disso, 0 uso de meias
compressivas impregnadas com flavonéide nanoencapsulado, contribuiu para
desfechos clinicos desejados como melhora da qualidade de vida e cicatrizacao
de Ulceras associada com melhora na hipertensdo venosa.

De forma complementar ao contelddo desta tese, o presente material
contém apéndices que apresentam artigos desenvolvidos paralelamente a
execucgao desta obra, que tratam de dados complementares cujos resultados
contribuiram para a compreensdao dos demais capitulos aqui apresentados.
Neste sentido, o artigo do Apéndice A consiste na publicacdo dos resultados
gerados no capitulo 3, no International Journal of Nanomedicine, seguido do
comprovante de depdésito de patente junto ao Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI). O Apéndice B apresenta uma revisdo critica da literatura
publicada no periédico Tissue Engineering Part A, acerca das aplicacfes de
MRNA nos campos da engenharia de tecidos e medicina regenerativa. Por sua
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vez, o0 artigo do Apéndice C apresenta uma revisdo sistematica referente a
utilizacdo de ciclodextrinas em sistemas nanoparticulados publicada no
International Journal of Pharmaceutics. Este artigo contribuiu para a escolha do
tipo de nanoparticula utilizada nas diferentes etapas desse estudo. A aprovacao
no Comité de ética e Registro no ReBEC estao apresentados nos Apéndices D
e E, respectivamente. Por fim, os Apéndices F a K compreendem os materiais

utilizados durante a execucao do capitulo 4.
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LIMITACOES E PERSPECTIVAS




Esta tese de doutorado apresenta limitagdes que abrem oportunidades
para novas pesquisas. Primeiramente, a plataforma 3D desenvolvida para
estudar a resposta de células tronco ao microambiente celular, poderia agregar
além de diferentes propriedades mecénicas e geometrias, mediadores
bioguimicos envolvidos na patogénese das manifestacdes clinicas da doenca
venosa. No sentido de prevenir 0s eventos ulcerativos e/ou regenerar as lesdes
existentes. Esta terapia poderia ainda, ser baseada em um hidrogel injetavel
carregado com mRNA especifico para sintese de colageno tipo Ill, sem que o
organismo produzisse colageno do tipo | como um mecanismo de compensacao,
restabelendo a funcdo das valvulas bicuspides do endotélio vascular. Outro
ponto de fragilidade que contribui para a concepcédo de novos estudos, é a
impregnacdo das nanocapsulas contendo hesperetina durante o processo
industrial de fiagdo das meias compressivas, ou impregnagao por imersao, ou
ainda, revestir as nanocapsulas com quitosana, na perspectiva de garantir maior
adesividade das nanocapsulas de modo a suportar ainda mais lavagens do
tecido. Ademais, novos ensaios clinicos randomizados multicéntricos
envolvendo uma ampla amostra de pacientes com Ulceras venosas, €
incentivada no sentido de consolidar ainda mais os achados clinicos desta tese.
Atrelado a isso, estudos de farmacocinética utilizando sangue coletado
diretamente da veia safena, podem contribuir para a compreensdo da acao
topica da hesperetina no endotélio vascular. Outros estudos que visem
determinar o mecanismo de acdo especifico da hesperetina na cicatrizacdo de

Ulceras venosas também séo encorajados.
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Abstract: Chronic venous insufficicncy is characterized by chronic reflux disorder of blood
from the peripheral to the central vein, with subsequent venous hypertension and resulting
changes in the skin. Traditionally, nonsurgical treatments relied on the use of compression
therapy, and more recently a variety of flavonoids have been shown to have positive effects.
There have also been developments of more effective drug delivery systems using various
textiles and nanotechnology to provide new therapeutic options. Our objective was to use
nanotechnology to develop a new formulation containing hesperctin (Hst), a substance not
previously used in the treatment of chronic venous insufficiency, impregnated into textile fibers
as & possible alternative treatment of venous discases. We prepared the nanocapsules using the
interfacial deposition of preformed polymer method with an Hst concentration of 0.5 mg/mL
and then characterized the size and distribution of particles. To quantify the Hst in the
samples, we developed an analytical method using high-performance liquid chromatography.
Studies of cncapsulation efficicncy (98.81%20.28%), microscopy, drug rclease (frec-Hsi:
104.96%212.83%4; lipid-core nanocapsule-Hst: 69.90%41.33%), penctration'permeation, drug
content (0.4640.01 mg/mL) and the cffect of washing the textile after drug impregnation were
performed as part of the study. The results showed that nanoparticles of a suitable size and
distribution with controlled release of the drug and penetration/permeation into the skin layers
were achieved. Furthermore, it was established that polyamide was able to hold more of the
drug, with a 2.54 times higher content than the cotton fiber; after one wash and after five washes,
this relation was 2 B0 times higher. In conclusion, this is & promising therapeutic alternative to
be further studied in clinical trials.

Keywords: lipid-core nanocapsules, polymer, hesperctin, fabrics, impregnation, medical textiles,
polyamide, poly(e-caprolactone)
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APENDICE B - Messenger RNA Delivery for Tissue Engineering and

Regenerative Medicine Applications
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Apresentacao do artigo

O presente artigo de revisdo buscou elucidar o potencial do uso do RNA
mensageiro (MRNA) como estratégia terapéutica nas areas da medicina
regenerativa e engenharia de tecidos. A capacidade de controlar processos
celulares e direcionar com precisao a reprogramacao celular, tem revolucionado
a medicina regenerativa. Avancos recentes na tecnologia de mRNA transcrito in
vitro (IVT) com modificagBes quimicas, levaram ao desenvolvimento de métodos
que controlam a expressdo génica numa relacao espaco-temporal. Além disso,
existe um impulso atual para o desenvolvimento de abordagens seguras e livres
de integracdo a terapia genética, em pesquisas translacionais. Nesta revisao,
descrevemos estratégias de modificacdes sintéticas de IVT mRNA e tecnologias
ndo-virais para entrega intracelular. Nos fornecemos ainda, evidéncias inéditas
acerca do sucesso de abordagens de engenharia de tecidos que fazem uso de
scaffolds de hidrogéis carregados com material genético. Além disso, discutimos
o potencial transformador do uso de mMRNA em formula¢cées nanotecnoldgicas,
que uma vez incorporadas em hidrogéis permitem a manipulacdo genética
controlada para regenerar tecidos e 6rgaos in vitro e in vivo. O papel da liberagéo
de mRNA na vascularizacéo, citoprotecao e xenotransplante mediado por Cas9-
O também foi destacado. Harmonizando as interacfes do veiculo de entrega de
MRNA com scaffolds poliméricos, observamos que esta associacéo é capaz de
apresentar sinais genéticos que levam ao comando preciso sobre 0s eventos de
reprogramacdao, diferenciacdo e atividade secretiva de células-tronco - um
objetivo final para a engenharia de tecidos. Esses achados fomentaram a
hipotese de que a captacdo de mRNA nanoencapsulado incorporado em
hidrogéis, é dependente das propriedades fisico-quimicas da matriz extracelular.
Esta hipdtese foi investigada e os resultados estdo apresentados no capitulo 2

desta tese.
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Autorizagdo da Revista
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APENDICE C - Advances of nanosystems containing cyclodextrins and

their applications in pharmaceuticals
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Apresentacao do artigo

A presente revisdo sistematica foi motivada pela necessidade de compreender
quais os tipos de nanossistemas recentemente desenvolvidos e suas
potencialidades para administracdo topica de farmacos. Por muitos anos,
pesquisadores trabalharam com estruturas supramoleculares envolvendo
complexos de inclusdo com ciclodextrinas. Estes estudos resultaram em novos
medicamentos comercialmente disponiveis que foram de grande beneficio
terapéutico. Mais recentemente, pesquisas utilizando nanoparticulas, incluindo
na formulacéo ciclodextrinas, tem recebido énfase no cenario cientifico devido a
versatilidade dos sistemas e seu notavel potencial terapéutico. Esta revisédo
centra-se nos estudos publicados entre 2002 e 2018 envolvendo nanosistemas
contendo ciclodextrinas. Consideramos o tipo de nanossistema, sua importancia
no contexto de saude, as técnicas fisico-quimicas usadas para mostrar a
qualidade desses sistemas e seu potencial para o desenvolvimento de novas
formulagcBes farmacéuticas de uso tépico. Estes estudos foram desenvolvidos
recentemente e concentraram-se principalmente na ciéncia basica, sem ensaios
clinicos ainda em execucdo. E importante notar, que tais estudos n&o incluem
testes de toxicidade. Apesar dessa limitagcdo, 0s ensaios de caracterizacao
realizados, sugerem que essas novas formulacdes podem ter potencial
terapéutico. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para avaliar a eficacia
e seguranca desses nanossistemas. Diante do potencial das nanocapsulas para
veiculacéo de farmacos para administracdo topica, esta formulacao foi escolhida
como veiculo para a hesperetina. Ademais, hipotetizamos que este farmaco é
seguro, ndo irritante e eficaz para administracéo tépica. Tais hip6teses foram

investigadas e estdo apresentadas no capitulo 3 desa tese.
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APENDICE D - Parecer Consubstanciado do CEP

UFS - UNIVERSIDADE ™y Plataforma
FEDERAL DE SERGIPE %nﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADODS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO CLINICO RANDOMIZADO, CEGO, CONTROLADO DO EFEITO DE MEIAS
COMPRESSIVAS CONTENDO FLAVONOIDE MNANCENCAPSULADO NO
TRATAMENTO DA INSUFICIENCIA VENOSA CROMICA

Pesquisador: PALULA DO5 PASS0S5 MENEZES

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 91428318.7.0000.5546

Instituigdo Proponente: FUNDACAD UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADDS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.771.525

Apresentagao do Projeto:

Pesquisa intitulada "ESTUDO CLINICO RANDOMIZADO, CEGO, CONTROLADO DO EFEITO DE MEIAS
COMPRESSIVAS CONTENDO FLAVONOIDE NANOENCARSULADO NO TRATAMENTO DA
INSUFICIENGCIA VENOSA CRONICA, trata-se de um ensaio clinico fase I/l, controlads, randomizado e
triplo-cego, com abordagem gquantitativa & serd desenvolvido com 30 a 59 anos, de ambos os génerocs
atendidos no Ambulatdrio de Cirurgia Vascular do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe
(HWUFS) com insuficiéncia venosa crinica diagnosticada por cirurgido vascular apresentande CEAP 2 - 5,
a saber: (C2: veias varicosas, C3: veias varicosas mais  edema, C4a: hiperpigmentagio ou eczema, C4b:
lipodermatoesclercse ou atrofia branca, C5: dlcera vencsa cicatrizada, C8: Gleera ativa). Além disso, serdo
incluidos pacientes que através da mensuragdo do scan doppler apresentem comprometiments similar da
veia safena. A pesquisa sera desenvaolvida em duas etapas, com delineamentos metodolagicos distintos. Ma
primeira etapa do estudo, serdo coletados dados socio-demograficos e clinicos de todos os pacientes
admitidos no Ambulatorio de Cirurgia Vascular do HU/UFS. Mesta etapa, os pacientes serdo classificados
quanto ao estagio da doenga seguindo os preceitos da G|aESiﬁG—E-§5D CEAFP, utilizando-se um corte
transversal. Deste modo, 10 pacientes do Grupo controle positivo utilizardo meia compressiva convencional
e medicamento venoative de uso oral; 10 pacientes do Grupo Teste irdo utilizar meia compressiva contendo

hesperetina nanoencapsulada e produto placebo de uso oral; 10 pacientes do Grupo

Enderego: Rua Claudio Batlsta s/m®

Balmo: Sanatoro CEP: 40.060-110
UF: SE Municiplo:  ARACAJU
Telafone: (79)3194-T206 E-mall: cephuuts.br
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UFS - UNIVERSIDADE g Plataforma
FEDERAL DE SERGIPE asil

Contruaclo do Parecer 2.771.535

controle negativo ufilizagio meia compressiva convencional e produto placebo de uso oral O paciente sera
instruido & calgar a meia teste ou controle diarfamente por seis horas ininterruptas, tendo inicio ao acordar.
A partir de entSo sera iniciado o estudo comparative dos fratamentos em relagio & sua imtabilidade cutdnes,
eficacia, seguranga & qualidade na melhora dos sintomas frequentes da doenga (varizes, edema, alteragio
de pigmentagio da pele, compreendendo desta forma as classificagdes CEAF 2 - 6), seguindo os critérios
de inclus3o e exclus3o. Dessa forma, cada paciente devera comparecer ao ambulatorio de cirurgia vascular
oito vezes, incluindo dia do cadastro no ensaio clinico, enfrega do fratamento mensal e feedback da

evolugdo clinica ao longe do estude.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primaria:

- Ayaliar o efeito de meias compressivas contendo hesperetina nanoencapsulada em -:::-mp.:ir.:ig.:'m COM OS5
tratamentos atuais (Meias compressivas convencionals & meias compressivas convencionais associadas
com medicamentos venoativas orais) utilizades na pratica clinica como produtos de referéncia.

Ohjetiva Secundaria:

- Avaliar o impacto do uso de meias compressivas contendo hesperetina nanoencapsulada em comparagio
com of tratamentos convencionais na gualidade de vida dos pacientes portadores de VT acompanhades no
Ambulatorio de Cirurgia Vascular do Hospital Universitanio da Universidade Federal de Sergipe (HULFS).

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscaos:

Cs autores informam que a pesquisa apresenta riscos organicos, que alguns efeitos adversos podem ser
pontuados, a exemplo de reai_;:EEE alergénicas a qualguer um dos componentes apresentados pelas meias
compressivas contendo hesperstina nanoencapsulada, meias compressivas convencionais ou meias
COMPressivas convencionais associadas com medicamento venoativo oral. Garantemn que, caso alguma
reagin alergénica seja identificada cu relatada a inten.'enl;ﬁn sera imediatamente suspensa e o paciente
refirade do estudo. Informam que sera garantida toda a assisténcia medica necessaria ao pacients que por
ventura apresente alguma reagio indesejavel oriunda da terapia proposta neste estudo.

Beneficios:

Cs autores descrevem comao beneficio indireto para o participante da pesquisa, a melhora na qualidade de
vida em virtude da redugdo ou emradicagio dos sintomas acametados pela

Enderego: Rua Claudio Batista s/n®

Balmo: Sanattrio CEP: 40,060-110
UF: SE Municiplo: ARACAJIL
Telafona: (79)3194-TI0B E-mall- cephu@uls.br
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Contruaglo do Parecer: 2.771.535

insuficiéncia venosa crinica. Ao mesmo tempo, estardo recebendo tratamento gratuite e avaliagde
multiprofissional {medica, fisicterapéutica e farmacéutica) a cada 3 meses a contar do inicio do estudo. Apds
o terming da pesquisa. o paciente sera reavaliado pela cirurgia vascular que dard uma feedback da

evolugdo clinica do paciente e este continuara sendo acompanhado pela equipe por um ano apos o estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Fesguisa relevante, atendeu o gue reza a Resolugdo 468/2012.

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

O TCLE utiliza linguagem técnica, texto extenso com 3 laudas e somente no final decide convidar o
participante para participar do estudo. Garante o anonimate, sigile das informagdes, direite de recusa e
desisiéncia a qualquer momento sem nenhum prejuizo para os participantes da pesquisa. Informa guais
objetivos da pesquisa. Estabelece o5 beneficios indiretos esperados para os participantes da pesguisa &
como fard para amenizar eventuais desconfortes. Colocou os fones dos pesquisadores responsaveis, para
eventual necessidade de contato do sujeito da pesquisa. Informa que o TCLE esta em duas vias, & que uma
via serd entregue ao participante da pesquisa.

Consta a Folha de Rosto, devidamente assinada pelo pesquisador e também pelo responsavel pela
instituigio proponente, com carimbo.

O orgamento consta de 13 itens e o valor total de R$ 20.800.00. Informa que os recursos do projeto serdo
obtidos do laboratério do Edital MCTYCHNPQ N01/2016 - Universal.

Recomendaghes:

- Elaborar o TCLE com redag3o objetiva & com linguagem clara, acessivel a compreansao dos participantes
da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A projeto de pesquisa cumpre o gue determina a Resolugdoe 4668/2012 desde que seja re elaborado o TCLE

conforme remmendag::':ee.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Situagio
Infnrmag‘.-:':ea Basicas PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 14/06/2018 Acsitn
do Projeto ROJETO 783458.pdf 08:33:08

Enderego.  Rua Claudio Batista sm®

Balmo:  Sanatoro CEP: 49.060-110
UF: SE Municiplo:  ARACAJU
Telalona: [79)3194-7206 E-mall: cephuiGuls.br
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APENDICE E - Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos

USUARID SUBMISSOES  PEMDENCIAS

REGISTRO BRASILEIRO DE paula.dp.menezes@gmail.com 001 000

@ Ensaios Clinicos

. PT | ES | EN
NOTICIAS | SOBRE | AJUDA | CONTATO .
—
BUSCA AVANCADA
tove / suemssOes / SUMARIO DO ENSAIO VSUALIZACRO PREVIA
This trial cannot be modified because it has already been approved.
Parte Nome do formulario Situagdo (en) Situagdo (pt-br)
1 Isentificaco do ensaio O — O —
z Pabocinaderes [ Je—— [ Je——
3 GandigBes de sadde ® oo ® oo
* IntervengSes ® v ® v
s Resritamenta [ [
s Tipe do estudo ® oo ® oo
’ Destacnes ® oo ® oo
s antatos [ . [ .
e Anesos [ . [ .

0 Todos os campos obrigatdrios foram preenchidos.
Upload XML da Plataforma Brasil | Escolher arquive | Nenhum arquive selecionade
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APENDICE F -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Eu,

, RG declaro estar ciente

da minha participacdo na realizacdo da pesquisa entitulada “ENSAIO CLINICO
DUPLO-CEGO, CONTROLADO DO EFEITO DE MEIAS COMPRESSIVAS
CONTENDO FLAVONOIDE NANOENCAPSULADO NO TRATAMENTO DA
INSUFICIENCIA VENOSA CRONICA”, tendo como pesquisadores responsaveis
Prof. Dr. Adriano Antunes de Souza Araujo, da Universidade Federal de Sergipe-
UFS, a Cirurgid Vascular Msc. Cristiane Vilaga Campos Gomes e a pés-
graduanda em Ciéncias da Saude Paula dos Passos Menezes. Assim como fui
informado de que esta pesquisa tem fins exclusivamente cientificos, tendo por
objetivo principal avaliar a eficacia, seguranca e qualidade de um novo produto
para o tratamento de insuficiéncia venosa cronica. Ilgualmente, declaro estar
devidamente esclarecido (a) dos riscos minimos da pesquisa e que serei
imediatamente removido do estudo e receberei toda a assisténcia médica
necessaria caso alguma reacao indesejavel venha a ocorrer. Além disso, tenho
conhecimento de que a minha identidade estard mantida sob sigilo. Nestes

termos concordo em participar da pesquisa assinando abaixo:

Local e data

Assinatura do pesquisador(a)

Assinatura do paciente ou responsavel legal

Pesquisadores:

Prof. Dr. Adriano Antunes de Souza Araujo

(Celular: 79 99192-4545, e-mail: adriasa2001@yahoo.com.br)
Msc. Cristiane Vilaga Campos Gomes

(Celular: 79 99155-4028, e-mail: cristianevilaca@gmail.com)
Msc. Paula dos Passos Menezes

(Celular: 79 99152-9392, e-mail: paula.dp.menezes@gmail.com)

135



APENDICE G — Questionario sociodemografico — Admissé&o

Ensaio clinico duplo-cego, controlado do efeito de meias compressivas contendo

flavondide nanoencapsulado no tratamento da insuficiéncia venosa cronica

N° Prontuario: Data de admisséo:
Nome:

Endereco:

Sexo: Telefone:

Data de Nascimento: Idade:

Estado civil: Grau de instrugéo:

Pratica atividade fisica? Se sim, qual e por quanto tempo?

Faz uso de medicamentos? Se sim, quais e ha quanto tempo faz uso dessa

terapia?

Faz uso de algum medicamento topico ou cosmético para hidratacdo da pele?

Se sim, qual?

Usa meias compressivas? Se sim, ha quanto tempo?

Est4 tomando medicamento para IVC nos ultimos 6 meses? Se sim, qual?

Possui Ulcera? Se sim, h& quanto tempo?

Ja fez alguma cirurgia? Se sim, de que?

Est4 tomando antibiético nos ultimos seis meses? Se sim, qual?

Ja fez escleroterapia? Se sim h& quanto tempo?

Jé usou bota de Unna? Se sim, h& quanto tempo?

Ja usou ou faz uso de curativo multicamadas? Se sim, qual e h& quanto

tempo?

Diabético (a)? Hipertenso (a)?

Erisipela? Linfagite?

Trombose venosa profunda? Ulcera n&o venosa?
Possui alguma neuropatia? Circunferéncia Abdominal:
Peso: Altura: IMC:

CEAP dir. CEAP esq.

Ulcera em atividade? Tamanho atual (mm):
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APENDICE H —Parametros Clinicos — Admissao

Ensaie clinico duplo-cego, controlado do efeifo de meias compressivas contendo flavondide nanoencapsulado no tratamente da insuficiéncia venosa crénica

Direita

CROSSA
Digm

Ref

TERC MEDIO COXA
Diém

Ref

PONTO J

Diém

Ref

TER MEDIO PERNA
Diém

Ref
CIRCUNFERENCIA
Dism 7 cm

Diém 14 cm

Digm 21 cm

Esquerda
CROSSA Tempo de avaliacio
Dia
am Paciente
Ref
. Data
TERC MEDIO COXA
Diam CEAP dir
Ref CEAP esg

PONTO J
Dim

Ref

TER MEDIO PERNA
Diém

Ref
CIRCUNFERENCIA
Dism 7 cm

Diém 14 cm

Digm 21 cm

Tornozelo (cm)

Panturrilha (cm)

Joetho (cm)

Comprimento (cm)

Compressio

Ulcera em atividade?

Tamanho (mm)

Observagdes
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APENDICE K — Parametros Clinicos — Acompanhamento

PARAMETROS CLINICOS - ACOMPANHAMENTO

PACIENTE:

Ensaio clivico duplo-cego, controlado do efeito de meias compressivas contendo flavondide nanoencapsulado no tratamento da insuficiéncia venosa crénica

Direita

CROSSA
Dism

Ref

TERC MEDIO COXA
Dism

Ref

PONTO J

Diém

Ref

TER MEDIO PERNA
Digm

Ref
CIRCUNFERENCIA
Dism 7 cm

Dism 14 cm

Didm 21 em

Ulcera em atividade?
Tamanho (mm)

TEMPO 3
Esquerda Direita
CROSSA CROSSA
Di&m Diim
Ref Ref

TERC MEDIO COXA

Diam

Ref
PONTO J
Diam

Ref
TER MEDIO PERNA
Digm

Ref
CIRCUNFERENCIA
Ditm 7 cm

Diém 14 cm

Diam 21 em

TERC MEDIO COXA
Dizm

Ref

PONTO J

Diém

Ref

TER MEDIO PERNA
Diém

Ref
CIRCUNFERENCIA
Didm 7 cm

Diém 14 cm

Dism 21 cm

Ulcera em atividade?
Tamanho (mm)

TEMPO 6

Esquerda

CROSSA
Dism

Ref

TERC MEDIO COXA
Dism

Ref

PONTO J

Diém

Ref

TER MEDIO PERNA
Digm

Ref
CIRCUNFERENCIA
Dism 7 cm

Dism 14 cm

Didm 21 em
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ANEXOS




ANEXO A-Versdo adaptada ao Brasil do Aberdeen Varicose Veins Questionnaire
(AVVQ)
SUAS VARIZES

Desenhar, por favor, suas varizes nas figuras abaixo:

Pernas vistas de frente Pernas vistas por tras
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2. Nas ultimas duas semanas, por quantos dias suas varizes causaram-lhe dor?

(Por favor marque uma resposta para cada perna) Perna D Perna E

De forma alguma

Entre 1 e 5 dias

Entre 6 e 10 dias

Por mais de 10 dias

3. Durante as Ultimas duas semanas, em quantos dias vocé tomou remédio para

diminuir a dor de suas varizes?

(Por favor, marque um quadrado)

De forma alguma

Entre 1 e 5 dias
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Entre 6 e 10 dias

Por mais de 10 dias

4. Nas ultimas duas semanas, quanto inchaco no tornozelo vocé teve?

(Por favor, marque um quadrado)

De forma alguma

Ligeiro inchaco no tornozelo

Moderado inchaco no tornozelo (por exemplo, fazendo com que vocé

sente com seus pés levantados sempre que possivel)

Intenso inchaco no tornozelo (por exemplo, causando-lhe dificuldade

para por seus sapatos)

5. Nas ultimas duas semanas, vocé tem usado meias ou ataduras elasticas?

(Por favor, marque um quadrado para cada perna)

Perna D

Perna E

Nao

Sim, eu mesmo comprei sem prescricao do médico

Sim, meu médico prescreveu para mim, a qual eu visto

de vez em quando

Sim, meu médico prescreveu para mim, a qual eu visto

todo dia

6. Nas ultimas duas semanas, vVocé teve coceira associada com suas varizes?

(Por favor, marque um quadrado para cada perna)

Perna D

Perna E

Nao

Sim, mas somente acima do joelho

Sim, mas somente abaixo do joelho

Acima e abaixo do joelho

7. Vocé tem mancha roxa causada por pequeno sangramento de vasos sanguineos

na pele, associado com suas varizes?

(Por favor, marque um quadrado para cada perna)

Perna D

Perna E

Nao
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Sim

8. Vocé tem elevagdes, ressecamento ou manchas de pele na area de seu tornozelo?

(Por favor, marque um quadrado) Perna D Perna E
N&o

Sim, mas ndo requer tratamento médico ou de

enfermagem

Sim, e requer tratamento médico ou de enfermagem

9. Vocé estd com uma ferida de pele associada com suas varizes?

(Por favor, marque um quadrado para cada perna) Perna D Perna E
N&o

Sim

10. A aparéncia de suas varizes causa-lhe preocupacéo?

(Por favor, marque um quadrado)

Nao

Sim, sua aparéncia causa-me ligeira preocupacéo

Sim, sua aparéncia causa-me moderada preocupacéo

Sim, sua aparéncia causa-me muita preocupacao

11. A aparéncia de suas varizes influencia sua escolha de roupa, incluindo meia-calca?

(Por favor, marque um quadrado)

Nao

De vez em quando

Frequentemente

Sempre

12. Durante as Ultimas duas semanas, suas varizes interferiram com seu trabalho

doméstico ou outras atividades diarias?

(Por favor, marque um quadrado)

Nao
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Eu pude trabalhar mas meu trabalho sofreu um ligeiro prejuizo

Eu pude trabalhar mas meu trabalho sofreu um moderado prejuizo

Minhas veias impediram que eu trabalhasse um dia ou mais

13. Durante as Ultimas duas semanas, suas varizes interferiram com suas atividades

de lazer (incluindo esporte, passatempos e vida social)?

(Por favor, marque um quadrado)

Nao

Sim, meu divertimento sofreu um ligeiro prejuizo

Sim, meu divertimento sofreu um moderado prejuizo

Sim, minhas veias impediram-me de participar em todas as atividades

de lazer
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ANEXO B-Escala Visual Analégica — EVA

ODERADZ

ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA

Para utilizar a EVA o investigador questionou o paciente quanto ao seu grau de dor sendo
gue 0 significa auséncia total de dor e 10 o nivel de dor maxima suportavel pelo paciente.
O investigador abordou o paciente e realizou as seguintes perguntas:

* Vocé tem dor?

+ Como vocé classifica sua dor? (o paciente discorreu livremente sobre a sua percepcao
da dor e a sua fala foi transcrita nos registros da pesquisa)

Além disso, o paciente foi questionado e ndo sugestionado, sobre a intensidade da dor
mediante EVA ilustrada acima:

a) Se ndo tiver dor, a classificacao foi zero.

b) Se a dor for moderada, seu nivel de referéncia foi cinco.

c) Se for intensa, seu nivel de referéncia foi dez.
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