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RESUMO

O desenvolvimento galénico de fitoterapicos topicos tem sido objeto frequente de pesquisas,
incluindo produtos com acdo cicatrizante. Dentre o grande arsenal da flora brasileira, a
Rhizophora mangle (R. mangle), apresenta, dentre seus fitoconstituintes, os polifendlicos,
substancias com conhecida acdo cicatrizante e anti-inflamatdria. O acido ascorbico é um ativo
fundamental na sintese de coldgeno e elastina, atuando na reparacdo tecidual sendo neste
trabalho associado ao extrato aquoso liofilizado da R. mangle com o intuito de estimular a
acao cicatrizante. Diante do exposto, este estudo teve como objetivo o desenvolvimento e as
avaliacdes citotoxica e imunomoduladora por citometria de fluxo de hidrogéis a base de R.
mangle + Acido Ascorbico. No estudo de pré-formulacio foram testados trés diferentes
polimeros gelificantes, o polimero escolhido como base para o hidrogel foi avaliado quanto as
caracteristicas organolépticas, determinacdo de pH, reologia e espalhabilidade. No estudo pré-
clinico de avaliacdo citotoxica os esplendcitos dos camundongos (108 células/pogo) foram
tratados com as formulagGes nas concentracbes de 0,05%, 0,1% e 0,2% para a andlise de
viabilidade celular utilizando anexina V e iodeto de propidio. Em seguida com a concentracao
de 0,1% foi realizado o ensaio de proliferacdo celular com 5-(6)-Carboxyfluorescein-
diacetate-N-succinimidyl-ester (CFSE), a medicdo dos niveis de citocinas nos sobrenadantes
dos linfécitos pelo Cytometric Beads Matrix System (CBA) e avaliacdo da ativacao e inibicéo
de linfdcitos também para o perfil imunolégico. O polimero selecionado como base das
formulacGes foi a goma xantana 1,5%, que se apresentaram homogéneas, cor alaranjada,
superficie lisa, brilho intenso, translicida, odor tipico dos ativos, comportamento nao-
Newtoniano do tipo pseudoplastico e pH entre 5,0 e 5,3. O resultado da avalia¢do pré-clinica
demonstrou o perfil ndo citotoxico, induzindo proliferacdo, ativacdo de subunidades de
linfocitos TCD4 *, TCD8" e NK, além da producdo de citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-17 e
TNF-a em esplendcitos estimulados. Os resultados sugerem que os hidrogéis a base de R.
mangle + Acido Ascorbico podem vir a ser preparagbes promissoras no processo de

cicatrizacao de feridas.

Palavras-chaves: Rhizophora mangle. Acido Ascorbico. Hidrogel. Cicatrizagio.
Citotoxidade. Fatores imunologicos.



ABSTRACT

Galenic development of topical herbal medicines has been the subject of frequent research,
including products with healing action. Among the great arsenal of the Brazilian flora,
Rhizophora mangle (R. mangle). Ascorbic acid is a fundamental active in the synthesis of
collagen and elastin, acting in tissue repair being in this work associated with the freeze-dried
aqueous extract of R. mangle with the purpose of stimulating the healing action. Object of this
study, presents, among its phytoconstituents, the polyphenols, substances with known healing
and anti-inflammatory action. Given the above, this study aimed to develop and evaluate
cytotoxic and immunomodulatory flow cytometry of R. mangle + Ascorbic Acid hydrogels. In
the preformulation study three different gelling polymers, the polymers chosen as the base for
the hydrogel were tested followed by evaluation of organoleptic characteristics, pH
determination, rheology and spreadability. In the preclinical cytotoxic evaluation study mouse
splenocytes (108 cells / well) were treated with formulations at concentrations of 0,05%, 0,1%
and 0,2% for cell viability analysis using annexin V and propidium iodide. Then at the
concentration of 0,1% the cell proliferation assay was performed with 5- (6) -
Carboxyfluorescein-diacetate-N-succinimidyl ester (CFSE), the measurement of cytokine
levels in lymphocyte supernatants by the Cytometric Beads Matrix System. (CBA) and
evaluation of lymphocyte activation and inhibition also for the immune profile. The polymer
selected as the basis of the formulations was 1,5% xanthan gum, which were homogeneous,
orange in color, smooth surface, intense gloss, typical odor of the actives, non-Newtonian
pseudoplastic behavior and pH between 5,0 and 5,3. The result of the preclinical evaluation
demonstrated the non-cytotoxic profile, inducing proliferation, activation of CD4 *T,CD8 * T
and NK T lymphocyte subunits, as well as the production of IL-2, IL-4, IL-10, IL- 17 and
TNF-o in stimulated splenocytes. The results suggest that R. mangle + Ascorbic Acid

hydrogels may be promising preparations in the wound healing process.

Keywords: Rhizophora mangle. Ascorbic acid. Hydrogels. Healing. Cytotoxicity.

Immunological factors.
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1 APRESENTACAO

Tratamentos alternativos ou complementares para auxiliar o processo de cicatrizagéo de
feridas estdo ampliando-se nos ultimos 10 anos. O uso de extratos de plantas no
desenvolvimento de fitoterapicos tem sido tema de estudos com frequéncia. Porém a
associacdo de compostos naturais e sintéticos para o desenvolvimento de novas formulacdes
cicatrizantes pouco sdo encontradas na literatura. Esta dissertacdo contribui o conhecimento
vigente no que concerne ao desenvolvimento de hidrogéis a base da associacdo do extrato de
Rhizophora mangle L. e &cido ascorbico como tratamento terapéutico alternativo para

reparacao tecidual.

O estudo em questdo teve como finalidade o desenvolvimento de hidrogéis com efeito
cicatrizante a base da associacdo do extrato de Rhizophora mangle L. (R. mangle) e acido
ascorbico, avaliando as caracteristicas organolépticas, pH, viscosidade, espalhabilidade,
caracteristicas citotoxicas e possivel atividade imunomoduladora em esplendcitos de
camundongos in vitro. A presente dissertagdo tem como tema: “Hidrogéis a base da
associacao de Rhizophora mangle e &cido ascorbico: desenvolvimento e avaliacGes citotoxica
e imunomoduladora”, tendo artigo original com o titulo: “Association of Rhizophora mangle

and ascorbic acid in hydrogels: cytotoxic and immunomodulatory evaluations”.
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2 INTRODUCAO

O tratamento de feridas inclui métodos clinicos e cirurgicos, sendo o curativo um dos
tratamentos clinicos mais frequentemente utilizados (FRANCO & GONCALVES, 2008). Um
vasto arsenal terapéutico composto por curativos passivos ou com principios ativos é capaz de
auxiliar na reparacdo tecidual em diversas situagdes, como alginato, carvao ativado, placas de
prata, matriz de colageno, matriz de celulose, filme transparente e hidrogel (SMANIOTTO et
al., 2012). Dentre eles os hidrogéis estdo recebendo uma atencdo cada vez maior devido a sua
capacidade de manter uma grande quantidade de agua na sua estrutura, biocompatibilidade e
propriedades como a permeabilidade a materiais metabolicos (BARRETO et al., 2018). O
desenvolvimento de hidrogéis consiste em um planejamento de uma variedade de polimeros
como goma xantana, hidroxietilcelulose e poloxamer 407 que formam redes tridimensionais
gue podem intumescer em meio aquoso ou fluido bioldgico e reter uma grande quantidade de
agua na sua estrutura sem se dissolver (DUMORTIER et al., 2006; MOHSIN & SHAIKH,
2017).

Nos ultimos dez anos 0 uso de compostos para a bioprospeccao de fitoterapicos como
os das plantas do manguezal Rhizophora mangle, Avicennia schaueriana, Laguncularia
racemosa e Conocarpus erectus ou de produtos contendo farmacos sintéticos como o acido
ascorbico, tornaram-se um campo promissor na area da saude e biotecnologia (BURKE, 2007;
ARAUJO, 2015; REGALO et al., 2016; LOPES et al., 2019). Resaltando que, o uso de
compostos associados para o desenvolvimento de novas formulagbes cicatrizantes € uma
préatica importante para novos tratamentos terapéuticos alternativo no processo da reparacdo
tecidual (FRANCO & GONCALVES, 2008).

Ativos naturais estdo sendo usados com frequéncia nos ultimos anos como recurso
terapéutico. Pesquisas quanto aos compostos encontrados nas plantas do manguezal vem
ampliando-se no cenério cientifico, dentre essas plantas, encontramos a Rhizophora mangle
(REGALADO et al., 2016). Suas propriedades farmacologicas devem-se a presenca dos
compostos secundarios como polifendlicos entre eles &cido fendlico p-cumarico, acido
quinico, acidos galicos, elagico e clorogénico, gentisaldeido, pelargonina, catequina e
epicatequina; que apresentam atividades bioldgicas contribuindo com melhora na cicatrizagdo
de feridas, efeito antioxidante, anti-inflamatorio e promotor de neoangiogénese (OLIVEIRA,
2018; OFORI-KWAKYE et al., 2011).
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Quanto aos ativos sintéticos o acido ascérbico, popularmente conhecido como vitamina
C, é uma das vitaminas mais requisitadas em produtos tépicos de cuidados com a pele, pois
permite alcancar niveis da vitamina que nao seriam possiveis com a ingestdo diaria por meio
de alimentos ou suplementacdo oral (AQUINO & FELIPE, 2014). O mesmo apresenta
atuacdo fundamental na sintese de colageno e elastina, como também promover condi¢Ges
favoraveis para a reparacdo tecidual, o que configura o seu uso topico uma estratégia

terapéutica importante para acelerar a cicatrizacdo em feridas (PESSOA, 2014).

A existéncia crescente de pessoas com a integridade da pele prejudicada, vem sendo um
sério problema de saude publica para o Brasil, devido a dificuldade de tratamento, onerando
0s gastos publicos, além de trazer prejuizo pessoal, social, psicologico e econdmico (SILVA
et al., 2017). O processo de cicatrizacdo de feridas comecou a ser entendido em maior
amplitude, existindo ainda a necessidade de novos estudos mediante a avaliagdo de seus
mecanismos, medidas preventivas e curativas mais eficientes (CAMPOS et al., 2007). Esses
aspectos incentivam o desenvolvimento de novas formulacdes associando substancias que

proporcionem presteza ao processo cicatricial.

Estudos relacionados as propriedades farmacoldgicas do extrato das folhas de
Rhizophora mangle e o Acido Ascorbico sdo encontrados com facilidade quando o ponto
central da pesquisa € a reparacao tecidual, porém sua associacdo como base para formulacGes
cicatrizantes nunca foi objeto de pesquisa. Este trabalho trara informacfes a respeito de
propriedades bioativas da associagdo do extrato aquoso das folhas de R. mangle e o Acido
Ascérbico em hidrogéis, estabelecendo um polimero compativel com ambos os ativos, como
também sua avaliacdo, além da capacidade de ativar células imunoldgicas a realizar seus
mecanismos efetores sem induzir morte celular, bem como se 0 mesmo apresenta atividade

citotdxica sobre células isoladas de bago de camundongos.
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3.1 MANGUEZAL

Os manguezais S0 ecossistemas costeiros restritos as regides tropicais e subtropicais,
ocorrem em estuarios, lagunas e planicies de maré, na transicao entre os ambientes terrestres e
marinhos (SCHAEFFER-NOVELLI & CINTRON, 1990). Tais ecossistemas fornecem uma
ampla variedade de beneficios e servicos ambientais, incluindo a protecdo das margens do
estuario, as interacfes ecologicas com os ecossistemas marinho e fluvial, o fornecimento de
recursos vegetais e animais, retencdo de sedimentos, substancias quimicas e matéria organica
(EWEL et al., 1998) (Figura 1).

Figura 1- Manguezal distrito de Vila Velha, em Itamaraca-PE.

2

X

Fonte: AUTORA

Os manguezais abrangem cerca de 1.225.444 hectares em quase todo o litoral brasileiro,
desde o Oiapoque, no Amapa, até a Laguna em Santa Catarina, constituindo zonas de elevada
produtividade bioldgica, uma vez que acolhem representantes de todos os elos da cadeia
alimentar (BRASIL, 2009). Pernambuco, apresenta uma area de 23.973 hectares ocupada por
mangue, € a maioria encontra-se localizada nos municipios de Goiana, lgarassu, Itamaraca e
Itapissuma; nas margens do Canal de Santa Cruz (7° 40’ S e 7° 50 S de Latitude; 34° 50’ e
34° 54’ de Longitude) (BARROS et al., 2000). A flora dos manguezais é composta por
haldfitas, cujas espécies sdo adaptadas a ambientes salinos, com pouco oxigénio e
frequentemente inundados pelas marés (REGALO et al., 2016).
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Segundo Bandaranayake (2002) esse ecossistema compreende plantas de ocorréncia
Unica que produzem metabdlitos com caracteristicas quimicas particulares que ainda séo
pouco conhecidas, o que sugere a possibilidade de abrigarem novos compostos com
atividades bioldgicas dando suporte ao surgimento de novas drogas tanto de origem natural,
como semissintéticas. As propriedades farmacoldgicas das plantas dependem dos seus
compostos secundarios. Estes aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie,
pois sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas (PEREIRA & CARDOSO, 2012).

As florestas de mangue do litoral brasileiro sdo compostas basicamente por uma camada
externa formada em sua maior parte por Rhizophora mangle (mangue vermelho), em menor
proporcdo encontra-se a Avicennia schaueriana (mangue preto ou sirilba) e Laguncularia
racemosa (mangue branco). A vegetacdo de transicdo com a terra firme é formada por
Conocarpus erectus (mangue botdo). Esse tipo de vegetacdo apresenta uma rica fonte de
fitoconstituintes como  triterpenos, saponinas, taninos, alcaloides e flavonoides
(SCHAEFFER-NOVELLI & CINTRON, 1990; BANDARANAYAKE, 2002).

3.2 RHIZOPHORA MANGLE L.

A familia Rhizophoraceae possui distribuicdo pantropical com 16 géneros e cerca de
150 espécies. No Brasil é encontrada no litoral tendo a ocorréncia de 4 géneros e cerca de 15
espécies, dentre elas a Rhizophora mangle L. conhecida popularmente como “Mangue-
Vermelho”, “Candapuva”, “Guaraparaiba”, ‘“Mangue Garobeira”, “Mangue de Espeto”,
“Mangue de Penddo”, “Mangue Preto”, “Mangue Sapateiro”, “Paxiubarana” e “Mangue
Verdadeiro”, principalmente no nordeste brasileiro; sendo conhecida mundialmente como
“Mangle Rojo”, “Mangle Colorado” e “Red Mangrove” (SOUZA & LORENZI, 2008,
REGALADO et al., 2016).

R. mangle é abundante na paisagem dos manguezais possuindo carater arboreo com
folhas simples e adaptacGes fisioldgicas notaveis frente aos substratos anaerobicos tipicos do
habitat, os rizéforos (MENEZES, 2006) (Figura 2). Tais estruturas radiculares sdo especificas
para sustentacdo, diversos ramos que emergem do caule projetando-se em varias diregdes

rumo ao solo, bifurcando progressivamente até se fixarem, sendo uma das caracteristicas mais
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marcantes desta espécie (REGALADO et al., 2016). Trata-se de uma planta onde folha, caule,
raizes e frutos apresentam variados usos na medicina popular cuja preparacdo envolve

maceracao, cha ou cinzas em agua (ALMEIDA, 2017).

Figura 2- Morfologia da planta Rhizophora mangle.

Fonte: AUTORA

As propriedades farmacoldgicas desta planta devem-se a presenca dos compostos
secundérios contidos na mesma, tendo fundamental importancia na sobrevivéncia da espécie
em relacdo a patdégenos do ambiente (PERREIRA & CARDOSO, 2012). Os polifenolicos
descritos nos trabalhos de Regalado et al., (2016) e Oliveira (2018) como &cido fendlico p-
cumarico, acido quinico, acidos galicos, elagico e clorogénico, gentisaldeido, pelargonina,
catequina e epicatequina; sdo responsaveis por atividades bioldgicas encontradas na medicina
tradicional como em Ulceras gastricas (PERERA et al., 2010; DE-FARIA et al., 2012), anti-
inflamatéria (MARRERO et al., 2006), cicatrizacdo de feridas cuténeas, antioxidante
(SANCHEZ et al., 2006), antidiarréico (WENDEL et al., 2013) antibi6tico (MELCHOR et
al., 2001), como também promotor de neoangiogénese (OFORI-KWAKYE et al., 2011).

Na literatura sdo encontrados estudos que avaliam a incorporacdo do extrato de
Rhizophora mangle em diferentes veiculos de liberagdo de principio ativo. Em seu trabalho

Roger (2011) avaliou a estabilidade de gel topico com o intuito de tratamento de feridas e
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queimaduras, enquanto Rivero (2015) e Araudjo (2015) avaliaram cremes com incorporagao do
extrato de R. mangle nas concentracGes de 50% e 5% respectivamente para o tratamento de
feridas cutaneas e queimaduras. O extrato da R. mangle também foi associado em biomaterial
no trabalho de Oliveira (2018) com filmes substitutos de pele para retalhos cutaneos

ISquUémicos.

3.3 ACIDO ASCORBICO

O acido ascorbico (AA) foi isolado e caracterizado primeiramente por Szent-Gyorgyi
em 1928. Em 1933, Hirst e Haworth, anunciaram a estrutura quimica da vitamina C e
sugeriram, em conjunto com Szent-Gyorgyi, a mudan¢a do nome para acido ascorbico; no
mesmo ano de 1933, Reichstein e colaboradores publicam as sinteses do acido D-ascorbico e
L-ascorbico que, ainda hoje formam a base para a producdo industrial da vitamina C
(SHAPIRO & SALIOU, 2001).

Os seres humanos sdo incapazes de sintetizar o AA, a partir da glicose, devido a
deficiéncia da L-gulono-g-lactona oxidase, enzima envolvida na sintese do AA. Desta forma,
é necessario adquiri-la na dieta alimentar (MAIA et al., 2001). O &cido ascorbico participa dos
processos celulares de oxirreducao, previne o escorbuto, é importante na defesa do organismo
contra infecgdes e fundamental na integridade das paredes dos vasos sanguineos. E essencial
para a formacdo das fibras colagenas existentes em praticamente todos os tecidos do corpo
humano (AZULAY et al., 2003; PESSOA, 2014).

A sua aplicacdo em produtos farmacéuticos com intuito de reparacdo tecidual é
vantajosa, uma vez que possibilita niveis que ndo seriam possiveis alcancar com a ingestdo de
frutas ou suplementacdo oral, contudo esta precisa de ter alguns requisitos para ter uma
aplicacdo topica efetiva, tais como concentracdo suficiente e ser estavel (BURKE, 2007). As
preparacdes topicas de Acido Ascorbico sdo populares e podem ser formuladas em formas
soluveis em agua ou lipidios (MAIA, 2002).

Os primeiros estudos do uso topico do Acido Ascorbico, foram em animais, no ano de
1967, utilizando creme de fosfato de acido ascorbico a 3% avaliando a sua absorcdo atraves
da epiderme até a camada basal (IMAI et al., 1967). Voluntarios que aplicaram Acido

Ascorbico topica a 5% durante seis meses, comparada com placebo, demonstraram uma
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melhoria clinica, histoldgica e estrutural significativas (RISCUTA, 2016). Foi também
avaliado o efeito da Acido Ascorbico a 10%, aplicando-se na metade da face de 10
voluntarios desta vitamina durante 12 semanas, demonstrando melhoria clinica e formacéao de

colageno no exame histopatologico (BAGATIN, 2008).

3.4 CURATIVOS PARA O TRATAMENTO CLINICO DAS FERIDAS

O tratamento das feridas inclui métodos clinicos e cirlrgicos e o curativo é o tratamento
clinico mais frequentemente utilizado para auxiliar a reparacao tecidual (CHUNG & GLORI,
2009). Sua escolha depende de fatores intrinsecos e extrinsecos; sendo um tratamento
dindmico e dependente, a cada momento, da evolucdo das fases de cicatrizacdo (FRANCO &

GONCALVES, 2008) encontrando inimeras opgdes de curativos existentes no mercado.

Segundo Smaniotto et al., (2012) podem ser denominados curativos somente as
coberturas ou aqueles que levem ao leito algum principio ativo; os curativos inteligentes e
bioldgicos sdo classificados como substitutos cutaneos, pois sua acao € provavelmente mais
dependente da substituicdo da derme degradada nessas feridas. Para uma cicatrizagdo
adequada é necessario conhecer as coberturas disponiveis no mercado, tal como sua
composicdo, mecanismo de acdo, indicacdo, adverténcias, modo de usar e intervalo de troca

como pode ser visto alguns exemplos na tabela 1.

Tabela 1- Exposicdo de diferentes curativos levando-se em conta seu mecanismo de acao e
indicacdo para o determinado tipo de ferimento segundo Franco & Gongalves (2008), Melo &
Fernandes (2011) e Smaniotto et al., (2012).

Curativo Mecanismo de Acéo IndicacOes

Cobertura impermedavel & 4gua e o ) ]
) _ 3 Visibilidade do leito, feridas
) micro-organismos; manutencgao do L )
Filme Transparente . ) o superficiais sem exsudato; areas
leito imido; possibilita menor
) doadoras de enxertos.
ndmero de trocas de curativo.
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Pomadas ou Oleos

Promove a quimiotaxia e a
angiogénese, mantém o meio
Umido e acelera o processo de

granulacéo tecidual.

Prevencdo de Ulceras de pressao,
feridas abertas superficiais com

ou sem infecgéo.

Alginato de Calcio

Tem alta capacidade de absorcéo,
resulta na formacdo de um gel que
mantém o meio imido para a

cicatrizacdo e induz a hemostasia.

Feridas abertas, altamente
exsudativas com ou sem infecc¢éo,

até a reducdo do exsudato.

Hidrocoléides

Estimula a angiogénese e 0
desbridamento autolitico. Acelera o

processo de granulagdo tecidual.

Feridas abertas ndo infectadas,

com leve a moderada exsudacdo.

Carvéao Ativado

Com Prata

O carvéo ativado adsorve o
exsudato e diminui o odor; a prata

exerce fungdo bacteriostatica.

Feridas fétidas, exsudativas e

infectadas.

Curativo a Vacuo

Pressdo negativa, continua ou
intermitente, que estimula
vascularizacdo, granulacéo e

retracdo da ferida.

Feridas agudas e cronicas,
extensas e/ou de dificil resolucéo.

Sobre enxertos cutaneos.

Hidrogel

Mantém ambiente Gmido,
possibilitando, liquifacdo de

materiais necréticos.

Queimaduras e feridas com
tecidos desvitalizados.

Dentres os curativos citados na tabela 1 os hidrogéis sdo formados por uma variedade de

polimeros como goma xantana, hidroxietilcelulose e poloxamer 407, os polimeros formam

uma rede tridimensional que podem intumescer em meio aquoso ou fluido bioldgico e reter

uma grande quantidade de &gua na sua estrutura sem se dissolver, estabelecendo assim uma
das principais caracteristicas de um hidrogel (KHURMA et al., 2006; DUMORTIER et al.,
2006; MOHSIN & SHAIKH, 2017). Além do grau de intumescimento, a cinética de adsorcéo,

permeabilidade do soluto e hidratagdo no local da ferida, séo fatores importante para a atuacéo

no processo de reparagéo tecidual, apresentando-se assim uma alternativa para a cicatrizacdo

de feridas no cenério farmacéutico e biotecnolégico (SMANIOTTO et al., 2012).
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3.5 POLIMEROS

3.5.1 Goma xantana

A goma xantana é um polissacarideo natural produzido pela bactéria Xanthomonas
campestris ocupando um espago marcante tanto nos mercados farmacéutico e alimenticio,
assim como nas industrias petrolifera e téxtil (SUTHERLAND, 2002). Isto se deve a suas
propriedades reologicas que sdo: alto grau de pseudoplasticidade, mesmo em baixas
concentrages; alta viscosidade; estabilidade em solugdes alcalinas e acidas como também
resisténcia a degradacdo em altas temperaturas (BORGES & VENDRUSCOLO, 2008). Os
aspectos toxicoldgicos e de seguranca deste polimero para aplicagdes em produtos
alimenticios e farmacéuticos foram amplamente estudados; a xantana € um produto atoxico,
ndo promove sensibilizacdo e ndo causa irritagdo na pele e nos olhos (GARCIA-OCHOA et
al., 2000). Vendrusculo et al., (2013) descreveram a prepara¢ao de comprimidos utilizando-se
somente xantana e também associada a galactomana extraida de sementes de Mimosa
scrabella como matrizes para liberacdo controlada de teofilina, mostrando que a xantana
possui um efeito de sustentacdo maior na liberacdo de teofilina que as matrizes de

galactomana isoladamente ou da mistura dos dois materiais.

3.5.2 Hidroxietilcelulose (NATROSOL®)

A hidroxietilcelulose € um polimero derivado da celulose, conhecido comercialmente
como NATROSOL®, com sua composicdo em po6 capaz de formar gel quando em contato
com agua e ndo é considerado perigoso (MARTINS et al., 2008). Este gel é utilizado no
mercado farmacéutico com frequéncia pela tolerancia em pH &cido, levando em consideracdo
que quando exposto em pH extremos podem causar alteracdo na viscosidade (CHIROLI et al.,
2013). Pelas caracteristicas citadas o natrosol foi utilizado dentre outros polimeros por Santos
et al., (2017) no estudo de pré-formulacdo para o desenvolvimento de de uma formulagdo para

regido dos olhos com extrato padronizado de café verde.
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3.5.3 Poloxamer 407

O Poloxamer 407 é o copolimero mais utilizado para obtencdo de sistemas
termossensiveis, existindo aproximadamente mais de 30 tipos de poloxameros
comercialmente disponivel com uma ampla gama de composi¢do e pesos moleculares que
variam no intervalo de 1.100-14.000 Da, sendo o P407 um dos mais estudado na literatura
(GIULIANO et al., 2018). O polimero é soltuvel em agua fria (4-8°C), e apresenta transicéo
sol-gel com aquecimento, esse polimero forma hidrogéis caracterizados pela capacidade de
transportar uma quantidade significativa de um medicamento (PEREIRA et al., 2013). Esses
hidrogéis foram utilizados para muitas aplicacbes farmacéuticas diferentes, incluindo

formulagGes parentéricas. Oftalmologicas, retais e topicas (JEONG et al., 2002).

3.6 DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO FARMACEUTICA DAS PREPARACOES
TOPICAS

3.6.1 Desenvolvimento

O desenvolvimento de novas formulacGes no mercado farmacéutico e biotecnoldgico
tem se dado de maneira crescente e para obtencdo do sucesso terapéutico, a formulagédo
farmacéutica deve-se apresentar estavel, o que torna a avaliacdo de sua estabilidade um fator
fundamental (AQUINO & FELIPE, 2014). As alteracbes que ocorrem com a formulagéo
podem ser extrinsecas, ou seja, relacionadas a fatores externos aos quais 0 produto esta
exposto e intrinsecas, relacionadas a natureza das formulacdes e, sobretudo, a interacdo de
seus ingredientes entre si (ISAAC et al.,, 2008). Em seu estudo Aquino & Felipe (2014)
avaliaram a estabilidade de diferentes formulagdes de vitamina C, observado a necessidade de
uso de antioxidante e armazenamento adequnado das mesmas para melhor estabilidade.
Enquanto Roger et al., (2011) avaliou a estabilidade de gel de Rhizophora mangle L.
observando caracteristicas organolépticas, pH, reoldgia, apresentando estabilidade em

condigdes de variacdo de temperatura.
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3.6.2 Caracteristicas organolépticas

Ensaios organolépticos sdo procedimentos utilizados para avaliar as caracteristicas de
um produto, detectaveis pelos oOrgdos dos sentidos: aspecto, cor, odor, sabor e tato.
Considerando que o produto deve manter-se integro sustentando o aspecto inicial; em relagéo
a cor e odor deve-se manter estaveis dentro do tempo de validade como também a viscosidade
deve ser definida pelo formulador levando em consideracdo percepcao visual e sensorial
(BRASIL, 2004). Estudo descrito por Cordeiro et al., (2013) tinha como objetivo o
desenvolvimento tecnoldgico e avaliacdo de estabilidade de gel dermatolégico a partir do 6leo
essencial de gengibre (zingiber oficinalle roscoe) avaliando caracteriscticas organolépticas em
realcdo a odor, cor e aspecto entre outros parametros fisico-quimico com o intuito de fornecer
informacBes que indiqguem o grau de estabilidade relativa das formulagbes nas varias

condigdes a que possam estar sujeitos.

3.6.3 Determinacéo do pH

O pH € um dos principais mecanismos de prote¢do da pele, devendo-se a producdo de
acido lactico e conferindo a superficie cutanea aquilo que se convencionou designar por
“manto 4acido cutdneo”, e ¢ constantemente desafiado por agressores externos como a
poluicdo, mudancas de temperatura e 0s produtos quimicos. Ele varia de acordo com ambos
0s géneros e onde esta situado no corpo (LOPES et al., 2018). De forma geral, o pH da pele é
levemente &cido (4,6 a 5,8) 0 que € importante para adequadas atividades antibacteriana,
fungicida, constituicdo da funcdo de barreiras, bem como estruturacdo e maturacao do estrato
corneo (GONCALVES et al., 2017).

3.6.4 Reologia

O termo reologia, de origem do grego rheo (fluxo) e logos (ciéncia), foi criado por
Bingham e Crawford, e passou a ser adotado a partir de 1929, com o intuito de identificar a
parte da fisico-quimica que trata sobre a deformacgdo dos sistemas liquidos, solidos e
semissolidos. (LAHOUD & CAMPOS, 2010). Adquirindo posicdo permanente nos testes de

estabilidade, uma vez que as caracteristicas reoldgicas sdo propriedades importantes a serem
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consideradas na fabricacdo, estocagem e aplicagdo de produtos de uso topico, interferindo na
forma de utilizagdo do produto, na adesdo ao tratamento e, também, na aceita¢do do produto
pelo consumidor (ISAAC et al., 2008).

Na reologia, os materiais podem ser classificados como Newtonianos ou né&o-
Newtonianos, de acordo com suas caracteristicas de fluxo. O fluxo Newtoniano ¢é
caracterizado pela viscosidade constante, independente da velocidade de cisalhamento
aplicada; enquanto no fluxo ndo-Newtoniano, a viscosidade é alterada com o aumento da
velocidade de cisalhamento (MIURA, 2012). Os materiais de fluxo ndo-Newtoniano podem
ser classificados em trés tipos gerais: plasticos, pseudoplésticos e dilatantes, podendo estes

apresentarem ou ndo tixotropia (XU et al., 2013).

O comportamento pseudoplastico é considerado o mais adequado para formulagdes de
aplicacdo topica, pois indicam que a resisténcia inicial para fluir diminui apds aplicar uma
forca, ou seja, cisalhar. Estes dados, juntamente com os dados de espalhabilidade refletem em
maior e melhor distribuicdo da formulacdo no local de aplicacdo, tendo em vista que uma
diminuigdo da viscosidade implica em um aumento da espalhabilidade (JAGDALE et al.,
2015).

3.7 CITOTOXICIDADE

A utilizacdo de testes in vitro, por meio de ensaios de viabilidade celular, constitui o
primeiro passo para a avaliacdo da compatibilidade biolégica de uma substancia e pode
fornecer elementos importantes para a analise da biocompatibilidade dos diferentes materiais
(ARAUJO et al., 2008). Os efeitos nocivos decorrentes das interacdes de substancias quimicas
com o organismo, sob condicbes especificas de exposi¢do sdo estudados pela toxicologia,
investigando experimentalmente a ocorréncia, a natureza, a incidéncia, 0s mecanismos e 0s

fatores de risco dos efeitos deletérios de agentes quimicos (ARAUJO, 2015).

A citotoxicidade € uma metodologia em abrangéncia para avaliacdo de toxicidade de
compostos, utilizando células de mamifero e avaliando os danos causados as mesmas, a
formagéo ou ndo de coldnias celulares e a viabilidade celular (BEDNARCZUK et al., 2010),

gue segundo Iso (2009) pode ser realizada por analises quantitativas ou qualitativas. Na
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andlise quantitativa, conta-se o numero de células apds proliferacdo ou inibicdo celular, o
nimero de coldnias formadas, a dosagem de seus componentes, como proteinas e
mitocondrias, ou pela proliferacdo ou inibicdo do material genético. A analise qualitativa
avalia as células microscopicamente, observando as alteragcbes morfoldgicas, como

vacuolizagdo citoplasmatica e lise de suas membranas.

O modelo in vitro tornando-se muito apreciado, pois sdo reprodutiveis, sensiveis e
rapidos, além da homogeneidade das amostras e a facilidade de uma padronizacao, uma vez
que é possivel o controle de fatores tais como: pH, temperatura, pressdao osmotica, tensdo de
CO: e de Oz (WILLIAMS, 2008), entretendo segundo Aradjo (2015) algumas desvantagens
devem ser consideradas para este método de estudo, entre elas a necessidade de se trabalhar

em ambiente estéril e asséptico.

A citotoxicidade pode ser determinada medindo os efeitos na viabilidade celular
utilizando citometria de fluxo para detectar e quantificar células apoptéticas e necréticas com
Anexina V (SANTOS et al., 2018). As alteracdes na membrana plasmatica podem ser
avaliadas por meio da deteccdo da fosfatidilserina que € um lipidio que se encontra distribuido
assimetricamente no folheto interno e externo da membrana plasmatica. Fosfatidilserina (PS)
é normalmente restrito ao folheto interno da membrana plasmatica sendo, portanto, apenas
exposto intracelularmente. Entretanto, no processo de apoptose, a assimetria lipidica é perdida

e a PS fica exposta no folheto externo da membrana plasmatica (KOOPMAN et al., 1994).

Anexina V, marcada fluorescentemente (isotiacianato fluoresceina - FITC), liga-se a PS;
podendo ser utilizada para detectar PS quando exposta no exterior de células apoptoéticas;
marcando também células necréticas quando as mesmas tém membranas rompidas que
permitem que a Annexina V acesse toda a membrana plasmatica. No entanto, as células
apoptoticas podem ser distinguidas das células necroticas por co-coloracdo com iodeto de
propidio (PI) penetrando em células necréticas, e ligando-se ao DNA (CROWLEY et al.,
2016).
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3.8 RESPOSTA IMUNE

O sistema imunologico é formado por uma complexa rede de oOrgdos, células e
moléculas, possuindo a finalidade de manter a homeostase do organismo, combatendo as
agressdes em geral; com um mecanismo de defesa notavelmente equilibrado para proteger o
hospedeiro de ameacas ambientais e patdgenos sem desencadear respostas aberrantes a auto-
antigenos, envolve varios componentes plasmaticos como fatores de crescimento, fatores do
complemento, receptores celulares, proteinas quinase e citocinas (CRUVINEL et al., 2010;
ARCHANA et al., 2011; MANGINO et al., 2017).

A funcdo imunoldgica tem sido conceitualmente dividida em imunidade inata e
adaptativa (CRUVINEL et al., 2010). O sistema imune inato representa uma resposta rapida
de defesa, composto por barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, células especializadas e
moléculas sollveis, presentes em todos os individuos, independentemente de contato prévio
com imundgenos ou agentes agressores, e ndo se altera qualitativa ou quantitativamente apds
o0 contato (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000; CRUVINEL et al.,, 2010). A resposta
inflamatoria, o mecanismo da fagocitose e a liberacdo de mediadores, entre estes os que
envolvem os processos oxidativos, constituem etapas importantes da imunidade inata, que
podem usar uma variedade de mecanismos efetores para eliminar ou conter uma infecgdo. No
entanto, em caso de falha destes mecanismos serd acionado o sistema imune adaptativo
(NUNES-PINHEIRO et al., 2003).

O sistema imune adaptativo é mais tardio, diferentemente, focaliza especificadamente o
invasor gerando memoria imunoldgica e explora a diversidade de receptores codificados na
superficie de células B e T para reconhecer patdgenos desconhecidos e proteger 0 organismo
hospedeiro de infec¢des, sendo os principais tipos de linfocitos que agem no sistema
adaptativo (ALMEIDA, 2017; CALLAN JR et al., 2017).

Segundo Junior et al., (2010) os linfocitos B sdo inicialmente produzidos no saco
vitelino, posteriormente, durante a vida fetal, no figado e finalmente na medula déssea. As
células que vao se diferenciar nos mesmos permanecem na medula 0ssea durante sua
maturacdo e quando maduros deixam a medula e entram na circulacdo, migrando para 0s

orgaos linfoides secundarios; sendo responsaveis pela imunidade humoral que se caracteriza
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pela producéo e liberagdo de anticorpos capazes de neutralizar, 0s antigenos contra o0s quais
foram gerados.

Enquanto os linfécitos T entram no cortex timico pelas artérias e durante o processo de
selecdo e maturacdo migram em direcdo a medula, de onde saem para a circulacéo;
apresentando diferentes funcdes de acordo com a classe as quais pertencem. Classicamente 0s
dois principais subtipos de linfocitos T sdo os auxiliares (Th) associados ao CD4 e o0s
citotoxicos associados ao CD8 (JUNIOR et al., 2010; WYKES et al., 2017). As células Th sédo
subdivididas, funcionalmente pelo padrdo de citocinas que produzem, em ThO, Thl, Th2 e
Th17 (NUNES et al., 2017).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, soltveis, produzidas geralmente
apos ou durante uma resposta do organismo a antigenos, que atuam na regulacdo quimica das
respostas imunoldgicas (CAMPOS et al., 2016). Ha um tipo especifico de citocinas
denominadas interleucinas e interferons, que também sdo secretados por células imunoldgicas
e desempenham importante papel nas respostas imunes e inflamatérias (SARROUH et al.,
2008).

Os linfocitos Thl produzem grandes quantidades de IL-2, que induz proliferacdo de
linfécitos T, incluindo os préprios linfocitos TCD4 de maneira autdcrina e também induz a
proliferacdo e aumenta a capacidade citotoxica dos LT CD8 (PARKIN & COHEN, 2001). A
outra citocina produzida em grandes quantidades pelos linfocitos Thl é o INF-y, uma citocina
muito importante na ativacdo de macrofagos infectados com patdgenos intracelulares que

apresenta também um papel relevante na ativacdo de LT CD8 (JUNIOR et al., 2010).

A segunda populacdo Th muito importante nas respostas imunes humorais, linfocitos
Th2, que produz IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, favorecendo a producéo de anticorpos (PARKIN &
COHEN, 2001). As respostas Th2 estdo associadas com as doengas alérgicas e infeccdes por
helmintos, uma vez que a IL-4 induz a troca de classe de imunoglobulinas nos linfécitos B

para IgE e a IL-5 induz a producdo e ativacao de eosindfilos (BRADLEY, 2003).

Os linfdcitos Th17 fazem parte de um novo panorama de linfocitos T que mostram um
fendtipo de linfocitos TCD4" ativados caracterizado pela produgdo de elevadas quantidades de
IL-17 (HARRINGTON et al., 2005). Os linfécitos Th1l7 parecem desempenhar um papel
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crucial no desenvolvimento de uma ampla gama de transtornos inflamatérios cronicos e
autoimunes como artrite reumatoide e esclerose maltipla (JUNIOR et al. 2010; ARAUJO et
al., 2016).

Um grupo de células relevantes também além das B e T sdo as células Natural Killer
(NK) que tém origem na medula 6ssea, a partir de um progenitor comum aos linfdcitos Ts,
sendo uma importante linha de defesa inespecifica, reconhecendo e lisando células infectadas
por virus, bactérias e protozoarios, bem como células tumorais, apresentam receptores de
ativacdo e de inibicdo, e o balango entre os sinais gerados por eles determina sua ativacao.
Uma vez ativadas, as NKs lisam células infectadas e tumorais e secretam citocinas pro-
inflamatdrias 1L-1, IL-2 e principalmente IFN-y (YOKOYAMA & KIM, 2004; CRUVINEL
etal., 2010).
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver e avaliar atividades citotoxica e imunomoduladora de hidrogéis com efeito

cicatrizante a base da associagdo entre o extrato de Rhizophora mangle + Acido Ascérbico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar a compatibilidade dos polimeros goma xantana, poloxamer 407 e
hidroxietilcelulose com o0s ativos extrato de R. mangle e &cido ascorbico para

desenvolvimento de formulacdes;

* Realizar a avaliagdo farmacéutica das formulagdes desenvolvidas incluindo

caracteristicas organolépticas, pH e espalhabilidade;

* Analisar estabilidade fisica das formulacdes desenvolvidas mediante a determinacéo

do comportamento reolégico;

* Avaliar a citotoxicidade das formulacBes desenvolvidas em esplendcitos de

camundongos;

* Investigar o potencial proliferativo das formulacdes desenvolvidas em esplendcitos de

camundongos;

* Avaliar se as formulacGes desenvolvidas sdo capazes de induzir a producdo das
citocinas e ativagéo e proliferacdo dos subconjuntos de linfocitos T em sobrenadantes

de culturas de esplendcitos de camundongos.
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5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de desenvolvimento e de avaliacdo pré-clinica in vitro das
atividades citotoxica e imunomoduladora de hidrogeis a base da associacdo do extrato de

folhas da Rhizophora mangle e Acido Ascérbico em esplendcitos de camundongos.

Figura 3- Fluxograma do Estudo

Obtencio dos Materiais
extrato das folhas de R. mangle, acido ascorbico
e polimeros (Hidroxietilcelulose, goma xantana
e poloxamer 407).

2% etapa: Avaliacio Farmacéutica
Formulagées de goma xantana incorporado aos
ativos (R. mangle + acido ascorbico) submetidas

aos ensaios de: caracterizacdio organoléptica,
determinacio de pH,
reologia e espathabilidade.

17 etapa: Desenvolvimento das Formulacdes
ensaio com os ativos (R mangle + acido
ascorbico) incorporados nos polimeros

(Hidroxietilcelulose, goma xantana
e poloxamer 407).

(_ 3? etapa: Ensaio Citotoxico \

* 0,05%, 0.1% e 0.2% das formulagSes de goma xantana
incorporado aos ativos (R. mangle + dcido ascorbico)
submetidas ao ensaios de viabilidade cehlar.

*  0,1% das formulagdes de goma xantana incorporado
aos ativos (B mangle + acido ascorbico) submetidas

\ ao ensaios de proliferacio (CFSE). j
A 4
(_ 4? etapa: Ensaio Imunomodulador \

*  (,1% das formmlagdes de goma xantana incorporado
aos ativos (R. mangle + acido ascorbico) submetidas
ao ensaios de medicdo da producio de citocinas.

*  0,1% das formmlagdes de goma xantana incorporado
aos ativos (R. mangle + acido ascorbico) submetidas
\ ao ensaios de imunofenotipagem. )

Fonte: AUTORA
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5.2 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada através do Programa de Pds-graduacdo em Morfotecnologia,
do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco. A obtencdo do material
vegetal foi no Laboratorio Pesquisa Translacional e Inovacdo Terapéutica Aplicada a
Morfologia do Departamento de Histologia e Embriologia (CB/UFPE); o desenvolvimento e
caracterizagdo dos hidrogéis foi realizada no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e
Cosmético (NUDFAC); e os experimentos para avaliacdo das atividades citotdxica e
imunomoduladora foram realizados no Laboratério de Analises Imunolégicas e Antitumorais
(LAIA) e no Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (CPgAM) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).

5.3 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

5.3.1 Material Botanico

O extrato aquoso liofilizado de R. mangle foi obtido no Laboratério Pesquisa
Translacional e Inovacdo Terapéutica Aplicada a Morfologia no Departamento de Histologia
e Embriologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), tendo seu processamento e

caracterizagdo fitoquimica descritos no trabalho de Oliveira (2018).

5.3.2 Desenvolvimento dos Hidrogéis

No estudo de pré-formulacdo foram utilizados trés agentes gelificantes em diferentes
concentracgdes, entre eles o hidroxietilcelulose, a goma xantana e o poloxamer 407, segundo
tabela 2.
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Tabela 2- Composicio das formulacdes contendo extrato das folhas de R. mangle e Acido

Ascarbico.
COMPOSICAO (%; P/V) F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
Extrato R. mangle (%) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Metabissulfito 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
de Sédio (%)
Metilparabeno (%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Propilparabeno (%) 0,05 0,05 0,05 0,06 005 0,05 005 0,05 0,05 0,05
Hidroxietilcelulose (%) 1 - - - - - - - - -
Goma Xantana (%) - 1 1,5 2 - - - - - -
Poloxamer 407 (%0) - - - - 15 18 20 22,5 25 30
Acido Ascorbico (%) - - 10 - - - - 10 - -

Agua destilada q.5.p (9) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Legenda: F: Formulacéo; %: concentragdo do composto no total da formulacgdo; P/V: peso do

composto por volume.

5.3.2.1 Obtencao dos Hidrogéis

As formulagOes contendo goma xantana e hidroxietilcelulose foram obtidas segundo
metodologia adaptada de Mohsin & Shaikh (2017) e as formulagdes contendo poloxamer 407
segundo 0 método descrito por Dumortier et al., (2006). Os polimeros, o Acido Ascorbico e o
metabissulfito de sddio, metilparabeno e propilparabeno foram obtidos no Nucleo de

Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC).

O polimero (goma xantana ou hidroxietilcelulose) foi disperso em um béquer com parte da
agua destilada deixando em repouso por 30min. Em seguida o antioxidante metabissulfito foi
dissolvido em agua destilada em temperatura ambiente e 0s conservantes metilparabeno e
propilparabeno foram dissolvidos em agua destilada previamente aquecida (80°C). Depois do
intumescimento do polimero o mesmo foi colocado por mais 30min em agitacdo a 750 RPM e
aos poucos adicionada a solugdo contendo antioxidante e conservantes homogeneizados. A

incorporacgdo do extrato aquoso de R. mangle foi feita mediante a dissolucdo do mesmo em agua
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destilada sendo adicionado aos poucos na base das formulagdes sob agitacdo a 750 RPM para a
homogeneizagéo das mesmas, por fim, foi incorporado o Acido Ascérbico com o auxilio de um

gral com pistilo, armazenando-a sob temperatura ambiente (Figura 4).

Figura 4- Desenvolvimento dos hidrogéis com polimeros hidroxietilcelulose e goma xantana

a base da associagao entre o extrato aquoso de Rhizophora mangle e o Acido Ascérbico.

Metabissulfito

Metilparabeno
750 Propilparabeno
rpm

30 min
/}
el

Polimero
+

Agua Destilada

N
\

T —
= |4

30 min R. mangle Acido
Ascorbico

Fonte: Adaptada de Admin (2012)

Em um béquer o antioxidante metabissulfito foi dissolvido em agua destilada com
temperatura ambiente e 0s conservantes metilparabeno e propilparabeno foram dissolvidos em
agua destilada previamente aquecida, em seguida foi homogeneizado a solugdo. O Poloxamer
407 foi vertido no béquer da solucdo e deixado em overnight no refrigerador. Com a base
pronta foi incorporado o extrato aquoso de R. mangle e o Acido Ascorbico com o auxilio do
gral com pistilo (Figura 5).
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Figura 5- Desenvolvimento dos hidrogéis com polimero Poloxamer 407 a base da associacdo
entre o extrato aquoso de Rhizophora mangle e o Acido Ascorbico.

Metabissulfito
Metilparabeno
Propilparabeno

)
‘\"._//

=4
Polimero Solugao
OVERNIGHT
R. mangle

Acido Ascérbico

Fonte: Adaptada de Admin (2012)

5.3.3 Avaliacdo Farmacéutica

5.3.3.1 Caracterizagdo Organoléptica

Quanto as principais caracteristicas organolépticas as amostras foram avaliadas segundo

0s seguintes critérios: aspecto, cor e odor (BRASIL, 2004).
5.3.3.2 Determinacdes do pH
O pH das formulagdes foi determinado através do pHmetro modelo PG 1800

(GEHAKA ®), previamente calibrado com as solugdes tampdo pH 7,0 e pH 4,0, a
temperatura de 4°C, sem diluicdo do produto (PRISTA et al., 2008).
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5.3.3.3 Reologia

O comportamento reolégico foi avaliado em viscosimetro rotacional da marca Rheology
International (Figura 6) com parametro Spindle ASTM 7 e analise dos dados com o software
Microsoft® Excel. A partir da construcdo do grafico de viscosidade versus taxa de

cisalhamento foi identificado o comportamento reoldgico dos produtos (GOEBEL, 2012).

Figura 6- Viscosimetro rotacional utilizado no teste de reologia com as formulacfes

desenvolvidas.

Fonte: AUTORA

5.3.3.4 Determinacéo da espalhabilidade

A espalhabilidade foi determinada em triplicata pelo método adaptado de Borghetti &
Knorst (2006). Em uma placa de vidro disposta sobre papel milimetrado, foi aplicado 0,5g da
formulacdo e sobre cada uma delas foi colocada uma placa de vidro de peso conhecido
(52.6446¢, 70.0193g, 70.2349¢g, 70.3389¢g, 70.2492g). Apds um minuto de espalhamento, o
didmetro foi aferido em posi¢cdes opostas e o didmetro médio calculado. Esse procedimento
foi repetido até um total de 5 placas (Figura 7). Os resultados foram expressos em
espalhabilidade da amostra em funcdo do peso aplicado, de acordo com a equacao:

Ei=d? n/4
No qual, Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm2); d = diametro

médio (mm).
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Figura 7- Aparato utilizado no teste de espalhabilidade com as formulagdes desenvolvidas.

Fonte: AUTORA

5.4 ENSAIOS CITOTOXICO

5.4.1 Casuistica

5.4.1.1 Critérios de inclusédo

Foram usadas células vidveis (> 95%) isoladas de baco de camundongos Balb/c.

5.4.1.2 Critérios de exclusao

Células isoladas de bago de camundongos com baixa viabilidade ou portadores de

alguma patologia.

5.4.2 Animais

Camundongos fémeas BALB/c (6-8 semanas de idade, 5 animais) foram criados e
mantidos nas instalacdes de animais do Laboratorio de Imunologia de Keizo Asami - LIKA,
localizado na Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os camundongos foram mantidos

em condicdes laboratoriais padréo (20-22°C e 12 h ciclo diurno e noturno) com dieta padrdo
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(Labina / Purina, Campinas, Brasil) e agua “ad libitum”. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com o Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco (nimero de protocolo: 0048/2016 — ANEXO A).

5.4.3 Obtenc&o dos esplendcitos

Este procedimento foi realizado de acordo com Aguiar et al. (2019). Depois da
eutanasia dos animais (gas CO2), o bago de cada camundongo foi removido assepticamente e
colocado num tubo Falcon contendo RPMI 1640 com soro fetal bovino (meio completo). Em
uma capela, cada baco foi transferido para uma placa de Petri e macerados. As suspensodes
celulares obtidas a partir de cada baco foram transferidas para tubos Falcon contendo
aproximadamente 10 mL de meio incompleto. Os homogeneizados de baco foram sobrepostos
numa camada Ficoll-Pague TM PLUS, com a densidade ajustada para 1,076 g/mL e
centrifugadas a 1000 xg a temperatura ambiente durante 25 min. A camada celular de
interface contendo células imunes foi recuperada por pipeta Pasteur, lavada duas vezes em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS 1X) e centrifugada duas vezes a 500g durante 10
min para obtencdo do pélite. As células foram contadas numa cdmara de Neubauer, e a
viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusdo do azul de tripan. As células
foram usadas apenas quando a viabilidade foi > 95%.

5.4.4 Andlise da viabilidade celular

Esplendcitos tratados com as formulagdes desenvolvidas descritas na tabela 3 nas
concentragdes de 0,05%, 0,1% e 0,2% passaram 24 horas de incubagdo bem como células néo
tratadas e foram centrifugados a 450 xg a 4 °C durante 10 min. ApOs descartar o
sobrenadante, adicionou-se 1 mL de PBS 1X ao precipitado e ap0s ressuspensao, as células
foram novamente centrifugadas (450 xg, 4°C, 10 min). O sedimento foi ressuspenso em 300
puL de tampao de ligagao (HEPES 10 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCI2 1 mM
e CaCl2 1,8 mM), transferido para um tubo citométrico marcado e anexina V conjugada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1: 500) e iodeto de propidio (PI, 20 pg / mL). A
citometria de fluxo foi realizada em uma plataforma FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, EUA) e os resultados foram analisados usando o software CellQuest Pro (BD

Biosciences). As células anexos-FITC negativo/ Pl positivo foram consideradas como
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necréticas e as células Anexina-FITC positivas/ Pl negativas foram consideradas na fase

inicial da apoptose. Os duplos negativos foram considerados células viaveis.

5.4.5 Ensaio de proliferacdo usando coloracdo com 5(6) éster de N-succinimidil de diacetato

de carboxifluoresceina (CFSE)

O mesmo protocolo para os esplendcitos obtidos foi utilizado para o ensaio de
proliferacdo  usando 5-(6)-éster-de-N-succinimidil-de-diacetato-de-carboxifluoresceina
(CFSE). Apd6s a obtencdo dos linfocitos, a solucdo celular foi centrifugada a 300 xg a
temperatura ambiente durante 5 minutos com PBS 1X esterilizado adicionado com SFB 5%
(pH 7,2). Depois disso, a solucdo celular foi ajustada para 1x10° cels/mL e recebeu 5 mM de
CFSE. As células foram incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro e
centrifugadas duas vezes a 300 xg por 5 minutos com PBS 1X estéril. As células marcadas
com CFSE foram cultivadas durante 24 horas com 10 pg/mL das formulag¢Ges desenvolvidas
na concentracdo de 0.1% ou apenas meio de cultura (controle negativo). Apds o término do
tempo de cultivo, as células foram centrifugadas (300 xg por 5 min), foram transportadas para
aquisicdo na plataforma FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences) e os resultados foram

analisados usando o software Cell Quest Pro (Becton Dickinson).

5.5 ENSAIOS IMUNOMODULADOR

5.5.1 Medicé&o da producéo de citocinas utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA)

Os sobrenadantes das culturas tratadas com as formulacdes desenvolvidas na
concentracdo de 0.1% durante 24h e 48h, assim como as células ndo tratadas (controle
negativo), foram coletados para a medicéo da producdo de citocinas. A avaliacdo das citocinas
foi realizada utilizando a citocina Th1/Th2/Th17 Mouse (Becton Dickinson Biosciences,
EUA) para a deteccdo simultanea das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, 1L-10, fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a) ¢ interferon-gama (IFN-y).

A medicdo de citocinas baseou-se no principio da tecnologia Cytometric bead array
(CBA) e todos os dados foram adquiridos na plataforma FACSCalibur. A técnica CBA utiliza

microparticulas ou esferas marcadas com intensidade de fluorescéncia discreta. As beads de
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captura foram marcadas com alo ficocianina e foram lidas a 650 nm. O anticorpo de deteccdo
especifico para citocinas foi marcado com fluorocromo de ficoeritrina que emite a 585 nm em
parametros amarelos. A intensidade de fluorescéncia do parametro amarelo é proporcional a
quantidade de citocina presente nas amostras teste. Resumidamente, amostras de teste (50 pL)
e anticorpo de deteccao de ficoeritrina foram incubadas com as beads de captura e reagente de
deteccdo durante 2h no escuro a temperatura ambiente. Todos os anticorpos ndo ligados foram
lavados (1,0 mL de tampédo de lavagem) e ressuspensos em 300 uL de tampao de fixagao
antes da aquisicdo de dados na plataforma FACSCalibur. Cada citocina apresentou um pico
Unico e bem separado e sete curvas padrdo de citocinas individuais (0-5000 pg/mL) foram

executadas em cada ensaio.

5.5.2 Ensaio de imunofenotipagem de linfocitos

Os linfécitos e mondcitos presentes nos esplendcitos dos camundongos foram
cultivados em placas de 24 pocos (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica), com
uma densidade de 10° células / poco, na presenca e auséncia das formulagdes na concentracio
de 0.1% a 12,5 ug / mL e RPMI. Apds este tempo de incubagdo, as células foram removidas
das placas utilizando PBS-Wash 1% gelado e inseridas em tubos de polipropileno de 15 mL
(BD Biosciences) com 6 mL de PBS-Wash para centrifugacdo (400 x g durante 10 min). Apds
descartar o sobrenadante, as células foram lavadas com 2 mL de PBS-Wash e centrifugadas
(400 x g durante 5 min). O sobrenadante foi descartado e os anticorpos monoclonais de
superficie foram adicionados a tubos e incubados durante 30 minutos. Apds este tempo,
realizaram-se duas etapas de lavagem com 1 mL de PBS-Wash seguido de centrifugacédo (400
X g durante 5 min). Os sobrenadantes foram rejeitados e as células foram fixadas durante 15
minutos com 150 mL de solucdo de Cytofix (BD Biosciences). As células foram lavadas com
2 mL de PBS-Wash seguido de centrifugacdo (400 x g durante 5 min). Ap6s descartar o
sobrenadante, foram adicionados 300 uL. de PBS-Wash a cada tubo, o qual foi carregado na
plataforma FACSCalibur. Os anticorpos monoclonais utilizados neste ensaio Rat Anti-mouse
CD4, PE Rat Anti-mouse CD8 and FITC Rat Anti-mouse CD16/CD32 (BD Biosciences).
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no software Sigma, versdao 2.23.03. A normalidade das
varidveis quantitativas foi realizada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para detectar as
diferencas entre os grupos, utilizou-se o teste de Wilcoxon. O teste t-Student foi utilizado para
analisar os resultados do ensaio de viabilidade celular. Todos os resultados foram expressos
como média + Desvio Padrdo e um valor de p <0, 0001 foi considerado como estatisticamente

significativo.
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6.1 RESULTADOS

6.1.1 Obtenc&o e Desenvolvimento dos Hidrogéis

Dos trés agentes gelificantes avaliados apenas a goma xantana apresentou-se compativel
com os ativos. Por apresentar uma melhor consisténcia e aspecto, a concentracdo de goma
xantana escolhida para o hidrogel foi de 1,5% (F3), sendo divididos em sete formulacdes com

combinagBes variadas de concentracBes de ativos para avaliacdo farmacéutica, citotoxica e

imunomoduladora (tabela 3).
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Tabela 3- Composicdo das formulacdes de goma xantana 1,5% contendo extrato das folhas

de R. mangle e Acido Ascorbico em diferentes concentrages.

COMPOSICAO (%; PIV)  F3(a) F3(b) F3(c) F3(d) F3(e) F3(f) F3(g)
Extrato R. mangle (%) - - 5 5 5 5 5
Metabissulfito
) 0,2 1 0,2 0,2 0,2 1 1
de Sodio (%)
Metilparabeno (%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Propilparabeno (%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Goma Xantana (%) 1,5 1,5 15 1,5 1,5 15 15
Acido Ascorbico (%) - - - 5 10 10 5
Agua destilada g.s.p (9) 100 100 100 100 100 100 100

Legenda: F: Formulacdo; %: concentracdo do composto no total da formulacdo; P/V: peso do

composto por volume.

6.1.2 Avaliagdo Farmacéutica

6.1.2.1 Caracterizacdo Organoléptica

As formulagdes com a goma xantana associada aos ativos (Figura 8B) apresentaram

aspecto homogéneo, cor alaranjada, superficie lisa, com brilho intenso, transltcida e odor

tipico dos ativos R. mangle e Acido Ascorbico.
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Figura 8- FormulacGes desenvolvidas com goma xantana 1,5% placebo (A) e incorporado
com os ativos R. mangle e &cido ascorbico (B).

Fonte: AUTORA

6.1.2.2 Determinacdes do pH

O pH das formulacgdes estudadas apresenta-se entre 5.0 e 5.3, conforme demostrado na
tabela 4.

Tabela 4- Valores médios de pH das formulacdes a base de R. mangle e Acido Ascorbico.

Parametro F3(a) F3(b) F3(c) F3(d) F3(e) F3(f) F3(9)
n=3

pH +SD 5,0+0,1 5,1+0,15 51+0,15 52+0,1 50+005 5,1+0,05 5,3+ 0,07

Legenda: F: Formulagéo.
6.1.2.3 Reologia

As formulacdes em estudo apresentaram comportamento ndo-Newtoniano do tipo

pseudoplastico (figura 9), ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa quando
comparados.
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Figura 9- Reograma das formulacGes. F3(d, e, f, g): formulagfes com a associagdo de extrato
de R. mangle e Acido Ascérbico, F3(c): formulagio com extrato de R. mangle e F3(a, b):

placebo das formulacdes.

——F3(d,efg)
—o—F3(e)
—a—F3(a,b)

Viscosidade Pa.s

10

Taxa de Cisalhamento 1/s

Fonte: AUTORA

6.1.2.4 Determinacao da espalhabilidade

A espalhabilidade das formulagbes apresentou um aumento gradativo em funcdo do
peso (g) aplicado sobre as amostras (figura 10), ndo apresentando diferenca estatisticamente

significativa quando comparados.

Figura 10- Grafico da espalhabilidade das formula¢des em fungdo do peso (g) aplicado sobre
as amostras. F3(d, e, f, g): formulagbes com a associagdo de extrato de R. mangle e Acido
Ascorbico, F3(c): formulacdo com extrato de R. mangle e F3(a, b): placebo das formulacdes.
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Fonte: AUTORA

6.1.3 Avaliacéo da atividade Citotoxica

Apo0s a avaliacdo da equivaléncia farmacéutica das formulacGes (tabela 3), as mesmas
foram submetidas a um ensaio de viabilidade celular com o intuito de avaliar se os hidrogéis a
base de R. mangle e Acido Ascorbico (associacdo ativa) podem promover danos as células
animais. O teste de viabilidade celular mostrou que 96% das células permaneceram vivas apos
o0 tratamento com as sete formulagdes analisadas nas concentracGes de 0,05%, 0,1% e 0,2%;
escolhendo o material referente a concentracdo 0,1% para os testes seguintes. As células
invidveis foram equivalentes a 4%, onde as formulacdes F3(d) e F3(f) apresentaram inducédo
de necrose mais elevada quando comparada ao controle, enquanto a formulacdo F3(e)
apresentou inducdo a apoptose em valor menor quando comparado ao controle. Os valores
apoptoticos e necroticos encontrados para as células tratadas com as formulagdes F3(a, b, c, g)

ndo foram estatisticamente significativos em relagéo controle (Figura 11).

Figura 11- Viabilidade celular dos esplendcitos de camundongos tratados com as
formulacGes desenvolvidas em diferentes concentracdes dos ativos. As barras cinzas verticais
representam inducdo a apoptose celular e as barras pretas verticais representam inducdo a
necrose celular. As barras verticais representam a média do experimento em triplicata.
#p<0.0001.
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Controle F3(a) F3(b) F3(c) F3(d) F3(e) F3(f) F3(9)
F———> Concentragdo de compostos 0.1% —

Fonte: AUTORA

Para avaliar se as formulacgdes (tabela 3) foram capazes de ativar células imunoldgicas
do baco de camundongos, foi realizado um ensaio para investigar o indice de proliferacdo das
mesmas. Mostrando que referente aos linfocitos ndo aconteceu inducdo significativa a
proliferacdo das células tratadas quando comparadas ao controle, entretanto em relacdo aos
mondcitos pode ser observado uma maior indugdo quanto ao indice de proliferacdo celular

quando tratadas com as formulagdes F3(b, d, €) comparando ao controle (Figura 12).

Figura 12- indice de proliferagio promovido pelas formulagdes desenvolvidas em culturas de
esplendcitos marcados com CFSE. As barras cinzas verticais representam culturas de
mondcitos tratados e as barras pretas verticais representam culturas de linfdcitos tratados. As

barras verticais representam a média do experimento em triplicata. #p<0.0001.

] Mondcitos

800-
M Linfocitos

700+
600
500+
400+
300+
200+
100+

Nimero de Células
(Média do Gate)

Controle  F3(a) F3(b) F3(c) F3(d) F3(e) F3(f) F3(g)
F——  Concentragdo de Compostos 0.1% ——

Fonte: AUTORA
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6.1.4 Avaliacéo da atividade imunomoduladora

Na investigacdo quanto a producéo de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e
INF-y em células tratadas com os hidrogéis a base da associagio de R. mangle e Acido
Ascorbico (tabela 3), os resultados da producéo de citocinas mostraram que IL-6 e INF-y ndo
foram produzidas pelos mesmos. Entretanto nas formulagbes F3(c, d, e, f) induziram a
producdo de IL-2 (figura 13), IL-4 (figura 14), IL-10 (figura 15), TNF-a (figura 16) e as
formulacbes F3 (c, d, e, f, g) induziram a producédo de IL-17 (figura 17) que em relacdo ao
controle tiveram maior e significativa producdo. A formulagdo F3(e) comparada ao controle e
as outras formulacGes que apresentaram significAncia destacou-se quanto a producdo das

citocinas citadas.

Figura 13- Perfil da producdo de citocinas IL-2 promovido pelas sete formulagdes
desenvolvidas em culturas de esplendcitos de camundongos. A barra branca vertical
representa culturas de controle (células + médias) e as barras pretas verticais representam
culturas tratadas com as formulagdes desenvolvidas. As barras verticais representam a média

do experimento em triplicata. #p<0.0001.
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0-
Controle F3(a) F3(b) F3(c) F3(d) F3(e) F3(f) F3(g)

Fonte: AUTORA

Figura 14. Perfil da producdo de citocinas IL-4 promovido pelas sete formulagdes
desenvolvidas em culturas de esplendcitos de camundongos. A barra branca vertical

representa culturas de controle (células + médias) e as barras pretas verticais representam
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culturas tratadas com as formula¢Bes desenvolvidas. As barras verticais representam a média

do experimento realizado em triplicata. #p<0.0001.
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Controle F3(a) F3(b) F3(c) F3(d) F3(e) F3(f) F3(g)

Fonte: AUTORA

Figura 15- Perfil da produgdo de citocinas IL-10 promovido pelas sete formulagdes
desenvolvidas em culturas de esplendcitos de camundongos. A barra branca vertical
representa culturas de controle (células + médias) e as barras pretas verticais representam
culturas tratadas com as formulacBes desenvolvidas. As barras verticais representam a média

do experimento realizado em triplicata. #p<0.0001.
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Fonte: AUTORA

Figura 16- Perfil da producdo de citocinas TNF-o promovido pelas sete formulagdes
desenvolvidas em culturas de esplendcitos de camundongos. A barra branca vertical

representa culturas de controle (células + médias) e as barras pretas verticais representam
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culturas tratadas com as formula¢Bes desenvolvidas. As barras verticais representam a média

do experimento realizado em triplicata. #p<0.0001.
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Fonte: AUTORA
Figura 17- Perfil da produgdo de citocinas IL-17 promovido pelas sete formulagdes

desenvolvidas em culturas de esplendcitos de camundongos. A barra branca vertical
representa culturas de controle (células + médias) e as barras pretas verticais representam
culturas tratadas com as formulagBes desenvolvidas. As barras verticais representam a média

do experimento realizado em triplicata. #p<0.0001.
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Fonte: AUTORA
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Os ensaios de imunofenotipagem foram realizados para analisar a capacidade das
formulacGes (tabela 3) em induzir proliferacdo, ativacdo ou inibicdo de subunidades de
linfocitos T CD4 *, T CD8 * e NK. Os resultados mostraram que apenas na formulacdo F3(a)
0 subgrupo de linfécitos T CD4" induziu proliferacdo, ativacdo significativa quando
comparado ao controle. As formulacbes F3 (a, b, c, e, f, g) induziram proliferacéo, ativacédo
quando comparados ao controle do subgrupo de linfécitos T CD8 *, entretanto a formulacéo
F3 (d) ndo apresentou alteracGes. Notou-se que as formulacdes F3 (b, c, d, e, f) induziram
proliferacdo, ativacdo significativa do subgrupo NK, enquanto as formulacbes F3(a, Q)

apresentaram inibigdo (Figura 18).

Figura 18- Ensaios de proliferacdo, ativacdo e inibicdo in vitro induzidos por formulacdes a
base da associacdo de extrato de R. mangle e Acido Ascdrbico em subconjuntos de linfécitos
T CD4 *, T CD8 e NK. As barras verticais representam a média do experimento realizado

em triplicata. #p<0.0001.
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6.2 DISCUSSAO

No mercado biotecnoldgico e farmacéutico o desenvolvimento de materiais como
cremes, Oleos, pomadas, hidrogéis e substitutos de pele para o tratamento da reparacao
tecidual em seus diversos niveis € uma tematica vasta e com elevada complexidade
(SMANIOTTO et al., 2012). O processo cicatricial leva em conta varios fatores bioldgicos
como também clinicos que interferem diretamente para o processo ser realizado com éxito
(BARRETO et al., 2018). Mediante este cenario, o desenvolvimento de novos materiais para
o0 tratamento de feridas cutaneas tornou-se um campo de ampla exploracéo cientifica, quando
relacionado a criacdo de novos curativos incorporados a ativos sintéticos, semissintéticos e
naturais de forma isolada ou associada com o intuito de auxiliarem no tratamento da
inflamacdo e cicatrizagdo do ferimento (FRANCO & GONGCALVES, 2008; MELO &
FERNANDES, 2011; SMANIOTTO et al., 2012).

No desenvolvimento de formulagdes objetivando o tratamento tdépico, é nessario
considerar caracteristicas que facilitem a penetracdo do seu ativo através da pele, permitindo a
interacdo do veiculo e da pele, proporcionando a passagem da substancia ativa (FOLDVARI
& BAGONLURI, 2008). A faixa de pH tolerado pela pele pode variar de 4,6 a 5,8
(GONCALVES, 2017). Os valores de pH das setes formulacGes estudadas neste trabalho,
tiveram variacdo entre 5,0 e 5,3, sendo compativeis com os valores de pH tolerados pela pele.
Em seu estudo Roger et al., (2011) revelou que os valores de pH de formulagdes contendo o
extra de R. mangle ficaram préximos de 6,0 a 7,0; enquanto formulacdes com &cido ascérbico
no trabalho de Maia (2002) demostraram valores de 3,1 a 3,3. O pH levemente acido no leito
da ferida favorece as condic¢des de cicatrizacdo e a protecdo contra infecgdes demostrando
melhores resultados do que aquelas com pH basico, torando-se um ponto relevante também
quanto a penetracdo cutanea do Acido Ascorbico na pele, que possui melhor absorcdo do
ativo em meios mais acidos (MAIA, 2002; SOUZA, 2016).

As caracteristicas reoldgicas sdo propriedades importantes a serem consideradas na
fabricagdo e aplicagio de produtos de uso topico (CORREA, 2005). Em andlises realizadas
neste trabalho, os hidrogéis contendo 1,5% de goma xantana apresentaram comportamento
ndo-Newtoniano do tipo pseudoplastico, onde tém sua viscosidade aparente diminuida
gradualmente, a medida que aumenta a tensdo de cisalhamento, conferindo caracteristica

importante para formulacdes de uso topico (MIURA, 2012). Segundo Lourenco (2013) a
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absorcdo de agentes ativos pela pele diminui com o aumento da viscosidade do veiculo,
verificando uma relacdo inversa entre viscosidade e absorgcdo. Outra vantagem para esse
comportamento € a capacidade de deformacdo durante a aplicagdo, facilitando o
espalhamento, seguida da recuperacédo da viscosidade quando se encerra a aplicacao, evitando
que o produto escorra (CORREA, 2005).

As caracteristicas de espalhamento sobre a pele sdo importantes, tanto do ponto de vista
sensorial como de eficécia, corroborando com os resultados reolégicos, quando referenciados
a relacdo de viscosidade e espalhabilidade, do modo que uma diminuicdo da viscosidade
implica em um aumento da espalhabilidade (ANDRADE, 2017). As formulagdes avaliadas
neste estudo apresentaram um aumento na espalhabilidade quando empregado um peso nas
mesmas, observando assim uma caracterista favoravel em relacdo a formulacéo topica. Miura
(2012) em estudo com profissionais de um Ambulatdrio de Feridas, ressaltou as perspectivas
quanto a consisténcia de um material destinado a aplicagdo em feridas durante a execucao dos
curativos; 0s mesmos chegaram ao consenso que a melhor formulacdo deveria ser de facil
aplicacdo e remocdo, mas ndo tdo fluida que escorresse dos limites da lesdo durante o periodo
de acdo do ativo, corroborando assim, com as caracteristicas apresentadas dos hidrogéis em

avaliagéo.

A avaliacdo de compostos quanto a sua toxicidade pode ser feita de varias maneiras
entres elas o teste de citotoxicidade que define o potencial toxicoldgico de um material sobre
cultura de células, sendo, portanto, um pré-requisito para a avaliacdo de biocompatibilidade
(LOPES et al., 2019). As ceélulas imunoldgicas tratadas com os hidrogéis expuseram
viabilidade de 96%, denotando que as formulacGes em estudo ndo apresentam perfil
citotoxico, caracterizando inducao na proliferacdo dos mondcitos e estabilidade dos linfocitos
quando comparados ao controle. O uso associado do extrato de R. mangle e o Acido

Ascorbico ndo é descrito na literatura, porém pode ser observado estudos separadamente.

Almeida (2017) relata em seu trabalho que o extrato metanolico das folhas de R. mangle
ndo apresentou perfil citotoxico, frente as células imunologicas, sendo capaz de induzir
proliferacdo nos esplendcitos. Enquanto Aradjo (2015), avaliou o extrato aquoso das folhas de
R. mangle revelando que o mesmo atuou na proliferacdo de células HelLa, demonstrando
efeito mitogénico, sem atividade citotoxica. Em relagdo ao Acido Ascorbico estudos relatam

um citotoxidade seletiva, uma vez que dados obtidos através de estudos in vitro e in vivo
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mostram que essa substancia causa danos as células tumorais, preservando as células normais,
sendo verificado esse efeito em linhagens celulares diferentes, tendo importancia em salientar
que essa resposta seletiva é dependente do tempo de incubacdo e da sua concentracao
(MAMEDE, 2012; MATA, 2016).

Diante das implicagdes que envolvem o tempo de reparagdo das feridas cutaneas,
diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de se minimizar o periodo de
reparo por meio da modulacdo de seus componentes. Segundo Campos et al., (2007) a
evolugdo do processo de forma didatica abrange trés fases, com limites ndo distintos,
sobrepostos temporalmente: fase inflamatdria, fase de proliferagdo ou de granulacdo e fase de
remodelacdo ou de maturacdo. O conhecimento das células e citocinas que participam do

processo é fundamental para que tal modulacéo seja eficaz.

As citocinas sdo liberadas por diferentes células do hospedeiro para estimular e regular
outras células através de receptores especificos que participam no controle de todos os
eventos imunologicamente relevantes, como a ativacdo, diferenciacdo, maturacéo,
proliferacdo e a sobrevida da célula (LIPMAN et al., 2010). Sendo mediadores necessarios
para conduzir a resposta inflamatéria aos locais de infeccdo e lesdo, favorecendo a
cicatrizagdo apropriada da ferida (OLIVEIRA et al., 2011). A associagdo dos ativos nos
hidrogéis neste estudo induziu a produgdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-17 e TNF-a

qguando comparado ao controle em esplendcitos estimulados.

Estudos com compostos naturais demostraram indugdo a producdo de citocinas como
IL-2, IL-6, TNF-o e IFN-y por meio do extrato metandlico de folhas de R. mangle
(ALMEIDA, 2017) e TNF-a, IL-6 e 1L-10 em células animais tratadas por ligninas isoladas
(FILHO et al., 2018) como também a inducdo a producdo de TNF-a, IL-2, IL-10 e IFN-y
em linfocitos tratados com extrato aquoso de folhas de Conocarpus erectus (SANTOS et al.,
2018) enquanto, trabalhos relacionados ao &cido ascorbico evidenciam a indugéo a producéo
de IL-1 e TNF-a em resposta a diferentes estimulos pro-inflamatorios e tipos celulares
variados (PRIANTE et al., 2002; KRAYCHETE et al., 2006). Citocinas como IL-2 e TNF-a
estdo associadas a resposta imunologica pro-inflamatdria, presente em danos teciduais
(OLIVEIRA et al., 2011). Em contrapartida, citocinas IL-4 e IL-10, auxilia a sintese de
anticorpos por plasmacitos e ativacdo de eosindfilos, além de participar da resposta cicatricial
e processos fibroticos (CINSA et al., 2013; MEDEIROS & FILHO, 2016). Quanto a IL-17
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desempenha papéis reguladores fundamentais na defesa do hospedeiro e nas doengas
inflamatorias, além de procedimento pos -cirdrgico, trauma ou durante as infeccdes (JIN &
DONG, 2013).

Em nosso estudo, os resultados do ensaio de imunofenotipagem com as sete
formulacdes desenvolvidas apresentaram a proliferacdo, ativagdo dos subgrupos de linfocitos
T CD4 *, T CD8 *e NK tendo variacdo quanto a significancia quando comparado ao controle
dependendo da formulacdo avaliada. Gupta et al., (2011) relatou em seu trabalho que
Browelia serrata promoveu um aumento significativo nos subgrupos de células T CD4 e T
CD8 " de células do bago, como também no estudo de Santos et al., (2018) mostraram que 0
extrato aquoso de folhas de Conocarpus erectus induziu ativacdo e proliferacdo dos linfocitos
T CD8 * sem alteracdo nos subgrupos de linfécitos T CD4 * e ndo inibiu subgrupos de
linfécitos T CD4 * e T CD8 *. Enquanto o extrato etandlico das sementes de Psoralea
corylifolia combateu as células tumorais através da ativacdo das células NK (NUNES-
PINHEIRO, 2003). A ativacdo e proliferacdo dessas células tem relacdo direta com a respota
imune que vai ser empregada quanto a situacdes adversas em que o organismo pode enfrentar,

como a reparacdo tecidual ou processo inflamatério (SANTOS et al., 2018).

Das sete formulagdes avaliadas no presente estudo, a que apresentou resultados mais
expressivos quanto a proliferacdo celular e atividade imunomoduladora foi a F3(e) com
concentracdo dos ativos em 5% do extrato de R. mangle e 10% do &cido ascérbico. Araujo
(2015) usou no desenvolvimento de creme cicatrizante o extrato aquoso das folhas de R.
mangle na concentracdo de 5% indicando resultados favoraveis para reparacdo tecidual em
testes in vitro e in vivo. A mesma concentracdo de 5% também foi utilizada por Lopes et al.,

(2019) na avaliacdo de um creme cicatrizante com extrato de Avicennia schaueriana.

Quanto as concentracdes usuais do acido ascorbico em formulagdes farmacéuticas
encontram-se variagGes de 5% a 15%, sendo que a maior eficicia é obtida com no minimo
10% (BAGATIN, 2009). Estudos constataram que a concentragdo de 20% em formulacgdes
leva ao nivel maximo de absor¢cdo do ativo pela pele, porém por razdes ainda néo
estabelecidas concentracdes superiores resultaram em um decréscimo nos niveis teciduais
(AZULAY et al., 2003), enquanto a concentracdo de 15% aplicadas diariamente no periodo
de cinco dias, mostraram, apds trés dias, uma saturacdo de concentracdo de &cido ascorbico na

pele (DALCIN et al., 2003). Os resultados em questdo sugerem o potencial bioldgico dos
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hidrogéis a base da associagdo de R. mangle e o &cido ascérbico, sendo uma teméatica em
desenvolvimento, tendo em vista a escassez de trabalhos quanto a associagdo desses

compostos.



7 CONSIDERACOES FINAIS E
CONCLUSOES
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7.1 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demostrou que o polimero com maior indicacdo para o desenvolvimento de
hidrogéis com a associacdo do extrato aquoso das folhas de R. mangle e Acido Ascérbico foi
a goma xantana, apresentando caracteristicas organolépticas que demostram a
biocompatibilidade entre o ativo e a base das formulacbes. Ensaios farmacéuticos
demonstraram que as formulagOes apresentam pH dentro da faixa tolerada pela pele,
comportamento ndo-Newtoniano do tipo pseudoplastico, tendo os resultados da
espalhabilidade corroborando com esse comportamento. Além disso, mostraram ser
formulacGes sem atividade citotdxica com uma taxa de viabilidade celular de 96% mesmo nas
doses mais elevadas como também atividade imunomoduladora em culturas de esplendcitos
de camundongos. Estes achados proporcionaram uma compreensdo inicial da resposta
imunoldgica e do potencial efeito cicatrizante in vitro promovidos pelo hidrogel de
Rhizophora mangle 5% e Acido Ascérbico 10% (F3e).

O extrato de R. mangle e o Acido Ascérbico de forma separada sdo estudados quanto
aos seus potenciais terapéuticos na cicatrizacdo, porém sua associacao até 0 momento néo foi
relatada nos bancos de dados de pesquisas cientificas. Diante do exposto, este trabalho
experimental trouxe informacdes adicionais a respeito de atividades bioldgicas da associacao
desses ativos, perfil de atividade citotoxica e efeitos imunoldgicos produzidos em células de
esplendcitos de camundongos, consiste em dados valiosos para a compreensdo do uso destes
ativos associados para fins terapéuticos. Nossos resultados sugerem que a formulagdo
desenvolvida pode ser eficiente na cicatrizacdo de feridas, possuindo potencial necessario

para a ampliacdo de pesquisas em tecnologias e terapias apropriadas.
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7.2 CONCLUSOES

e Dos trés polimeros testados no ensaio de pré-formulagcfes em variadas concentracoes,
a goma xantana na concentracdo de 1,5% (F3) apresentou maior compatibilidade com

a associacao dos ativos.

o As caracteristicas organolépticas das formulacdes (F3) foram aspecto homogéneo, cor
alaranjada, superficie lisa, com brilho intenso, translicida e odor tipico dos ativos.

e O pH das formulacdes estudadas apresenta-se entre 5,0 e 5,3.

e As formulagbes em estudo apresentaram comportamento ndo-Newtoniano do tipo
pseudoplastico, tendo o ensaio de espalhabilidade corroborando com esse

comportamento.

o As formulagdes F3 (a, b, ¢, d, e, f, g) ndo apresentaram perfil citotoxico nas
concentracgdes testadas 0,05%, 0,1% e 0,2%; na concentragao de 0,1% apresentou 96%
de viabilidade celular, observando uma maior inducdo de mondcitos quanto ao indice
de proliferacdo celular quando tratadas com as formula¢6es F3(b, d, €) comparando ao

controle.

o As formulacdes F3 (a, b, ¢, d, e, f, g) foram capazes de promover imunomodulacdo em
culturas de esplendcitos de camundongos através da, ativacdo e proliferacdo de
subconjuntos de linfocitos T CD4 ¥, CD8 *e NK, producéo de citocinas IL-2, IL-4, IL-
10, TNF-a e IL-17. A formulacdo F3(e) comparada ao controle e as outras

formulacGes destacou-se quanto a atividade imunomoduladora estudada.
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ANEXO A- COMITE DE ETICA ANIMAL

; Jl-'!.. UNIVERSIDADE FEDERAL DE FEEHAI'-'IHUED-
; ' UFPE
' .h-ﬁ- CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS -CCB
3= COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS L
rmcp i CEUA ey
PARECER

Este parecer trata do Processo CEUA 0048-2016 submetido
online pela Professora Cristiane Moutinho Lages de Melo a
Comissdo de Efica no Uso de Animais para avaliagdo do uso de
Mus musculus no projeto de pesquisa infitulado “IM.-’ESTIGA:;‘.A{}
IMUHDL{}EICA E ANTITUMORAL DE COMPOSTOS NATURAIS
EZHLTHAIDIE;}S DE PLANTAS®. Alem do projeto foi apexado o
FORMULARIO  UNIFICADD  PARA  SOLICITACAD DE
AUTORIZACAD PARA USO DE ANIMAIS EM ENSINO EfFOU
PESQUISA. O projeto de pesquisa tem relevante importéncia
acerca da necessidade de pesquisas que visem  elucidar
mecanismos de acdo envolvidos com a resolugdo de patologias
COMO O CaANCer.

De acordo com a documentagdo apresentada a CEUA, os
objetives, os aspectos legais e o bem-estar animal, consideramos a
solicitagio de pesquisa cientiica COM PENDENCIAS. Abaixo,
seguem as especificagdes:

- Falta a carta de apresentacio com assinatura da
responsavel pelo projeto e respectivo chefe de departamento;

- Assinalar o ftem 9.6 como Grau de Invasividade 1.

Finalidade ( ) Ensing

(%) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizatao 04012017 - 04012019
Especieflinhagemiraca Mus musculus — Linhagem

swiss e Ballvc
M de animais 32
Pesafldade 2o - 40 gramas / 60 dias
Sexn Fémeas
Crigem Biotério do Departamento de
Antibicticos

Recife, 13 de dezembro de 2016.
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ANEXO B- AUTORIZACAO DE COLETA DO MATERIAL BOTANICO

,,,,, Agéncia

~ Estadual de
- Meio Ambiente covemor

CA DRFB N° 120/2014 24 de ocutubro de 2014.

Ac Senhor

JEYMESSON RAPHAEL CARDOSO VIEIRA
Prezado Senﬁor,
Cumprimentando Vossa Senhoria, nog reportamos ac Processo CPRH

0k 013520/2014, referente ao requerimento para realizacdo de

atividades de pesquisa na APA de Santa Cruz e na -APA Estuarina de
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N

Santa Cruz, sendo o local de coleta as margens do Canal de Santa Cruz®

e Rio Paripe, préximo a Vila Velha, Ilha de Itamaraca - PE.

Apds analise da documentagdo apresentada vimeos dinformar gque ©

projeto “Tecnologia Morfolégica Aplicada a Inovagac Terapéutica:- Uma

Perspectiva de Iﬂvestigagéo de Prddutos‘Naturaiq da Regiao de Mangue”
foi aprovado, ‘estando autorizada a realizagso da citada pesquisa. No
entanto, em caso de realizagdo de atividades em &areas particulares,
estas somente poderdo ocorrer mediante a anuéncia do proprietéaric das
terras. Salientamos ainda, gque esta autorizagao permite as ativigades
de campo e coleta de material para estudo, entreténto, O acesso ao

patriménio genético devera ser autorizado pelos érgios competentes.

Informamos que a Unidade de Conservacdo APA de Santa Cruz possui
sede e administragido local, desta forma, caso haja necessidade de
apoio para a realizagdo das atividades de campo, faz-se necessario

contato prévio com a equipe de gestdc da Unidade.

Atenciosamente,

LIMA

Diretoria de Recurscs Florestais e Biodiversidade



