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RESUMO

O envelhecimento resulta no acumulo de danos moleculares e celulares ao longo do
tempo. Garantindo a prevencdo e desacelerando o processo de envelhecimento,
empregamos O mecanismo de agdo de neocolagénese utilizando os
bioestimuladores de colageno, como a hidroxiapatita (HAp), um fosfato de calcio que
desencadeia um processo inflamatorio controlado que estimula o fibroblasto a
produzir colageno. Outra possibilidade € utilizar os antioxidantes (AO) para inibir as
reagbes causadas pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) e radicais livres,
como a luteolina (LUT), uma flavona da classe dos flavonoides, que tem sua
atividade atribuida aos radicais fendlicos de sua estrutura quimica. A partir disso, o
objetivo do presente trabalho foi desenvolver, caracterizar e quantificar as
nanoparticulas de HAp associada a LUT para potencial uso como bioestimulador
dérmico. A sintese de nanoparticulas de HAp (n-HAp) foi realizada pelo método de
precipitacdo. Foi utilizado a n-HAp para obtencdo dos compadsitos, adicionado a LUT
e alcool etilico 99,5% em SpeedMixer® e secagem em estufa seca a 35°C por 48h.
Foi desenvolvido e validado um método analitico em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) para quantificacdo da eficiéncia de incorporagdo dos compdésitos.
A caracterizagdo dos compositos HAp-LUT foi realizado analise morfologica e de
superficie avaliando o diametro médio, indice de polidispersao (IPD) e potencial zeta
por espectroscopia de correlagdo de fétons, microscopia eletrOnica de varredura
(MEV-EC), e por difragdo de raios X (DRX), espectroscopica via espectroscopia na
regido do infravermelho por transformada de Fourier (IVTF) e térmica por
termogravimetria (TGA). Os compositos foram sintetizados com sucesso pelo
método proposto. O método analitico desenvolvido foi validado de forma adequada,
e a avaliacao de eficiéncia de incorporagcao mostrou eficiéncia de incorporacéo 81,50
e 95,46% para os compositos de HAp-LUT. As analises fisico quimicas
apresentaram diametro médio de 263,4 a 846,5 nm, IPD de 0,613 a 0,884, e
potencial zeta de -31,5 a -5,18 mV, indicando que os compdsitos séo de distribuigdo
heterogénea e com baixa estabilidade elétrica, acarretando na formacdo de
aglomerados de nanoparticulas de tamanho micrométrico. A analise morfolégica e
de superficie apresentou os compdsitos com formato irregular e rugosidades, e
estruturas alongadas de superficie lisa. A analise DRX mostrou redu¢ao nos picos
de cristalinidade com consequente amorfizacdo do farmaco. A analise estrutural por
IVTF confirmou que nao houve reagado quimica entre LUT e HAp, indicando que a
HAp pode servir como carreador de LUT sem interferir em sua liberagdo. E o TGA
apresentou melhora da estabilidade térmica dos compdsitos. Assim, conclui-se que
o composito HAp-LUT foi desenvolvido com sucesso e apresentou caracteristicas
fisico-quimicas adequadas para utilizagdo como potencial bioestimulador de
colageno e ainda faz-se necessarios teste posteriores de estabilidade e
citotoxicidade para garantir sua seguranca e eficacia.

Palavras chave: antioxidante, bioestimulador dérmico, colageno, flavona,
rejuvenescimento.



ABSTRACT

Aging results in the accumulation of molecular and cellular damage over time. To
prevent and to retard the aging process, we use neocollagenesis mechanisms using
collagen biostimulators, like hydroxyapatite (HAp), which is a calcium phosphate that
triggers a controlled inflammatory response leading to the stimulation of fibroblasts to
produce collagen. Another possibility is to use antioxidants (AO) to inhibit the
reactions caused by reactive oxygen species (ROS) and free radicals, such as
luteolin (LUT), a flavone from the flavonoid class, whose activity is attributed to the
phenolic radicals in its chemical structure. The aim of this study was to develop,
characterize and quantify calcium hydroxyapatite nanoparticles associated with LUT
for potential use as a dermal biostimulator. HAp nanoparticles (n-HAp) were
synthesized using the precipitation method. The n-HAp was used to obtain the
composites, adding LUT and 99.5% ethyl alcohol in a SpeedMixer® and dried in a
dry oven at 35°C for 48 hours. An analytical method in high performance liquid
chromatography (HPLC) was developed and validated to quantify the incorporation
efficiency of composites. The characterization of HAp-LUT composites,
morphological and surface analysis was carried out, evaluating the average diameter,
polydispersity index (IPD) and zeta potential by photon correlation spectroscopy,
scanning electron microscopy (SEM-FEG), X-ray diffraction (XRD), spectroscopy via
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and thermal spectroscopy via
thermogravimetry (TGA). The composites were successfully synthesized using the
proposed method. The analytical method developed was adequately validated, and
the incorporation efficiency evaluation showed an incorporation efficiency of 81.50
and 95.46% for the HAp-LUT composites. The physical-chemical analyses showed
an average diameter of 263.4 to 846.5 nm, IPD of 0.613 to 0.884, and zeta potential
of -31.5 to -5.18 mV, indicating that the composites are heterogeneously distributed
and have low electrical stability, resulting in the formation of agglomerates of
micrometer-sized nanoparticles. Morphological and surface analysis showed the
composites to have an irregular shape and roughness, and elongated structures with
a smooth surface. XRD analysis showed a reduction in crystallinity peaks with
consequent amorphization of the drug. Structural analysis by IVTF confirmed that
there was no chemical reaction between LUT and HAp, indicating that HAp can serve
as a carrier for LUT without interfering with its release. TGA showed an improvement
in the thermal stability of the composites. Thus, it is concluded that the HAp-LUT
composite was successfully developed and presented suitable physicochemical
characteristics for use as a potential collagen biostimulator. Further stability and
cytotoxicity tests are still needed to guarantee its safety and efficacy.

Key words: anti-aging, antioxidant, collagen, dermal biostimulator, flavone.



2.1
2.2

3.1
3.1.1
3.1.2
3.2
3.3
3.3.1
3.4
3.5

4.1
4.2
4.3

4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.4

441
44.2
443
44.4
445

SUMARIO

INTRODUGAQ.........ooieeceeeieeeteneeeseses e sesesassesassessesessessssssssssssssssssesssassansens 9
OBUETIVOS....... e mn s s me e s me e s s mmn e e mmn e an 11
OBUJETIVO GERAL ...ttt 1
OBUJETIVOS ESPECIFICOS.......coouieieeceeeeeeeeee e 1
REVISAO DE LITERATURAL..........oceieeeeectr et s s eas e sse e sse e e sesaennas 12
FISIOLOGIA DA PELE..... .. e 12
Fibroblasto.........cccovmmmmmiiiirrrrr 15
0o =T -1 3 U T 16
FISIOPATOLOGIA DO ENVELHECIMENTO......cctiiiiiiiiie e 17
BIOESTIMULADOR DE COLAGENO..........cooioeieeeeeeeeeeeeee e 20
Hidroxiapatita de CAlCIO.......ccuuiiemmmmecccccccc e 21
NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA DE CALCIO........cccooeeveeenn 24
ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DA LUTEOLINA (LUT)....ccccveveiennneee, 27
MATERIAL E METODOS.......c.coiueeererecreeecsssassesesassesessssssesssssassssssseseessans 30
DESENHO EXPERIMENTAL. ..ottt 30
REAGENTES E SOLVENTES. ... 30
SINTESE DE NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA DE CALCIO E
OBTENGCAO DOS COMPOSITOS HAP-LUT ..o, 31
LiofiliZaGa0......ccvvieeeeeeecr s 31
Teor de umidade.........ccciiiimmmmmmmmirrr e ——————— 31
Formacgao dos compositos HApP-LUT........ccooimiiiseeeeeecssss s eeeeeees 32
AVALIACAO DA EFICIENCIA DE INCORPORACAO DAS
NANOPARTICULAS DE HAp CONTENDO LUT.....c.coiiiiiceeeeeeeeee e 32
Seletividade........oumiiiiiii———— 33
Linearidade.........cccccemmimmmiiiiiiiiiiisssss e 33
Homocedasticidade...........ccccmmmmiiiiiiiie s 33
Limite de quantificagdo (LQ) e detecGao (LD)........ccceemmrrrrrssscsmmrnnsssssnannes 33
[ (= o2 1= Vo RO 34



4.4.6
4.4.7
448
44.9
4.5
4.5.1
45.2
453
4.5.3.1
4.5.3.2

4.5.3.3
454

4.6
4.6.1
4.7

5.1

5.1.1
5.1.2
5.2

5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.24
5.2.5
5.2.6

= 1 - T 2 34
RoODbUStEZ........ceeeertrree e ————————— 35
Estabilidade.........ccoiiiememriiiir s 35
Eficiéncia de iNnCOrporagao..........ccoocmmmmrrrmmmmmrmrirsnssssssssssssssssssssssssssssssssssees 35
CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA DOS COMPOSITOS HAP-LUT......36
Mistura FisSiCa......cccccuuiiimmmmriiinierrr e 36
Determinagao do PH........coooiiiirr e 36
Analises morfolégicas e de superfiCie......ccccccvrrrriiiiiiiiiiiiccccccceeeeees 36
Determinagé&o do didmetro médio e do potencial zeta................cccccceveeunnn.... 36
Analise por microscopia eletrénica de varredura com fonte de emisséao por
efeito de campo (MEV-EC).............ccoo oottt 37
Anélise por difragdo de po de raioS X (DRX)........cccceeeeeveeeeeeeeiiciiiieaaeeae, 37
Avaliagao por espectroscopia na regiao do infravermelho por
transformada de Fourier (IVTF).......cooiiiierrrrree s 37
ANALISE TERMICA . ......ooeeeeee oo 38
Termogravimetria (TGA).....ccumiiirieiiiiirisiisssessssssss s e e s s s s s s snnas 38
ANALISE ESTATISTICA. ..o 38
RESULTADOS E DISCUSSAOD........ccccoeeueueuenrnrnresesereseseseseseesssssssssssssssanes 39
SINTESE DE NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA DE CALCIO E
OBTENGCAO DOS COMPOSITOS HAP-LUT ..o, 39
Teor de umidade........ccccciiimmmmmnii e —————————— 40
Formacgao dos compositos HAp e LUT..........eecciiii e 40
AVALIACAO DA EFICIENCIA DE INCORPORAGCAO DAS
NANOPARTICULAS DE HAP CONTENDO LUT......ccooviieieeeeeeeeceeeeenes 40
Seletividade.........cccomiiiiiiiii i ——————— 41
Linearidade.........oooiiiiiimeecciiss s 42
Homocedasticidade..........cccccmmmmiiiiiiiiiie s 43
Limite de quantificagdo (LQ) e detecgao (LD)........cceecumrrrrrrrsscsmerrerrssssnnnes 44
PrecCiSao.......cccciiiiiiiiiiineneentn s 45

[ 1 4 o = Lo Y 45



5.2.7 RODUSEEZ........ccc e ————————————————————— 46
5.2.8 Estabilidade..........ccccciiiiiimiimiii e ———— 46
5.2.9 Eficiéncia de iNCOrporagao............ccocrrrmmmmmmnememmsnsssssssssssssssssssssssssssssssssssses 47
5.3 CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA DOS COMPOSITOS HAP-LUT......47
5.3.1 Determinagao do pH.........oociiiirccrr s e 47
5.3.2 Analises morfologicas e de superficie..........cccccmmmmimmmrremmnnccccciiieeeeeeens 48
5.3.2.1 Determinagéo do didmetro médio e do potencial zeta..............cccccceveeeeee..... 48
5.3.2.2 Anélise por microscopia eletrénica de varredura com fonte de emissao por
efeito de campO (MEV-EC).............ooo e 49
5.3.2.3 Andlise por difragdo de p6 de raios X (DRX).......cccccceeeeeeemeeeiieeiiiiiaaaaaaaaaaa. 51
5.3.3 Avaliagao por espectroscopia na regiao do infravermelho por
transformada de Fourier (IVTF).......ooo e 52
5.4 ANALISE TERMICA .......ooieeeeee et 54
5.4.1 Termogravimetria (TGA).....ccccciiiiiiiiiiiinnnnsssssn s 54
6 CONCLUSAQ.........occeeeecerccteerer e ts st eas e sas st e et sne e ese st s e sasseeas e sassesasnssnsaees 57

REFERENCIAS.........ccoieirirereraraeecereresesssasssasssesssesssasasassssssssssssessssasasssnssssessssasssans 58



1 INTRODUGAO

Segundo a organizagao mundial de saude (2022), o envelhecimento a nivel
fisiologico resulta no acumulo de danos moleculares e celulares ao longo do tempo.
A pele € um dos maiores indicadores da idade de cada individuo e os fatores que
determinam esse envelhecimento podem ser intrinsecos ou extrinsecos, e levam a
uma perda de funcgao fisiologica.

Os fatores intrinsecos sdo determinados pela genética, horménios e estresse
oxidativo, no qual ha redugédo da sintese de colageno e outros componentes da
matriz extracelular, diminuindo densidade e espessura da pele, o que leva a flacidez,
e perda de resisténcia e hidratacado. Os extrinsecos estao relacionados as agressoes
externas, como exposi¢cao solar e radiagao UV, poluicdo, habitos de vida e saude
geral (Zerbinati, et al., 2023; Ferreira, et al., 2020; Neca, et al., 2022).

O estresse oxidativo se caracteriza pelo desequilibrio de antioxidantes e
oxidantes, em favor de compostos prdé oxidantes, como as espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs sao moléculas instaveis e reativas, com par de elétrons
desemparelhados, formando assim os radicais livres (RL). Ambos envolvidos no
processo de envelhecimento e diversas doencgas inflamatérias, pois danificam
estruturas celulares como membrana e DNA (Warraich, Hussain, Kayani, 2020;
Tsuchida, Kobayashi, 2020; Zargaran, et al., 2022)

Garantindo a prevencdo e desacelerando o processo de envelhecimento,
empregamos 0 mecanismo de agao de neocolagénese utilizando produtos como os
bioestimuladores de colageno, que iniciam uma reagao inflamatéria em um local
determinado. Uma vez induzida essa inflamacao, sera estimulada a producao de
colageno por meio dos fibroblastos (Bonin, 2019; Neca, et al., 2022).

Como bioestimulador de colageno temos a hidroxiapatita (HAp), que € um
fosfato de calcio, sendo um produto sintético, composto de um mineral presente em
0ssos e dentes. Inicialmente desenvolvido para o uso odontoldégico e meédico, como
revestimento de protese ortopédica, implantes e reparos de tecidos 6sseos. Apds
sua aprovagao, foi observado a sua capacidade de estimulo de colageno em
pacientes com perda de 6ssea facial, sendo entdo aprovado em 2006 pelo food and
drug administration (FDA) seu uso estético como corregao de rugas moderadas a
severas, e restauracdo de volume de face e outras areas como dorso das maos
(Hartatiek, et al., 2023; Liu, Tsai, Chen, 2020).
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Outra possibilidade é utilizar os antioxidantes (AO) para inibir as reag¢des
causadas pelos EROs e RL, prevenindo e/ou retardando o dano celular, que pode
ser enddégeno ou exogeno. Os AO endbégenos sao presentes no corpo, € 0s
exdgenos sao adquiridos a partir de compostos dietéticos minerais, e vitaminas,
como C e E (Warraich, Hussain, Kayani, 2020; Zargaran, et al., 2022).

Com acao AO temos diversas substancias como beta-caroteno, acido
ascorbico, metais quelantes, flavonoides, entre outros. Os flavonoides sao espécies
nao nutritivas presentes nas plantas, frutas, entre outros alimentos do reino vegetal,
e tem sua atividade atribuida aos radicais fendlicos de sua estrutura quimica. Além
de antioxidante, eles tém atividade anti-inflamatéria e na prevencado de doencas
cronicas (Santos, 2021; Zargaran, et al., 2022; Theoharides, 2021).

A luteolina (LUT) é uma flavona, da classe dos flavonoides, e exibe atividade
anti-inflamatéria a partir da modulagdo do estresse oxidativo. Ela possui potencial
sequestrante de RL em modelos celulares e efeito neuroprotetor, e tem sido
amplamente usada no Brasil e China (Gendrisch, et al., 2020; Rocchetti, et al., 2023;
Huang, et al., 2023).

Entretanto, ha uma limitacdo da acdo e duracdo da HAp, sendo viavel
levantar a hipotese de melhorar sua forma de liberacdo e aumento de superficie de
contato para que traga melhores resultados e satisfagao, e potencializar seu efeito
antienvelhecimento com a associagdo de um ativo antioxidante em um mesmo
produto, atendendo com melhor precisao as problematicas do envelhecimento.

Sendo assim, apos realizagao de revisao de literatura em periddicos da area,
foi possivel verificar que a quantidade de estudos sobre HAp com associagdes
voltadas a estética € reduzida, sendo os existentes voltados para a area médica ou
odontologica. Foram encontrados sistemas comerciais contendo 30% de
microesferas de 25 a 45 um em 70% de veiculo de carboximetilcelulose de sddio em
literatura, porém néao relata estudos associados a LUT, o que pode congregar as
vantagens de ambos os componentes da derme.

Com isso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e quantificar
nanoparticulas de hidroxiapatita de calcio associadas a luteolina para potencial uso

como bioestimulador dérmico.


https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Gendrisch/Fabian
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e quantificar as nanoparticulas de hidroxiapatita de

calcio associada a luteolina para potencial uso como bioestimulador dérmico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar as nanoparticulas de hidroxiapatita de calcio e incorporar a luteolina;

e Desenvolver e validar uma metodologia em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC);

e Proceder a determinacdo quantitativa de Iluteolina incorporada nas
nanoparticulas pelo método validado de HPLC;

e Efetuar a caracterizagdo das nanoparticulas de hidroxiapatita de calcio por meio

de analises morfologicas, espectroscopicas e térmica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FISIOLOGIA DA PELE

A pele é um érgédo composto por um agregado de tecidos que funcionam em
conjunto. Tem agdo como revestimento e defesa, agindo como barreira contra
agressodes fisicas e quimicas, radiagcao ultravioleta, infeccbes e demais riscos, além
de termorregulacao e equilibrio de fluidos e eletrdlitos, e ainda possui receptores
nervosos que identificam sensagcdes como pressédo do toque e dor. Em seu estado
ideal possui potencial hidrogenidnico (pH) entre 4 e 6,8, enquanto o pH sanguineo
esta entre 7,35 e 7,45. Estruturalmente ela é dividida em trés camadas (Figura 1):
epiderme, derme e tecido subcutaneo (Quan, 2023a; Szalay, Wertz, 2023; Zargaran,
et al., 2022; Marucci, et al., 2022; Hashim, 2024; Busanello-Costa, et al., 2020).

Figura 1. Estrutura geral da pele, onde podemos visualizar mais externo a epiderme, a jungao
dermoepidérmica, a derme, e a hipoderme.

Epiderme
Jungéo dermoepidérmica
Derme superficial
Derme reticular
Subcutaneo

Fonte: BASF, 2015.
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A epiderme é avascular e composta principalmente por queratinécitos, que
sintetizam a queratina e sofrem processo de diferenciagdo de acordo com a camada
que se encontra, sendo essas divididas em 4 camadas distintas, onde a mais
externa € o estrato corneo, e a mais profunda o estrato basal (Quan, 2023a;
Tricarico, et al., 2022; Zargaran, et al., 2022; Busanello-Costa, et al., 2020; Harris,
2016).

O estrato corneo € uma camada epidérmica com dez a quinze camadas de
queratinécitos anucleados, chamados cornedcitos, originando um epitélio
estratificado e escamoso que se liga por meio de lipidios epidérmicos, formando
uma camada de protecédo e evitando a perda de agua transepidérmica (TEWL) da
pele devido aos fatores hidratantes naturais (FHN) e lipidios epidérmicos (Zargaran,
et al., 2022; Tricarico, et al., 2022; Quan, 2023a; Busanello-Costa, et al., 2020).

Ja o estrato basal é a unica camada capaz de divisao celular, responsavel
pela formacédo e manutengao da jungdo dermoepidérmica, e renovagao da epiderme
que ocorre em média de 15 a 30 dias, podendo variar de acordo com idade, regiao
do corpo e outros fatores metabdlicos (Azulay, 2021; Busanello-Costa, et al., 2020).

Além dos queratindcitos estdo presentes outras células especializadas como
0s melandcitos, as células apresentadoras de antigenos e as células de Merkel. Os
melandcitos sintetizam a melanina, que €& armazenada e secretada pelos
melanossomos, sendo a melanina a proteina que da pigmento e protege a pele dos
raios ultravioletas e radicais livres. As células apresentadoras de antigenos sé&o
responsaveis pela protecdo imunolégica, e as células de Merkel, junto as
terminagcbes nervosas, sao responsaveis pela sensagao de toque e superficie
(Szalay, Wertz 2023; Azulay, 2021; Brown, et al., 2023; Busanello-Costa, et al.,
2020).

A epiderme e derme se unem através de uma membrana cuja estrutura
garante a pele parte de suas propriedades mecanicas, assim como a nutricdo da
epiderme transferindo por capilaridade os nutrientes da derme. Essa jungao se
chama jungédo dermoepidérmica ou zona da membrana basal, possuindo até 200 nm
de espessura subsequente a epiderme, onde a epiderme penetra por meio das
cristas epidérmicas, ou cones interpapilares, e a derme se projeta a partir de papilas
dérmicas (Harris, 2016; Azulay, 2021).

Em contraste, a derme é um tecido conjuntivo denso ndo modelado e

vascularizado que possui inervacao, além de estruturas fibrosas, filamentosas e
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amorfas, onde sdo acomodados anexos cutaneos, como unidades pilossebaceas e
glandulas sudoriparas, e componentes do sistema imunoldgico (Kierszenbaum,
2021; Azulay, 2021; Quan, 2023a; et al., 2022).

Como componente do sistema imunolégico temos os macrofagos, derivados
dos mondcitos da medula 6ssea que possuem capacidade de fagocitose, possuindo
lisossomos para a quebra do material fagocitado, e numerosas vesiculas fagociticas,
ou fagossomos, para armazenamento do material fagocitado. Além de apresentagao
de antigenos para os linfécitos e secretar citocinas como IL-1 e TNF, também
auxiliam na renovagdo de fibras senescentes e do material da membrana
extracelular (Azulay, 2021; Kierszenbaum, 2021).

Tanto epiderme quanto na derme ha a atividade dos AO endégenos
enzimaticos, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), e ndo enzimaticos, como glutationa (GSH), ubiquinol 10 (cQ10) e
acido urico. Onde na epiderme a acao dos AO consiste na manutencdo dos
queratinécitos para manter fungdo barreira da pele, e na derme foca em
regeneracao do tecido e estimulo de fibroblasto, estimando-se que a concentragao
na epiderme seja até 90% maior que na derme (Shindo, et al., 1994).

A derme pode ser dividida em superficial ou papilar, com finos feixes de fibras
elasticas, compostas de elastina, dispostos verticalmente, onde sua funcgéao é fixar a
membrana basal a rede de fibras elasticas da derme; profunda ou reticular,
composta por feixes de colageno principalmente tipo I, dispostos horizontalmente,
onde é abrigado os anexos cutaneos (Harris, 2016; Azulay, 2021).

Entre o colageno dérmico e as fibras tecido elasticas esta a substancia
fundamental amorfa composta de glicosaminoglicanas (GAGs) e proteoglicanos, que
contribuem com 0,1 a 0,3% do peso seco total da derme e desempenham papel vital
na manutengdo da hidratagdo, devido a capacidade de ligagdo a agua do acido
hialurénico, sendo a agua cerca de 60% do peso total da derme (Harris, 2016;
McGrath, Uitto, 2024).

A derme entdo se trata de uma camada irregular, densa, fibrosa e elastica,
caracterizada pela presenca de fibroblastos que produzem e enviam para o meio
extracelular as proteinas da matriz extracelular (MEC), como colageno, elastina,
fibronectina, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, e algumas proteases. Essas
proteinas proporcionam resisténcia, elasticidade e estrutura a pele (Kierszenbaum,
2021; Harris, 2016).
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3.1.1 Fibroblasto

Os fibroblastos sdo células fusiformes e estreladas, com nucleo volumoso e
citoplasma claro, que constituem o maior numero de células do tecido conjuntivo,
sendo responsaveis pela sintese e degradagéo dos componentes desse tecido. Eles
raramente se dividem em pessoas adultas, exceto quando o organismo requer
fibroblastos adicionais, possuindo importante papel na cicatrizagao e manutengao da
integridade do tecido conjuntivo. Presente na derme, sua funcdo é sintetizar e
secretar proteinas e proteases da matriz e enviar para o meio extracelular, como a
molécula precursora de elementos da MEC, como colageno e elastina (Azulay, 2021;
Aghakhani, Zerrouk, Niarakis, 2021; Kierszenbaum, 2021; Ferreira, et al., 2022;
Junqueira, Carneiro, 2023).

Os fibroblastos também produzem fatores de crescimento como o fator de
crescimento transformador beta (TGF-B), fator de crescimento fibroblastico (FGF),
inibidores de metaloproteinases (MMPs) que degradam a MEC, como os TIMPs, e
fator de crescimento dos queratindcitos (KFG), com agao na reepitelizagéo (Azulay,
2021).

Na epitelizacdo e cicatrizacdo de feridas, por exemplo, as células epiteliais
localizadas na pele comegam a proliferar para restabelecer a barreira protetora
contra perda de fluidos e infeccbes. Os fatores de crescimento produzidos por
plaguetas e macréfagos causam esse estimulo, e os fibroblastos atuam sintetizando
os fatores de crescimento, para em seguida irem até o local da ferida, serem
ativados e comecarem a sintetizar colageno (Cedillo-Cortezano, et al., 2024,
Moreira, et al.,, 2024; Busanello-Costa, et al., 2020; Ferreira, et al., 2022;
Kierszenbaum, 2021).

Em resposta ao fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
macrofagos, os fibroblastos sintetizam uma matriz proviséria de colageno tipo i,
glicosaminoglicanos e fibronectina. Entre o 7° e 14° dia, em resposta ao TGF-3 os
fibroblastos sintetizam colageno tipo I, diminuem a produgdo de MMPs, aumentam a
producdo de inibidores de MMP e aumentam a produgdo de proteinas de adesao
celular (Cedillo-Cortezano, et al., 2024; Moreira, et al., 2024; Busanello-Costa, et al.,
2020; Ferreira, et al., 2022).

A recuperagao da pele ap6s uma injuria segue um padrao, onde inicialmente

a MEC é composta por fibrina e fibronectina, decorrente do processo de hemostasia
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e coagulacdo dos macrofagos. Em seguida, GAGs, proteoglicanos e outras
proteinas sao sintetizadas pelos fibroblastos, os quais fornecem uma estrutura
preliminar desorganizada para a nova matriz. Em seguida essa matriz € substituida
por uma matriz mais forte e organizada feita de colageno (Cedillo-Cortezano, et al.,
2024; Moreira, et al., 2024; Aghakhani, Zerrouk, Niarakis, 2021).

3.1.2 Colageno

O colageno ¢ a proteina mais abundante no corpo humano e constitui 30% do
peso seco, € 80% do volume dérmico, sendo o principal componente da pele,
conferindo base e resisténcia a mesma. Tem formato de fita tripla helicoidal e é
formado por trés cadeias polipeptidicas. Existem cerca de 27 tipos de colagenos
descritos em literatura, e suas fibras variam entre 2 a 15 nm, sendo uma rede
ondulada fina em derme papilar, e espessa em derme reticular. Os principais
aminoacidos que compdem o colageno sao a glicina (33,5%), a prolina (12%) e a
hidroxiprolina (10%) (Moreira, et al., 2024; Azulay, 2021; Junqueira, Carneiro, 2023;
Chugaeva, et al., 2023; Feitosa, et al., 2022).

A sintese de colageno, que se inicia no nucleo do fibroblasto, depende da
transcricdo dos genes que codificam as cadeias do mesmo. Essa informagao é
traduzida no citoplasma, onde os ribossomos sintetizam um precursor de
pro-colageno que emite um sinal e permite a entrada no reticulo endoplasmatico
rugoso, onde é transformado em pro-colageno e passando por hidroxilagbes de
lisina e prolina, que confere estabilidade a estrutura de tripla hélice. Apds, a tripla
hélice é transportada para o complexo Golgi para passar por modificagdes e ser
liberada no meio extracelular, onde enzimas pr6 colageno-peptidases removem as
extremidades desse pro-colageno e alinham em formando fibrilas (Fuijii, et al., 2022;
Hirata, et al., 2022; Ishikawa, et al., 2023).

Na MEC dérmica ha essencialmente dois tipos de colageno: o colageno tipo |
e o colageno tipo lll. Na pele ilesa o colageno | representa 80 a 90% da composigao,
e o tipo Ill representa 10 a 20%. No tecido de granulagédo, o colageno tipo lli
representa 30% da composicdo da pele, e na cicatriz madura cai para 10%.
(Busanello-Costa, et al., 2020; Halper, 2021; Kierszenbaum, 2021).

Ha também outros tipos de colageno que auxiliam em outras fungdes, como

colageno tipo IV que compde as membranas basais da jungdo dermoepidérmica, o
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tipo VII, sendo o principal componente das fibrilas de ancoragem da jungéo, e o tipo
XVII que é localizado na porgao extracelular dos hemidesmossomos (Azulay, 2021).

O colageno tipo | esta presente em ossos, tenddes, dentina e pele, e confere
resisténcia a tragdo. Ja o colageno tipo lll esta presente na Iamina reticular das
membranas basais, em sua maioria na derme papilar. Nos colagenos tipo | e lll as
moléculas se agregam em subunidades que se associam para formar fibrilas, que
sdo estruturas finas e alongadas com didmetro variavel entre 20 a 90 nm. Elas
contém estriagdes transversais com uma periodicidade caracteristica de 64 nm. As
fibrilas se juntam para formar fibras colagenas e fibras reticulares (Kierszenbaum,
2021; Junqueira, Carneiro, 2023).

Existem varios fatores que estimulam o fibroblasto a producao de colageno,
como por exemplo os fatores de crescimento, como TGF-B, que desencadeia uma
cascata de sinalizagdo aumentando a expressao dos genes de colageno, e FGF e
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), que atuam na proliferagcéo
dos fibroblastos. Ha também a estimulagdo mecanica, onde o estimulo promove a
producao devido tens&o no tecido, como ocorre no processo de cicatrizagédo, porém
o excesso de citocinas inflamatorias como IL-6, podem levar a cicatrizag&o irregular.
E minerais como cobre e zinco, e vitaminas como a vitamina C, que atuam na
hidroxilagao, onde por exemplo, a deficiéncia de vitamina C, que leva ao escorbuto,
pode causar degeneracao de tecido conjuntivo e produzir um colageno defeituoso
(Azulay, 2021; Junqueira, Carneiro, 2023; Chugaeva, et al., 2023).

3.2 FISIOPATOLOGIA DO ENVELHECIMENTO

O envelhecimento, segundo a organizagcdo mundial de saude (2022), resulta
no acumulo de danos moleculares e celulares, e assim, como em todos os 6rgaos
do corpo, a pele também sofre impacto na sua fisiologia e aparéncia. A pele € um
dos maiores indicadores da idade de cada individuo e os fatores que determinam
esse envelhecimento podem ser intrinseco ou extrinseco (Karimi, 2023; He, et al.,
2023).

Os fatores intrinsecos sao as mudangas fisiolégicas que ocorrem
naturalmente a medida que envelhecemos, determinados pela genética, hormdnios
e estresse oxidativo, no qual ha uma redugao da sintese de colageno e outros

componentes da matriz extracelular. Os extrinsecos estdo relacionados as
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agressdes externas, como exposi¢ao solar e radiagao UV, poluigédo, habitos e saude
geral. O envelhecimento intrinseco geralmente causa afinamento da espessura da
pele, desidratacao, linhas finas e flacidez, enquanto o extrinseco leva a sulcos,
perda de elasticidade e manchas (Zerbinati, et al., 2023; Ferreira, et al., 2020; Lee,
et al.,, 2022; Neca, et al., 2022; Feitosa, et al., 2022; Karimi, 2023).

Como a pele possui regeneragdo continua, € necessario de energia
metabdlica ativa para suas necessidades energéticas, dependendo assim de
trifosfato de adenosina (ATP). O ATP é produzido principalmente por meio da
fosforilagdo oxidativa na mitocéndria, gerando como subproduto as EROs, sendo a
producao intrinseca mitocondrial, maior que a produgdo extrinseca (Sreedhar,
Aguilera-Aguirre, Singh, 2020).

O estresse oxidativo se caracteriza pelo desequilibrio de AO e oxidantes, em
favor de compostos proé oxidantes, como os EROs, que sdo moléculas instaveis e
reativas, com um par de elétrons desemparelhados, formando assim os RL. Ambos
envolvidos no processo de envelhecimento e diversas doencas inflamatérias, pois
danificam estruturas celulares como membrana e DNA (Warraich, Hussain, Kayani,
2020; Tsuchida, Kobayashi, 2020; Zargaran, et al., 2022).

Outra causa que gera danos oxidativos sdo as células senescentes, que
quebram de fita dupla e comprometem o reparo do DNA. Elas produzem fendétipos
secretores associados a senescéncia (SASPs), como citocinas pré inflamatérias e
imunomoduladoras. A radiagcdo UV também é um dos principais estimulos que
causam a senescéncia em fibroblastos, que pode agravar o envelhecimento da pele
secretando IL-6 e IL-8, responsaveis pela degradagdao da MEC (Lee, et al., 2022;
Zhang, et al., 2024).

Fator intimamente relacionado as células senescentes, € o encurtamento dos
telomeros, estruturas de proteina de DNA que estdo ao final dos cromossomos.
Quando os teldbmeros atingem um comprimento criticamente curto, ocorre a ativagao
de danos ao DNA e induz a senescéncia celular, sendo um fendmeno associado ao
envelhecimento natural e a maior incidéncia de doengas. Esse encurtamento pode
ser acelerado por fatores extrinsecos, sendo a pele a mais afetada devido a rapidez
da sua recuperacéo (Lin, Epel, 2022; LI, et al., 2021).

Em estudo realizado por Tsuchida e Kobayashi (2020), concluiu-se que a pele
da face possui variagdes regionais das EROs, e ha aumentos em locais especificos

ao decorrer da idade. Eles também encontraram correlagdes entre o estresse
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oxidativo e as propriedades biofisicas da pele, que envolve as caracteristicas
biolégicas, mecanicas e funcionais da pele, sugerindo que as EROs também
influenciam na formacéao de rugas no rosto.

Outro fator que influencia no envelhecimento devido a interferéncia com a
sintese de colageno, € o estrogénio. Esse horménio protege a pele e os ossos da
degradagdo minimizando a diminuigdo de colageno e densidade Ossea, porém
durante a menopausa a quantidade desse horménio diminui e, com isso, ha redugao
da proteina, o que leva a um afinamento na pele, desidratacdo, alteracdo da fibra
colagena, e aparecimento de rugas (Feitosa, et al., 2022).

Outras caracteristicas do envelhecimento podem ser ocasionadas através de
radiacdo UV e tabagismo, ativando as MMPs e interleucinas (IL), que degradam a
MEC e o colageno na pele, trazendo o aspecto de pele enrugada, além de sinais de
envelhecimento prematuro. A MMP-1, colagenase, é capaz de causar danos as
fibras de colageno, enquanto as outras MMPs degradam seus fragmentos, como a
92 kDa gelatinase (MMP-2), estromelisina (MMP-3) e 72 kDa gelatinase (MMP-9)
(He, et al., 2023; Zhang, et al., 2024; Zargaran, et al., 2022; Karimi, 2023; Quan,
2023b; Feitosa, et al., 2022).

Além das MMPs, o tabagismo altera a expressao dos TIMPs, favorecendo
ainda mais a degradacéo e perda de colageno na pele. Os TIMPS sédo 14% menor
em fumantes, e os niveis sanguineos de MMP-1 e MMP-8, que atuam degradando
colagenos tipo 1, 2, 3 e 5, sdo maiores nesse publico quando comparado em nao
fumantes (Zargaran, et al., 2022; Karimi, 2023; Quan, 2023b; Feitosa, et al., 2022).

Associado ao envelhecimento intrinseco, devido ao aumento da idade, ha o
aumento da incidéncia de pele seca, chamada de xerose ou xerodermia, com a
estimativa de prevaléncia de 41,2 a 99,1% em idosos. Pode ser associado a
diminui¢cdo do estrato coérneo, aumento de pH da pele, diminuicdo da elasticidade,
inflamacao subclinica e marcadores inflamatérios alterados (Zargaran, et al., 2022;
Amin, et al., 2024).

Também ha estudos que trazem que habitos alimentares aumentam a
incidéncia de doengas relacionadas ao envelhecimento, como dietas hipercaléricas
por longos periodos, ocasionando reagdes de glicagdo e acumulo de produtos de
glicoxidagao, que levam o colageno a perda de flexibilidade e enfraquecimento das
fibras. Sendo necessario uma dieta balanceada para consumir vitaminas e

aminoacidos necessarios para a sintese do colageno e diminuir os danos causados
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a esse, além da hidratacao (Feitosa, et al., 2022; Junqueira, Carneiro, 2023; Moreira,
et al., 2024).

A idade biolégica da pele pode ser analisada pela sua estrutura incluindo
espessura, firmeza e elasticidade, e perda de agua transepidérmica (TEWL) para
avaliar o nivel de hidratagdo da pele. A nivel molecular, a pele humana envelhecida
naturalmente ou fotoenvelhecida compartiham dos mesmo danos, incluindo o
acumulo de colageno dérmico danificado. O colageno tem sua perda no corpo entre
18 e 29 anos, correspondendo a 1% ao ano apos os 40 anos devido a diminui¢cao da
sintese de colageno e aumento da degradacdo do colageno existente, e 75 a 80%
no geral depois dos 80 anos, quando comparado a adultos jovens (Zargaran, et al.,
2022; Neca, et al., 2022; Zhang, et al., 2024; Karimi, 2023; He, et al., 2023).

A integridade da jungcdo dermoepidérmica garante resisténcia fisica,
suprimento de nutrientes e oxigénio. Com o envelhecimento, as fibras de ancoragem
atrofiam e levam a diminuigdo do contato, aumento da vulnerabilidade da pele e
facilitando a formagao de rugas. Na derme ha diminuigdo sintese de componentes
da MEC, glicosaminoglicanos e acido hialurénico, tornando a derme desidratada,
delgada e rigida, tendo assim baixa elasticidade e maior vulnerabilidade, gerando as
rugas e flacidez (Zargaran, et al., 2022; Karimi, 2023; Marucci, et al., 2022;).

Essa perda de volume na pele leva a um impacto na sua fungdo, como a
diminuicdo da barreira de protecao, aumentando sua fragilidade, prejudicando a
vascularizagdo e a hidratagdo cutanea, gerando ma cicatrizacdo de feridas e
resultando em neoplasias. Sendo assim, o envelhecimento da pele ndo é s6 uma
preocupacao estética e sim um problema de pele relacionado a idade (Quan, 2023a;
Zargaran, et al., 2022; Amin, et al., 2024; He, et al., 2023).

3.3 BIOESTIMULADOR DE COLAGENO

O Dbioestimulador de colageno € uma substéncia bioabsorvivel e
biocompativel, capaz de estimular a producdo de colageno. A neocolagénese da
inicio apds o produto ser depositado na derme profunda, com uma reagao
inflamatdria subclinica, o qual possui duragao entre 18 meses a 2 anos a depender

do tipo de bioestimulador utilizado (Neca, et al., 2022).
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Eles substituem o colageno que o corpo perde devido ao envelhecimento,
com seguranga e tolerabilidade, sendo uma opgao eficaz e segura. Podem ser
utilizados em face e partes do corpo sendo indicado de duas a trés sessdes para
melhorar a flacidez cuténea, assim como redensificar o volume dérmico (Bonin,
2019; Corduff, et al., 2021).

Os bioestimuladores de colageno ajudam a devolver o contorno facial, assim
como a hidratacéo, firmeza e sustentacado da pele, sendo utilizado para melhorar a
aparéncia, retardar o envelhecimento, tratar flacidez e perda de elasticidade da pele.
Entre os tipos disponiveis no mercado temos a policaprolactona (PCL), acido
poli-L-latico (PLLA), polidioxanona (PDO) e a hidroxiapatita de calcio (HAp), todos
apresentando potencial para rejuvenescimento, estimulando colageno e trazendo
volumizagao. Sendo entdo a HAp um tipo de bioestimulador utilizado a mais de 10
anos no mercado (Neca, et al., 2022; Almeida, Levy, Buzalaf, 2023; Melo, et al.,
2020; Bonin, 2019).

3.3.1 Hidroxiapatita de calcio

A HAp, Figura 2, cuja formula molecular é representada por Ca,,(PO,)s(OH), e
a razao molar Ca/P é de 1,67, € um biomaterial ceramico inorganico a base de
fosfato de calcio do grupo das apatitas, nome dado ao grupo de diversos minerais
com propriedades isomorfas, podendo ser também bioinerte, bioativo,
biorreabsorvivel, entre outros (Amorim, et al. 2021; Haddad, et al., 2022; Nadal, et
al., 2022; Novella, et al., 2023; Hartatiek, et al., 2023).
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Figura 2. Estrutura molecular da hidroxiapatita de calcio.
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A HAp é um produto sintético de origem nao animal, composto de um mineral
presente em ossos e dentes. Inicialmente foi feito para uso odontoldgico e médico,
como uso em revestimento de prétese ortopédica, implantes e reparos de tecidos
osseos (Hartatiek, et al., 2023; Liu, Tsai, Chen, 2020).

Apds seu desenvolvimento e aprovagao, foi observado a sua capacidade de
estimulo de colageno em pacientes com perda 6ssea facial, sendo entdo aprovado
em 2006, pelo food and drug administration (FDA), seu uso estético como corregao
de rugas moderadas a severas, e restauracdo de volume de face e areas como
dorso das maos (Cohen, et al., 2023; Neca, et al., 2022).

A HAp pura cristaliza-se sob a forma monoclinica, no entanto, em
temperaturas acima de 250°C, existe a transicdo para forma hexagonal. Algumas
impurezas, ou substituicdes por ions cloreto ou fluoreto, estabilizam a forma
hexagonal a temperatura ambiente e por isso, geralmente monocristais naturais de
HAp exibem uma conformacédo hexagonal. Sua densidade é de 3,16 Kg/m3 e os
parametros de rede sao a = b = 0,9423nm e ¢ = 0,6875nm (Aoki, 1991; Amorim, et
al. 2021; Viana, et al. 2020; Lopes, 2020).

Para aplicacao injetavel intradérmica a HAp é administrada na forma de gel,
onde a HAp encontra-se na concentracédo de 30% de microesferas sintéticas com
didmetro entre 25 a 45 ym, e 70% de um gel veiculo carreador que contém
carboximetilcelulose de sodio (CMC), agua estéril e glicerina. Na pratica clinica a

diluicdo é realizada 1:1 ou 1:2, o qual é hiperdiluido, utilizando de solugao salina
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0,9% ou salina 0,9% + lidocaina 2%, sendo esse um farmaco pertencente a classe
dos anestésico (Almeida, Levy, Buzalaf, 2023; Neca, et al., 2022; Nowag, et al.,
2022; Corduff, et al., 2021).

Apo6s a sua administracdo na pele, o efeito € imediato no local e
gradualmente o gel carreador comega a ser dissipado, e as microesferas presentes
desencadeiam a resposta inflamatdria controlada acarretando no estimulo
necessario do fibroblasto para producao de colageno. As possiveis reagdes pos
procedimento incluem os sintomas de inflamagao no local de aplicacdo, como dor,
rubor, calor e edema, sem perda de funcao (Almeida, Levy, Buzalaf, 2023; Cohen, et
al., 2023; Neca, et al., 2022; Bonin, 2019).

A HAp é reconhecida como corpo estranho, atraindo macréfagos para a area
da injuria que serao ativados para remover particulas estranhas e iniciar a reparacao
tecidual no local. Na fagocitose o macréfago engloba as particulas com suas
vesiculas, chamadas de fagossomos, e dentro deles as enzimas lisossomais e
EROs quebram a HAp e seus componentes basicos que poderao ser utilizados pelo
corpo ou excretados, sendo esses os ions de calcio e fosfato. O processo é
facilitado pela presenga de fatores de crescimento e citocinas inflamatorias
(Barbosa, Vasconcelos, 2020).

Os macréfagos conseguem fagocitar particulas de até 5 ym, porém, caso
haja a presenca de material de maior dimenséao, eles podem se juntar e formar as
células gigantes de corpo estranho (CGCEs), onde ha redugdo da atividade
fagocitaria e aumento de capacidade degradativa causado pelas EROs na superficie
do material. Além disso, os CGCEs secretam fator de crescimento de fibroblasto que
leva ao encapsulamento fibroso em torno do material devido a deposicdo de
colageno (Barbosa, Vasconcelos, 2020; Chen, et al., 2023).

Segundo sugere Chen e colaboradores (2023), os macréfagos possuem dois
fendtipos, o M1 pr6 inflamatério, e M2 de reparagao tecidual. Apoés a leséo, a
populacdo de macrofagos predominante é M1, que secretam fatores pré
inflamatorios como IL-1 e TNF-a, e EROs e de nitrogénio, incluindo NO e
superoxido, que sdo toxicos para microrganismos mas também prejudiciais para o
tecido celular ao redor. Os macrofagos M2, alternativamente ativados, tem
capacidade anti-inflamatoéria e efeito antagonista para resposta de M1, o que da
inicio a fase de remodelagao do tecido e o processo de cicatrizagao (Li, et al., 2020;

Barbosa, Vasconcelos, 2020).
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Estudos mais antigos ja haviam sugerido o efeito do HAp para aumento da
derme, como o estudo feito por Eppley e colaboradores (1994), onde foi testado a
aplicacao em 14 ratos Sprague Dawley fémeas, sendo aplicado 1,5mL de HAp no
abdémen, que apresentou visivel aumento de 3 a 4 mm da pele. As peles foram
retiradas e examinadas em |lamina histolégica com 1 e 12 meses apds a aplicagao
de HAp. Apdés 1 ano o material apresentava extensa formacédo de fibroblastos e
colageno, com auséncia de infiltrado de neutréfilos e linfécitos, e verificou-se a
auséncia de CGCE apesar do tamanho das particulas (80-120 um), podendo se
especular em modificacdo de atividade dos macrofagos devido ao efeito da
superficie das estruturas.

A HAp promove efeito imediato de volume que permanece por uma média
de 12 meses, sendo capaz de remodelar a matriz extracelular a partir do estimulo da
producdo de colageno, o que contribui com a maior duragdo e capacidade de
sustentagao da HAp. A degradacgéao dos cristais de HAp s&o observados em torno de
quatro meses, como produgao de colageno, e 24 meses apos a aplicagao os cristais
foram completamente absorvidos pelos macréfagos (Almeida, Levy, Buzalaf; Cohen,
et al., 2023).

Deve-se ressaltar os efeitos adversos que aparecem em estudos, como por
exemplo a revisdao de Guida e Galadari (2024), o qual foi encontrado em 5.081
tratamentos um total de 3% de eventos adversos, sendo a maioria a ocorréncia de
nodulos. Essa complicagao pode ocorrer em caso de aplicacdo sob areas dinamicas,
como area periorbital e perioral, e labios, as quais ndo sao areas recomendadas

pelos fabricantes.

3.4 NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA DE CALCIO

A nanoparticula (NP) é uma alternativa tecnoldgica biocompativel e é
biodegradavel, ndo imunogénica e nao toxica. A importadncia da NP comecou
quando pesquisadores analisaram a relacdo entre o tamanho e influéncia nas
propriedades fisico-quimicas do farmaco. Essas particulas atrairam interesse em
todos os ramos médicos e farmacéuticos por conta de sua capacidade de entregar
os ativos numa dosagem menor da convencional, com alta eficiéncia terapéutica e

menores efeitos adversos, acarretando assim melhor adesao ao tratamento, sendo
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mais seguros, eficazes e precisos (Wang, et al., 2023; Araruna, et al., 2020; Regis,
Silva, Guedes, 2021; Guedes, Lima, Dantas, 2024).

As NPs sao utilizadas em grande escala na encapsulagao de principios ativos
principalmente devido a sua liberagdo modificada, mantendo maior tempo em
circulagao, e seu potencial de melhorar a estrutura de farmacos pouco soluveis em
agua melhorando sua biodisponibilidade e entrega do ingrediente ativo (Guedes,
Lima, Dantas, 2024; Koniuch, et al., 2023).

Para aplicacdo desse sistema na area médica, € exigido que as NPs tenham
tamanho menor que 1000 nanbémetros, alto valor de magnetizagdo e baixa
distribuicdo de tamanho da particula (Camargo, 2020).

Entretanto, a reducdo do tamanho a nanoescala pode ocasionar mudancgas
em suas propriedades, pois as NPs possuem grande relagao de volume e superficie,
sendo um dos fatores responsaveis por novas propriedades fisicas e quimicas.
Portanto um farmaco em macroescala pode ser perfeitamente seguro e nao toxico,
enquanto em nanoescala penetra faciimente a pele e corrente sanguinea para sua
eventual agdo (Camargo, 2020; Aguilar-Hernandez, et al., 2023; Regis, Silva,
Guedes, 2021; Ferreira, Ferreira, 2022).

A HAp é amplamente utilizada como material médico e odontoldgico, e
considerando que a HAp esta presente no osso em formato nanométrico, os
avangos nas nanotecnologias permitiram o desenvolvimento de materiais de
nanomeétricos como base de hidroxiapatita (Kavasi, et al., 2021; Wu, et al., 2024).

Na década de 90, os pesquisadores comecaram a explorar as nanoparticulas
de HAp (n-HAp) como carreadores. A n-HAp possui maior solubilidade e melhor
biocompatibilidade, apresentando também bioatividade quando comparado a HAp
de tamanho maior. Elas tem sido utilizadas como veiculos devido a sua afinidade
com DNA, proteinas e medicamentos, onde a maior quantia e calibre de poros indica
maior capacidade de adsorver quantidades maiores de moléculas terapéuticas e
controle preciso sobre a cinética de liberacdo de drogas (Mondal, et al, 2023;
Pushpalatha, et al., 2023; Arab, et al., 2024; Ochoa, Lara, Beltran, 2021; Wu, et al.,
2024).

As n-HAp também atuam aumentando a biodisponibilidade de medicamentos
pouco soluveis, como o estudo citado por Ochoa, Lara e Beltran (2021) que
correlaciona a influéncia do tamanho das particulas onde n-HAp contendo particulas

de 100 nm e adsorviam mais que particulas de 1 ym. Atribuido a diferenca na area
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de superficie, onde nanoparticulas possuem area de superficie de contato mais altas
do que as particulas em microescala.

Existem varios métodos para sintetizar a HAp, cada um oferecendo um
controle diferente sobre suas propriedades, como tamanho de particula, morfologia,
cristalinidade, homogeneidade e porosidade e tamanho de poros. As formas de
sintetizar sao: precipitagao, sol-gel, hidrotérmico, sonoquimico (utilizando ultrassom),
deposig¢ao biomimética e deposigao eletroquimica (Mondal, et al, 2023).

Uma carateristica relevante da n-HAp é a capacidade de substituicdo de ions,
como Mg?, Sr**, Fe?'/ Fe*, Zn**, entre outros, para troca idnica em seus locais
aniénicos (PO,*, OH’) e catibnicos (Ca?*), alterando estabilidade da estrutura. A
alteragdo por ions magnéticos como Fe?*, abriu aplicagbes como terapias
anticancerigenas, onde o ferro causa danos as mitocondrias e membranas de
células cancerigenas. Outra modificagdo na superficie de n-HAp por acido
hialurénico pode direcionar a entrega de doxorrubicina, droga usada para tratamento
de cancer, para as mitocdndrias e nucleos das células de cancer de figado. A
alteragdo por Mg* e Sr** podem substituir o Ca?' na rede cristalina, levando a
melhor resisténcia mecéanica (Inam, et al., 2024; Kargozar, et al., 2022; Mondal, et al,
2023).

Na medicina regenerativa é aplicada na engenharia de tecidos 6sseos, como
tratamento para sensibilidade e caries, e, mais recentemente, na regeneracao de
tecidos moles com capacidade antibacteriana (Inam, et al., 2024; Arab, et al., 2024).

Pushpalatha e colaboradores (2023), mostraram que a n-HAp combinada com
nanoparticulas de 6xido de zinco (n-ZnO) para acao antibacteriana apresentaram
essa acao quando expostos a Staphylococcus aureus. E em estudo citado por Arab
e colaboradores (2024), foi usado fluor de sodio (NaF) para impregnar os os poros
de n-HAp para tratamento dentario, apresentando uma liberagdo continua e lenta
sem efeito citotoxico.

Outros sistemas com n-HAp em literatura mostraram sistemas carreadores,
contendo diferentes polissacarideos para preparo, com agdes diversas, utilizando da
n-HAp como refor¢o ceramico. Costa e colaboradores (2024) demonstraram o uso
de ciprofloxacino para aplicagdo em implantes ortopédicos, e eficiéncia de
incorporacdo e de liberagdo prolongada de outros farmacos como diclofenaco,
tetraciclina e sulfadiazina de prata, e vancomicina, com uso como antinflamatorio,

antioxidante, antibacteriano e/ou estimulador da formagao dssea.
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De 2020 até o presente momento, a n-HAp tem sido investigada para usos
como adsorvente reciclavel, biomateriais ortopédicos, materiais biomédicos e
médicos, cicatrizagcado de feridas da pele, entre outros, proporcionando aplicagdes

para diversas areas da tecnologia futura (Mondal, et al, 2023).

3.5 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DA LUTEOLINA (LUT)

A luteolina (LUT), representada na Figura 3a, € uma flavona da classe dos
flavonoides (Figura 3b), encontrada em muitas plantas e apresenta atividade
antiinflamatoéria e antioxidante, a partir da modulagdo do estresse oxidativo
(Theoharides, 2021).

Figura 3. Estrutura quimica da luteolina (a) e estrutura quimica base dos flavonoides e sua
numeragao (b).

OH 0

Fonte: Santos, 2021; Galego, 2014.

Foi nomeada e isolada em 1829 por Michel Eugéene Chevreul, um quimico
francés. Em 1864, foi determinada sua formula empirica por Heinrich Hlasiwetz e
Leopold Pfaundler, quimicos austriacos, e em 1896, Arthur George Perkin, um
quimico inglés propds sua estrutura correta, que foi confirmada em 1900 por um
quimico suico-polonés, Stanislaw Kostanecki, e sintetizada por sua equipe, sendo
ela C5H,O¢ (Bangar, et al., 2023).

Dentro da classificacdo dos flavonoides €& considerada uma
tetra-hidroxiflavona, no qual apresenta grupos hidroxi localizados nas posicoes 3', 4',
5 e 7, formando assim o 3'4'5,7-tetrahidroxiflavona, com nomenclatura IUPAC
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-4H-chromen-4-one e registro CAS numero

491-70-3. Apresenta aspecto de po fino amarelo claro, com ponto de fusdo de
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329,5°C, e ebulicdo entre 616 a 617°C, massa molecular 286,24 g/mol, pKa de 6,57
e base de -5,4 e area da superficie polar de 107,22 A2, E altamente higroscopica e
nao fotossensivel. O coeficiente de particdo (log P) é 2,53 e possui baixa
solubilidade em agua, de 0,138 mg/mL a 25 °C, e maior solubilidade em solventes
organicos como o dimetilsulféxido (DMSO) e etanol (Santos, 2021; Rocchetti, et al.,
2023; Huang, et al., 2023; NCBI, 2004; Wishart, et al., 2022; Knox, et al., 2024).

Ela possui potencial sequestrante de RL em modelos celulares e efeito
neuroprotetor, e tem sido amplamente usada no Brasil e China. Ainda, regula
mediadores inflamatorios e citocinas in vivo e in vitro, sendo as citocinas as
principais responsaveis por inflamagdes agudas e cronicas. A LUT é capaz de inibir
as interleucinas (IL), o TNF, o interferon (IFN) e as demais citocinas pré
inflamatdrias, além de aumentar o nivel de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria
(Gendrisch, et al., 2020; Rocchetti, et al., 2023; Huang, et al., 2023).

Rocchetti e colaboradores (2023), mostraram o potencial anticarcinogénico de
LUT em diversas areas como cancer de mama, melanoma, leucemia e outros. Ela é
capaz de suprimir a angiogénese em células cancerigenas, fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e MMPs, além de diminuir a degradacédo da MEC, e
induzir apoptose, atuando com atividade anti-inflamatéria e na superproducido de
EROs.

Gendrisch e colaboradores (2020), apontaram o uso de flavonoides como a
LUT, em estudos de cicatrizagao de feridas in vivo, a qual se mostrou benéfica, além
de doencas inflamatdrias da pele, como psoriase e dermatites atoépicas e de contato,
mostrando capacidade da LUT inibir ou interferir em vias de sinalizagao
pro-inflamatéria em diferentes tipos de células. Também tem potencial em doencas
induzidas por UV, como cancer de pele e fotoenvelhecimento (Cedillo-Cortezano, et
al., 2024).

A radiacdo UV induz a expressao de citocinas pro-inflamatérias de
queratinécitos e fibroblastos, e aumenta a produgao de MMP-1 e hialuronidase, que
fragmenta o colageno e o acido hialurénico (AH) respectivamente, sendo esses
responsaveis por desempenhar o papel de retencdo da hidratagcdo na célula. Essas
citocinas sao inibidas por LUT, além de inibir também a expressdo de adenosina
ciclica monofosfato e adenil ciclase, a partir do alfa-MSH em células de melanoma
(Gendrisch, et al., 2020; Manzoor, et al., 2019).
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A sintese de LUT depende da metodologia aplicada e propriedades
bioquimicas das moléculas naturais. A extracdo é feita a partir de plantas como
brécolis, cebolas, folhas de cenoura, flor de crisdntemo, casca de macga, entre
outros, onde nos vegetais é encontrado em torno de 37,96 mg LUT a cada 100 g, e
se da com uso de solvente orgénico com longo tempo de extracdo em altas
temperaturas. Outras formas de extracdo sao por microondas, enzimas,
ultrassom-microondas, hidrodestilacdo, soxhlet, maceracao e ultrassom (Conti, et al.,
2021; Manzoor et al., 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O presente trabalho teve inicio com a sintese das nanoparticulas de
hidroxiapatita (HAp), e posteriormente, sua associagdo a luteolina (LUT). Em
seguida, foram realizadas as analises de caracterizacdo por métodos morfoldgicos,
espectroscopicos e térmicos das amostras dos compdsitos HAp-LUT.

A quantificacdo do farmaco incorporado nas particulas foi realizada por meio
da cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccédo de arranjos de diodo
(HPLC-DAD), previamente desenvolvido validado de acordo com a Resolugao 166,
de 24 de julho de 2017, avaliando, assim, a eficiéncia de incorporagao da LUT. As

etapas estdo esquematizadas no fluxograma da Figura 4.

Figura 4. Fluxograma das etapas da pesquisa.
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Fonte: O autor

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

Luteolina (C45H,,0¢, pureza 98,6%, peso molecular 286,24g/mol) foi adquirida
da Active Caldic (fabricante Fine Pharma, China).

Agua destilada, hidréxido de aménio (NH,OH), &cido fosférico (H;PO,),
adquiridos do laboratério Exodo Cientifica e nitrato de calcio PA (Ca(NO,),.4H,0),
adquiridos do LabSynth (LabSynth, Brasil), para sintetizar as n-HAp.
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Os produtos foram utilizados sem nenhum tipo de purificacio.

Agua ultrapurificada pelo sistema de ultrapurificagdo em equipamento Milli-
Q (Merck, Integral 5, Darmstadt, Alemanha).

Para a quantificacdo analitica em cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), utilizou-se metanol (CH;OH) grau HPLC/
UV (Hexis Cientifica, Phillispsburg, Estados Unidos).

4.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA DE CALCIO E
OBTENCAO DOS COMPOSITOS HAP-LUT

A sintese de nanoparticulas de HAp (n-HAp) foi realizada pelo método de
precipitacdo a partir do calculo da relacdo molar estequiométrica de Ca/ P de 1,67,
necessaria para a produgao de hidroxiapatita de calcio (Silva, et al., 2024). A reagao
foi realizada dentro de uma capela, onde para a Fase 1 foi adicionado 228 mL de
agua destilada, 165 mL de NH,OH e 7 mL de H;PO,, sob agitacdo magnética
(TE-0851, TECNAL®) a 50 °C. Apds, foi preparado uma nova solugao, Fase 2,
contendo 250 mL de agua destilada e 66,5 g de Ca(NO,),.4H,0, a qual foi gotejada
150 mL lentamente sob a Fase 1, sob agitagdo vigorosa. Apds completo
gotejamento, aumentou-se a temperatura de 50°C para 100°C, por um periodo de 60
minutos ainda sob agitacdo vigorosa e as amostras foram armazenadas em

recipientes de vidro para posterior liofilizagao.
4.3.1 Liofilizagao

A amostras sintetizadas foram congeladas em ultra freezer a -86°C
(Nu9668GC, NUAIRE), onde permaneceram por 48h. Em seguida, foram
submetidas a liofilizagdo (LD 1500, TERRONI), por um periodo de 72h, para
obtencao das n-HAp.

4.3.2 Teor de umidade

O teor de umidade das amostras sintetizadas de n-HAp foi avaliado em
analisador de umidade por infravermelho (SHIMADZU, modelo MOC63u, Quioto,



32

Japao), a fim de realizar fator de corre¢cdo das propor¢gbes das amostras para

incorporar em composito HAp-LUT.

4.3.3 Formacgao dos compoésitos HAp-LUT

Para a formacdo dos compdsitos foi considerado o valor de umidade
encontrado em n-HAp e adicionado a LUT nas concentragbes de 1, 10 e 20% da
amostra. A LUT, n-HAp e alcool etilico absoluto 99,5% foram misturados e triturados
utilizando o SpeedMixer® (Hauschild Speedmixer®, DAC 150.1 FV-K, Landrum,
South Caroline), sob agitagdo de 3.500 rpm por 3 h (Silva, et al., 2024). Apds esse
processo, os compositos HAp-LUT com aspecto pastoso foram levados para
secagem em estufa seca a 35°C por 48h. Para fins comparativos, foi preparado uma
amostra sem a adigdo da LUT (LO) como controle, e L1, L2 e L3 nas concentragbes

determinadas.

4.4 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE INCORPORAGAO DAS NANOPARTICULAS
DE HAp CONTENDO LUT

Para desenvolvimento do método foi utilizado o farmaco puro LUT solubilizado
em alcool metilico (CH;OH, metanol) grau HPLC na concentragédo de 1 mg/mL. Foi
utilizado uma coluna C,g (Shim-pack CLC-ODS M, SHIMADZU), com tamanho de
particula de 5 pym, 150 mm de comprimento e 4,6mm de didmetro interno. O
comprimento de onda do detector de arranjo de diodo (A) foi definido para 254 nm.

A taxa de fluxo foi de 1 mL/min, volume de inje¢do 5 L, e temperatura do
forno de 25°C. A fase movel consistiu de agua acidificada com 0,1% de acido
férmico (Fase A) e metanol (Fase B) na proporgéo 40:60 (v/v) em um tempo de
corrida de 8 min, em método isocratico.

Os parametros avaliados para a validagao foram seletividade, linearidade,
homocedasticidade, limite de quantificacdo e deteccao, precisado, exatidao, robustez
e estabilidade da amostra, e a validacdo foi realizada de acordo com a RDC
166/2017 (Brasil, 2017).
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4.4.1 Seletividade

A seletividade foi determinada pela andlise do cromatograma das
nanoparticulas de HAp (LO) em comparagdo com o cromatograma da LUT com a
intencdo de confirmar que a formulagao e o processo de preparo nao interferem na

quantificacdo do farmaco.
4.4.2 Linearidade

Para a linearidade, as amostras foram preparadas a partir de solucdo mae na
concentracdo de 1 mg/mL, em seguida foi preparado solugbes de trabalho nas
concentragdes de 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,6 mg/mL.

A equacgao da reta e o coeficiente de correlacdo (r) foram obtidos. A analise
de regressao linear ocorreu pelo método dos minimos quadrados e o coeficiente

angular foi testado por analise de variancia (ANOVA), com p < 0,05.
4.4.3 Homocedasticidade

Para avaliar a homocedasticidade foi elaborado um grafico de dispersao,
também chamado tipo scatter plot, que apresentou a relagao dos valores preditos no
eixo X, e dos valores residuais no eixo Y (Moreira, et al., 2020).

O teste de Breusch-Pagan foi utilizado para testar a hipétese nula, Hy, de que
as variancias dos erros sao iguais, versus hipotese alternativa, H; ou H,, de que as

variancias tem ao menos uma média diferente (Moreira, et al., 2020).

4.4.4 Limite de quantificagao (LQ) e detecgao (LD)

Os limites de detecgédo (LD) e de quantificagao (LQ) foram determinados, por
meio da relagdo entre o desvio padrdo dos coeficientes lineares e a média dos
coeficientes angulares das curvas (S), utilizando fatores multiplicadores sugeridos

pela ICH (2005), conforme as equacdes 1 e 2.

DP
LQ=10x—
X S (1)
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DP
LD=3,3><T (2)

Onde DP = desvio-padrado, e S = coeficiente angular da curva analitica (x).
4.4.5 Preciséao

Para determinar a repetitividade do método analitico, triplicatas na
concentragdo menor, média e maior (n=9) foram individualmente preparadas, nas
mesmas condi¢gdes de operacdo, mesmo analista, mesma instrumentagdo e mesmo
dia. O resultado foi expresso em termos de coeficiente de variagdo (CV) de acordo
com a equacao 3 abaixo, onde DP é o desvio padrao da série de medi¢gdes e CMD a

concentracido média determinada.

CV (%) = (DP/CMD) x 100 (3)

A precisao intermediaria foi avaliada por meio das mesmas nove réplicas, que
também foram individualmente preparadas, em dois dias diferentes, no mesmo
laboratorio e por operadores diferentes. Em seguida, foi calculado o CV interdia
utilizando a Equacao 3. A analise estatistica dos resultados foi realizada por Teste-t

com p < 0,05.
4.4.6 Exatidao

Para a exatidao foi utilizado o método de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito da amostra. Para isso, as amostras foram preparadas de
maneira independente, podendo ser utilizadas diluidas de uma mesma solugédo méae,
sendo verificada a partir de, no minimo, 9 determinagdes, sendo 3 réplicas (triplicata)
de 3 concentragbes diferentes, baixa, média e alta. A exatidao foi expressa pela

equacéo 4, no qual o resultado esperado deve ser entre 95 a 105% (Brasil, 2017).

Concentragdo média obtida

Exatiddo = x 100 (4)

Concentracdo teorica
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4.4.7 Robustez

Para os testes para robustez as amostras foram submetidas a diferentes
condicbes de temperatura da coluna analitica e variagdo da composicdo da fase
movel. A temperatura da coluna analitica foi alterada de 25 °C para 22 °C e 28 °C. A
variagdo da composigcao da fase moével variou 40:60 (v/v), sendo 60% para fase B
com metanol, para 59% e 61%. Os resultados dos parametros foram analisados por
meio do CV e recuperagao do analito (%) e comparados com os valores obtidos em
condigdes padrao. A significancia dos resultados foi verificada por ANOVA com

pos-teste de Tukey com p < 0,05.

4.4.8 Estabilidade

Para trazer confiabilidade aos resultados analiticos, foi necessario ter certeza
de que os componentes das amostras em questdo nao sofreram decomposi¢cao
durante o processo de estoque e preparo das amostras. Assim, pode-se utilizar dos
estudos de estabilidade durante a validagcdo do método para confirmar a integridade
das amostras.

Segundo Oliveira e Gaitani (2019), a estabilidade foi realizada como um dos
ensaios de robustez, expondo a amostra a temperatura ambiente de no minimo 6
horas, e os resultados desses testes foram comparados aqueles obtidos de solugdes
preparadas recentemente. Para esse teste, a amostra foi preparada na
concentragcdo de 0,4mg/mL e armazenada por 24 horas em temperatura ambiente,

sem abrigo de luz.

4.4.9 Eficiéncia de incorporagao

A eficiéncia de incorporagéo (El%) foi mensurada de forma indireta pela
diferenca entre a concentragao total e a concentracédo de farmaco livre.

Para isso, realizou-se o preparo das amostras, em triplicata, calculando o
valor dos compdsitos de hidroxiapatita e luteolina (L1, L2 e L3). Apds pesagem das
amostras, essas foram solubilizadas em alcool metilico, e centrifugadas a 10.000

rom por 5 minutos. Em seguida, retirou-se 500 yL para novo tubo, e acrescentou-se


https://docs.google.com/document/d/1pl6_MqPaPaLnQGA1CYV-zpFW0pqEhAu3xMQ7rxx_W88/edit#heading=h.qwl56brb2v7j
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500 pL de alcool metilico. Por fim, a amostra foi filtrada em filtro de poro 0,22 ym e
analisada no método desenvolvido (Ding, et al., 2022; Wang, et al., 2021).

Para encontrar a eficiéncia de incorporacéao foi usado a equagao 5.

El (© (Concentragéo téorica— Concentragio obtida
( /0)_ Concentragio tedrica

) x100 (5)
4.5 CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA DOS COMPOSITOS HAP-LUT
4.5.1 Mistura Fisica

A mistura fisica entre LUT e as n-HAP foi preparada para realizagdo de

estudo de caracterizagdo comparativo, na proporgao, em massa, de 1:1 (HAp:LUT).
4.5.2 Determinagao do pH

A determinagdo do pH da n-HAP foi realizada em um potencidmetro digital
(Analyser pH, modelo 300 M, Brasil) previamente calibrado com solugdes tampéo pH
4,0 e 7,0, diretamente nas solugbes logo apos a sintese de n-HAp, anterior ao
processo de refrigeracao, liofilizagdo e formacao dos compdsitos.

Os resultados foram analisados em quadruplicata e a média * desvio padrao

entre os resultados foi considerada.
4.5.3 Analises morfoldgicas e de superficie
4.5.3.1 Determinagé&o do diametro médio e do potencial zeta

O didmetro médio de particula e o indice de polidispersao (IPD) da LUT,
n-HAp e HAp-LUT foram analisados por espectroscopia de correlagdo de fotons
(Zs90, Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, Reino Unido) apds a diluicao de
uma aliquota da suspensao de nanoparticulas em agua ultrapura (1:500).

Cada amostra foi analisada em triplicata e a média foi utilizada para analise

dos compositos LO, L1, L2 e L3.


https://docs.google.com/document/d/1pl6_MqPaPaLnQGA1CYV-zpFW0pqEhAu3xMQ7rxx_W88/edit#heading=h.z337ya
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4.5.3.2 Analise por microscopia eletrénica de varredura com fonte de emissao por
efeito de campo (MEV-EC)

A avaliacdo morfologica e de superficie dos compésitos, das nanoparticulas
preparadas e dos materiais isolados, foi realizada em um microscépio eletrdénico de
varredura por emissdao de campo (FEG-SEM, ESCAN, modelo Mira 3, Brno,
Republica Tcheca).

As amostras foram depositadas em stubs de carbono, e submetidas a
metalizagdo com ouro em um metalizador IC-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto,
Japao). Para obtengao das eletromicrografias, empregou-se voltagem de aceleragao

de 15 kV e utilizado software especifico (Electron Optical Design).

4.5.3.3 Analise por difragdo de po6 de raios X (DRX)

A difracdo de pd de raios X foi realizada para avaliar a mudanga de
cristalinidade da estrutura das amostras.

Foram realizadas analises do farmaco puro (LUT), da n-HAp (LO), da mistura
fisica (MF) e dos compdésitos HAp-LUT (L1, L2 e L3). As amostras foram examinadas
em difratdbmetro de raios X XRD-6000 (SHIMADZU), scan de 30 steps, e 26 de 5° a
80°, usando a geometria de Bragg-Brentano com a radiacdo Ka de cobre (A = 1.54
A), corrente de 40mA e voltagem de 40kV, para a observagéo de possiveis picos

indicativos de cristalinidade.

4.5.4 Avaliagcdo por espectroscopia na regiao do infravermelho por

transformada de Fourier (IVTF)

A amostras de LUT, n-Hap e compésitos HAp-LUT foram analisadas por
espectroscopia na regiao do IVTF (IR Prestige-21, SHIMADZU, Quito, Japao)
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4 mg de amostra
para 196 mg de KBr em grau espectroscopico (2%, m/m), na faixa de 400 a

4.000cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 64 scan/min™".
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4.6 ANALISE TERMICA

4.6.1 Termogravimetria (TGA)

A estabilidade térmica do farmaco puro, da n-HAp, da MF e dos compdsitos
HAp-LUT, foi estudada por meio das curvas de termogravimetria (TGA), usadas para
obter informacgao da degradagao térmica de material.

Amostras contendo 10 mg foram submetidas a uma faixa de temperatura
entre 20° C e 850° C. Para isso, apds ser previamente aferido com sulfato de cobre
penta-hidratado, foi empregado uma termobalangca (TGA-50, SHIMADZU), em
atmosfera dinamica de nitrogénio a 50 mL/min, empregando uma razao de
aquecimento de 10 °C/min. Foram registradas as curvas termogravimétricas e
derivadas, e também foi calculada a composi¢cdo dos residuos dos compaositos
obtidos ao final do TGA.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média das triplicatas + desvio padrao. A
significAncia estatistica entre os grupos foi avaliada por analise de varidncia de uma
via (ANOVA) sera usada para comparacgdes estatisticas, com nivel de significancia
de 5% (a=0,05).

Todos os testes foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad

Prism® e R.


https://wumbo.net/symbols/plus-minus/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA DE CALCIO E
OBTENGCAO DOS COMPOSITOS HAP-LUT

As n-HAp foram sintetizadas de maneira satisfatéria de acordo com o método
proposto, apresentando aspecto de flocos pulverulentos de coloragao branca apds a
liofilizagdo. Os compdsitos de HAp-LUT foram formados de acordo com a
metodologia proposta, apresentando coloragdo amarelada devido incorporacao de
LUT, com aspecto de grumos devido potencial altamente higroscépico. A importancia
da incorporagao de LUT, um antinflamatério, na n-HAp se da ao possivel auxilio na
diminuicdo do processo inflamatério intenso que é gerado apds a aplicagao
intradérmica da HAp, produzindo um colageno integro.

A Figura 5 representa a particula isolada do compdsito HAp-LUT, onde na

amostra ela apresentou aglomerados dessas particulas.

Figura 5. Imagem feita a partir de inteligéncia artificial para representar uma n-HAp com superficie
porosa, onde dentro desses poros houve a incorporagao de LUT, formando o compdsito HAp-LUT.

Fonte: O autor.


https://docs.google.com/document/d/1pl6_MqPaPaLnQGA1CYV-zpFW0pqEhAu3xMQ7rxx_W88/edit#heading=h.1ksv4uv
https://docs.google.com/document/d/1pl6_MqPaPaLnQGA1CYV-zpFW0pqEhAu3xMQ7rxx_W88/edit#heading=h.1ksv4uv
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5.1.1 Teor de umidade

As analises foram realizadas em quadruplicata, conforme Tabela 1, e o valor
médio entre as amostras foi considerado, sendo entdo a umidade 10,47% para as
nanoparticulas de HAp.

Tabela 1. Avaliacdo de teor de umidade das amostras de n-HAp, em quadruplicata, em balanga de
infravermelho a 160°C, apresentando média de 10,47% + 1,72.

Amostras Umidade HAp (%)

1 11,29
2 9,83
3 8,06
4 12,70

Fonte: O autor.

5.1.2 Formagao dos compositos HAp e LUT

A Tabela 2 apresenta a composicao de n-HAp e LUT para formagao dos

compositos HAp-LUT.

Tabela 2. Composicdo HAp-LUT por amostra, com massa corrigida de acordo com a umidade
presente na amostra de n-HAp (10,47%).

HAp (%) LUT (%) HAp (mg) LUT (mg)
LO 100% 0% 111,69 mg 0 mg
L1 99% 1% 110,57 mg 3,33 mg
L2 90% 10% 100,52 mg 33,3 mg
L3 80% 20% 89,35 mg 66,6 mg

Fonte: O autor.

5.2 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE INCORPORAGAO DAS NANOPARTICULAS
DE HAP CONTENDO LUT

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
com detector de arranjo de diodos - HPLC-DAD, com método desenvolvido e
previamente validado conforme preconizado na Resolu¢cdo da ANVISA, RDC n° 166,
de 24 de Julho de 2017 e com as recomendacdes da conferéncia internacional de
harmonizagao de requisitos técnicos para produtos farmacéuticos de uso humano
(International  Council for Harmonisation of Technical Requirements for

Pharmaceuticals for Human Use — ICH) (2023), que fornece as diretrizes que
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compreende os parametros de validacéo, incluindo seletividade, linearidade, faixa de
trabalho, precisdo, exatidao, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) e
robustez (Brasil, 2017).

A Figura 6 mostra o cromatograma da LUT 0,4 mg/mL, mostrando pico

cromatografico bem definido, com tempo de retencédo médio de 4,9 min.

Figura 6. Eluicdo cromatografica do método desenvolvido da concentragdo de 0,4 mg/mL no
comprimento de onda definido (254 nm), com tempo de retengdo médio de 4,9 minutos.
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Fonte: O autor.

5.2.1 Seletividade

A eluicdo realizada com amostra sem presenga de LUT, a qual foi
determinada a amostra LO como branco, ndo apresentou nenhum pico de absorc¢ao,
conforme Figura 7, ou seja, resultado negativo para outras substancias que néo a

luteolina.
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Figura 7. Eluicdo cromatografica do método desenvolvido com amostra preparada de nanoparticulas
de HAp (LO), ndo apresentando pico de absorgado conforme determina o método
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Fonte: O autor.

A seletividade é a capacidade de um método distinguir um analito em um
meio nao puro, e quanto o método € capaz de produzir resposta para apenas um
analito ou farmaco puro (Oliveira, Gaitani, 2019).

Resultando em um método seletivo, sendo capaz de identificar apenas o

farmaco puro na presencga dos outros constituintes da formulagao.

5.2.2 Linearidade

Foram obtidos os seguintes resultados para as curvas analiticas, sendo y =
(19085817) x + (-922339,6), apresentando um coeficiente de correlagao linear (r) de
0,991, conforme o grafico de dispersdo apresentado na Figura 8, o qual indica a

linearidade do método na faixa de concentracéo de 0,2 a 0,6 mg/mL.
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Figura 8. Graficos de dispersao representando a curva analitica para resultado da linearidade da
média das amostras nas concentragbes de 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,6
mg/mL, no comprimento de onda definido (254 nm).
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Fonte: O autor.

5.2.3 Homocedasticidade

A homocedasticidade € um conceito estatistico que se refere a condicido em
que a variancia dos erros/ residuos é constante ao longo de todas as observagdes
no conjunto de dados. Ou seja, os erros tem a mesma dispersao ou variabilidade
para todos os valores. A homocedasticidade é usada para garantir a validade das
inferéncias estatisticas decorrente das analises entre as variaveis, usando alguns
testes como teste F, Breusch-Pagan e outros (Corbin, et al., 2023).

O teste F realizado a partir da analise de variancia de uma via, one-way
ANOVA, mostrou resultados de estatistica F igual a 0,002072, o valor-p de 0,0997 e
valor de R? igual a 0,000345.

O valor F baixo indica que a variabilidade entre grupos € baixa quando
comparada a variabilidade dentro dos grupos. O valor-p ficou acima do nivel de
significancia, a = 0,05 ou 5%, indicando que ndo ha evidéncia para rejeitar H,, onde
todas as médias dos grupos sao iguais (Corbin, et al., 2023). O R? mede a proporgdo
de variagao total explicada pelo modelo, ou seja, apenas 0,0345% de variagdo nos
dados é explicada pelo tratamento entre os valores, reforcando a conclusao de que
as diferengas entre os grupos nao sao significativas.

O grafico de dispersado, que se encontra na Figura 9, mostra os pontos em

relacdo a valores e residuos dispersos aleatoriamente em torno de uma linha
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horizontal, indicando presenca de homocedasticidade. Caso os pontos formassem

um funil ou cone, apresentaria a presenca de heterocedasticidade.

Figura 9. Grafico de dispersdo apresentando presenga de homocedasticidade, com pontos dos
valores e residuos dispersos, no comprimento de onda definido (254 nm).
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Fonte: O Autor.

O teste estatistico de Breusch-Pagan mostrou resultado de 0,6183, sugerindo
assim que nao ha evidéncias suficientes para concluir que ha heterocedasticidade
nos residuos dos modelos de regressao, nao rejeitando a Hy, dos conjuntos. Sendo
assim, podemos concluir que os resultados mostram a evidéncia de que ha

homocedasticidade nos valores de todas as amostras da nossa curva.

5.2.4 Limite de quantificagao (LQ) e deteccéao (LD)

O limite de quantificacédo determinado foi LQ = 0,15 mg/mL, e o limite de
detecgdo determinado foi LD = 0,05 mg/mL, para o comprimento de onda
determinado.

O limite de quantificagcdo (LQ) € a menor concentracdo do analito a ser
determinada com precisdo e exatidao aceitaveis em uma amostra. E o limite de
detecgdo (LD) € a menor concentragdo que pode ser detectada, porém nao é
necessariamente quantificada sob as condigbes do método desenvolvido (Moreira,
et al., 2020). Sendo assim, as concentragdes entre 0,2 mg/ mL a 0,6 mg/ mL estado
acima do limite de quantificacdo, que determina o limite minimo a ser definido no

meétodo, e limite de deteccéo.
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5.2.5 Precisao

Na Tabela 3 encontram-se os resultados da repetitividade e precisdo
intermediaria realizadas com as concentracbes baixa, média e alta, sendo 0,2
mg/mL, 0,4 mg/mL e 0,6 mg/mL, onde o valor para CV expresso resultou abaixo de
5% em todas as concentragbes analisadas. Sendo assim, o método foi considerado

preciso.

Tabela 3. Valores de repetitividade e precisdo intermediaria em suas respectivas concentragdes 0,2
mg/mL, 0,4 mg/mL e 0,6 mg/mL, e o CV abaixo de 5%.

Concentragdo (mg/mL) CV%

0,2 2,70

Repetitividade 0,4 3,01

0,6 3,13

0,2 0,67

) Premsgf) _ 0.4 2,05
intermediaria

0,6 4,76

Fonte: O autor

5.2.6 Exatidao

Os resultados obtidos das concentracdes baixa, média e alta, sendo elas 0,2
mg/mL, 0,4 mg/mL e 0,6 mg/mL, conforme a Tabela 4, apresentaram resultados de
CV abaixo de 5%, e a porcentagem de recuperagao entre 95 e 105% conforme

esperado para exatiddo. Sendo assim, o método desenvolvido foi considerado exato.

Tabela 4. Valores de exatiddo apresentados nas 3 faixas de concentracdo avaliadas, sendo elas 0,2
mg/mL, 0,4 mg/mL e 0,6 mg/mL.

Concentragado (mg/mL) CV% % de recuperagao
0,2 0,67 104,47
0,4 2,05 98,86
0,6 4,76 103,17

Fonte: O autor
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5.2.7 Robustez

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 5, onde podemos avaliar
que o CV apresentou resultados abaixo de 5%, e a porcentagem de recuperagao
esta dentro dos valores de recuperacao aceitaveis em fungdo da concentragcdo do
farmaco, entre 95 a 105% (Oliveira, Gaitani, 2019).

Isso indica que os resultados continuaram os mesmos, sem nenhum tipo de
alteracdo, demonstrando que o método foi robusto em ambas as alteragdes

realizadas, de temperatura de coluna e concentragdo de fase moével (%).

Tabela 5. Valores representando a robustez das amostras nas concentragbes de 0,4 mg/mL, em
temperaturas de 22°C e 28°C, e fluxo de fase movel (B) de 59% e 61%.

CV% Recuperagao (%)

22°C 2,33 99,8939
Temperatura da coluna
28°C 2,41 99,9405
. i 59% 2,59 100,3575
Concentragao de fase mével
61% 2,09 100,6485

Fonte: O autor

5.2.8 Estabilidade

Os resultados obtidos, conforme mostra a Tabela 6, apresenta o CV abaixo de
5%, e porcentagem de recuperagao dentro dos valores aceitos, sendo esses entre
95 e 105%. Isso indicou que nao houve alteragao entre os resultados de teste obtido
de solugdes recentes e teste de solugéo exposta a temperatura ambiente por 24 h,
resultando na estabilidade do analito e, portanto, 0 mesmo pode ser utilizado até 24h

apos realizado.

Tabela 6. Valores representando a estabilidade das amostras na concentragéo de 0,4 mg/mL.

Concentragdo (mg/mL) CV% Recuperagao (%)
0,4 0,40 99,30

Fonte: O autor
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5.2.9 Eficiéncia de incorporagao

Os resultados obtidos para as amostras L1, L2 e L3 estdo descritos na Tabela
7, onde os valores encontrados das amostras foram representados pela eficiéncia de
incorporacdo indireta, sendo esses valores entre 82,90 e 95,16% para os

compositos.

Tabela 7. Tabela de eficiéncia de incorporagéo indireta das amostras de compésitos de HAp-LUT (L1,
L2 e L3), com os valores da El%.

Compésitos El%
L1 94,88
L2 95,16
L3 82,90

Fonte: O autor.

Os valores dos compésitos mostraram alta % de incorporagdo de LUT,
sugerindo que a LUT incorporou nos poros da n-HAp adequadamente, sendo L2 o
melhor valor encontrado. O compdsito L3 apresentou menor % quando comparado a
L1 e L2, provavelmente levando a saturagao de incorporagdo dos poros de n-HAp

devido a maior concentracédo de LUT dos compdésitos.

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA DOS COMPOSITOS HAP-LUT

5.3.1 Determinagao do pH

A Tabela 8 representa os resultados de quatro amostras diferentes da n-HAp

apos a sintese, anterior ao processo de formagao dos compdésitos.

Tabela 8. Resultado do pH de quatro amostras analisadas apds a sintese de n-HAp, sendo a média
9,03 £ 0,02.

Amostra pH
1 9,05
2 9,00
3 9,03
4 9,05

Fonte: O autor.


https://docs.google.com/document/d/1pl6_MqPaPaLnQGA1CYV-zpFW0pqEhAu3xMQ7rxx_W88/edit#heading=h.z337ya
https://docs.google.com/document/d/1FTWclT5TTUgXpkdXsid62XZCBuXIbn_p/edit?pli=1#heading=h.z337ya
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A diminuicdo do pH da solugao abaixo de 9 pode conduzir a uma formacao da
estrutura de HAp deficiente em ions de Ca*. E conforme Suryanarayanan, et al.
(2021) retrata em estudo descrito anteriormente, pH 9 torna a HAp mais estavel e
estavel em temperaturas acima de 1000° C. Sendo assim, a média entre os
resultados encontrados de pH nas amostras de nanoparticulas de HAp sintetizadas
foi de 9,03 £ 0,02, valor mais comumente utilizado conforme mostram outros autores
(Mondal, et al, 2023).

5.3.2 Analises morfolégicas e de superficie

5.3.2.1 Determinagéo do diédmetro médio e do potencial zeta

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos do didametro médio de particula,

indice de polidispersao (IPD) e potencial zeta.

Tabela 9. Didametro médio, indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta de nanoparticulas de
hidroxiapatita (n-HAP, L0O) e compdésitos hidroxiapatita-luteolina (HAp-LUT - L1, L2 e L3).

Amostras Diametro de IPD Potencial zeta (mV)
particula (nm)
LO 406,4 £ 1,70 0,728 + 1,34 -31,5+2,46
L1 263,4 £ 1,42 0,679 + 0,38 -6,12 £ 0,47
L2 388,9+1,73 0,613 +2,32 -5,18 £ 0,40
L3 846,5 + 2,82 0,884 + 1,90 -10,3+ 0,80

Fonte: O autor.

Em relagcdo ao didametro médio de particula, foram registrados tamanhos que
se enquadram na escala nanométrica, estando abaixo do valor de 1000 nm (EKER,
et al., 2024).

O alto IPD indicou uma distribuicdo mais heterogénea das particulas, sendo
considerado resultado < 0,5 para maior grau de homogeneidade, sendo
considerados monodispersos, e acima de 0,5 considera as particula de natureza
heterogénea (Delehedde, et al., 2024).

Em relagdo ao potencial zeta, € geralmente negativo em pH alto e se torna
cada vez mais positivo com a diminuicdo do pH, e seu valor absoluto fornece

informagéo sobre a estabilidade elétrica da superficie da particula. Para || acima de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Suryanarayanan%20V%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Pushpalatha%20C%22%5BAuthor%5D
https://docs.google.com/document/d/1FTWclT5TTUgXpkdXsid62XZCBuXIbn_p/edit?pli=1#heading=h.4i7ojhp
https://www.cell.com/molecular-therapy-family/nucleic-acids/issue?pii=S2162-2531(24)X0003-7
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130 mV, a alta carga elétrica que se forma causa forte forga repelente, evitando
maior agregacgao de particulas e consequentemente provendo um sistema de melhor
estabilidade (Li, et al., 2022; Collini, Jackson, 2023).

Os compositos contendo a luteolina (L1, L2 e L3) apresentaram valores
negativos proximos a 0, indicando a possibilidade de ocorrer a formacgédo de
particulas maiores devido a menor estabilidade do nanosistema, causando

aglomeracao de particulas (Collini, Jackson, 2023).

5.3.2.2 Analise por microscopia eletrénica de varredura com fonte de emissdo por
efeito de campo (MEV-EC)

As fotomicrografias realizadas do farmaco puro (LUT), da n-HAp, da MF e
dos compésitos HAp-LUT apds secagem, estdo representadas na Figura 10.

Em relagédo a LUT pura, foi possivel observar que a mesma é organizada em
estruturas aglomeradas, alongadas e de superficie lisa, como esperado e citado em
literatura (Ding, et al., 2024; Santos, et al., 2022).

A analise da amostra de HAp obtida pelo método de precipitacdo apresentou
nanoparticulas aglomeradas e irregulares com rugosidades, semelhante a variedade
morfoldgica de particulas citadas por outros autores (Wulandari, et al., 2023; Florea,
et al., 2023; Pupo, et al., 2022). A MF apresentou as estruturas alongadas de
superficie lisa, e os compdésitos HAp-LUT apresentaram principalmente aglomerados
de particulas irregulares e estruturas alongadas de superficie lisa.

Estas imagens mostraram que o aglomerado de nanoparticulas resultou em
um sistema microestruturado obtido a partir do método de precipitagao, indicando
que devido a instabilidade elétrica da superficie, visualizada no potencial zeta, as
particulas se aglomeraram apos o preparo, garantindo assim a dimensao adequada
para uso dérmico devido a alta superficie de contato para ativagao de fibroblastos,

evitando a opsonizagao por macrofagos.
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Figura 10. Analise MEV-EC de Iuteolina (LUT) e mistura fisica (MF), compdsitos de
hidroxiapatita-luteolina LO, L1, L2 e L3, em aumento de 10.000x.
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5.3.2.3 Anélise por difracdo de po de raios X (DRX)

A Figura 11 resume os padrdes da analise de DRX de LUT, n-HAP, MF e
HAp-LUT.

Figura 11. Padroes de DRX de luteolina (LUT), nanoparticulas de hidroxiapatita (HAp), mistura fisica
(MF) e compdsitos de nanoparticula de hidroxiapatita-luteolina (L1, L2 e L3).

Wi L3

L2

LUT

¥ T " T . T y T ¥ T ¥ T ¥ T .
1466 2466 3466 4466 5466 64,66 74,66
20

Fonte: O autor.

O farmaco puro (LUT) apresentou picos de difracdo intensos nos angulos de
Bragg 26 igual a 7,39° 9,90°, 12,65°, 13,65°, 14,90°, 15,65° 21,16° e 26,41°, com
varios picos de cristalinidade na regido entre 20,16° a 31,67°, semelhante aos picos
observados também por outros autores (Santos, 2021; Wang, et al, 2019),
confirmando a estrutura cristalina dos flavonoides caracterizada por picos nitidos e
bem definidos.

O padrdao das nanoparticulas de hidroxiapatita apresentou uma unica fase
cristalina, com picos caracteristicos em 18,10°, 22,60°, 25,85°, 28,86°, 31,86°, 33,11°


https://docs.google.com/document/d/1FTWclT5TTUgXpkdXsid62XZCBuXIbn_p/edit?pli=1#heading=h.3whwml4

52

e 40,12° correspondendo a HAp encontrada na literatura (Pupo, et al., 2019;
Wulandari, et al., 2023; Florea, et al., 2023; Pupo, et al., 2021).

A MF e os compdsitos HAp-LUT demonstraram padrées de difracao
cristalinos semelhantes a n-HAp. Estes resultados indicam que o procedimento
proporcionou uma diminuicdo notavel dos picos de difracdo cristalina dos
flavonoides, levando a amorfizagao do farmaco, onde a L2 apresenta picos melhores
definidos tanto de LUT quanto HAp, quando comparado aos outros compdésitos.

Devido a estrutura cristalina da LUT, sua incorporagcdo no compdsito pode
mostrar diferenca no grau de cristalinidade, ou formagédo de um polimorfo, levando a
mudanga na sua solubilidade e biodisponibilidade (Santos, 2021; Wang, et al., 2019).

A preparagcao de compdésitos contendo flavonoides como sélidos amorfos,
quando comparado a estrutura cristalina original do farmaco, pode facilitar o
processo de dissolugdo que € desejavel principalmente porque os flavonoides

apresentam baixa solubilidade em meio aquoso (Chiang, et al., 2023).

5.3.3 Avaliagdo por espectroscopia na regiao do infravermelho por

transformada de Fourier (IVTF)

A avaliagao espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de
fourier (IVTF) foi utilizada como ferramenta para determinar o tipo de interacéo entre
LUT e HAp e a modificagdo na estrutura das particulas. Os espectros de IVTF da

LUT, n-HAp, MF e os compdsitos HAp-LUT estao representados na Figura 12.
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Figura 12. Espectro IVTF de luteolina (LUT), mistura fisica (MF) e compésitos de nanoparticula de
hidroxiapatita-luteolina (LO, L1, L2 e L3).
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Fonte: O autor.

A LUT (3',4',5,7-tetrahydroxyflavone) € uma flavona do grupo dos flavonoides,
e sua molécula contém trés fragmentos principais — grupo hidroxila fendlicos, grupos
hidroxila (O-H) e carbonila (C=0) (Santos, 2021; Rajhard, et al., 2021; Ding, et al.,
2024). A LUT é representada com banda em 3420 cm™ atribuida a vibragdo de
alongamento do grupo O-H; bandas de absorgéo relacionadas ao estiramento do
C=0 em 1676 cm™, e do grupo hidroxila fendlico em 1280 cm™. A banda em 1157
cm”', esta relacionada a vibragdo de estiramento do C-O-C, e a vibragdo de
alongamento do grupo carbonila em 1661 cm”. Valores semelhantes foram
encontrados por outros autores (Santos, et al., 2022; Mehmood, et al., 2022).

Os espectros de IVTF do n-HAp, MF e HAp-LUT mostraram padrdes
semelhantes. Bandas largas em 3432 e 1642 cm” foram atribuidas a agua
adsorvida, enquanto o pico agudo em 3570 cm™ foi atribuido a vibragdo de
estiramento dos ions OH" da rede e o pico médio agudo em 631 cm™ foi atribuido a
vibragdo de O-H. As bandas caracteristicas encontradas em 1457, 1414 e 1416 cm™,

representam o carbonato (CO;?). Algumas bandas tipicas para fosfato (PO,*)
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apareceram em 440, 568, 602, 964, 1041 e 1093 cm™'. Estas atribuigdes confirmam
que estes produtos nanoparticulados foram sintetizados com sucesso e eram
consistentes com HAp encontrada em literatura e por outros autores (Florea, et al.,
2023; Pupo, et al., 2019; Wulandari, et al., 2023; Pupo, et al., 2021).

Os compdsitos mostraram uma sobreposicdo dos sinais das matérias-primas
isoladas e nenhuma banda nova foi evidenciada para estas formulagdes, indicando
nesse sentido que nenhuma reagdo quimica ocorreu durante o processo de
formacdo dos compositos e, portanto, a LUT pode ser carreada pela HAp sem

alterar sua liberacao pelo sistema.

5.4 ANALISE TERMICA

5.4.1 Termogravimetria (TGA)

A Figura 13 resume as etapas de degradacao térmica verificadas para LUT
puro, MF, HAp-LUT e n-HAp.


https://docs.google.com/document/d/1FTWclT5TTUgXpkdXsid62XZCBuXIbn_p/edit?pli=1#heading=h.1pxezwc
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Figura 13. Curvas TGA de luteolina (LUT), mistura fisica (MF) e compdsitos de nanoparticula de
hidroxiapatita-luteolina (LO, L1, L2 e L3), mostrando perda de massa (%) em relagdo a temperatura,
de 20 a 850° C.
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Fonte: O autor.

A Figura 13A demonstra a curva de estabilidade térmica ou a taxa de perda
de massa para LUT, onde foi possivel verificar que o farmaco possui radical fenol
cuja estabilidade térmica € relativamente fraca. Duas etapas de degradacgao
puderam ser vistas, apresentando perda de peso inicial em torno de 300 °C até um

pouco antes de 450 °C, com perda de massa abrupta que segue até a total fusdo do
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composto. Valores semelhantes foram encontrados por outros autores (Mehmood, et
al., 2022; Zafar, et al., 2023; Tawornchat, et al., 2021).

A Figura 13B mostra a curva TGA das nanoparticulas de HAp, com uma
perda inicial em torno de 100 °C, provavelmente devido a vaporizagao das moléculas
de agua da amostra, e em sequéncia ha uma perda abrupta em torno de 250 °C até
um pouco mais de 325 °C, ndo havendo perda de massa significativa até a
temperatura final de 850 °C. Valores semelhantes foram encontrados por outros
autores com a HAp pura, sendo as amostras analisadas de microesferas (Wulandari,
et al., 2023). Uma possivel diferenga entre outros estudos pode-se dar devido a
nanoestruturagcdo das particulas, que pode levar a alteragdo de algumas
caracteristicas.

As Figuras 13C-F mostram os estudos TGA para MF (Figura 13C) e os
compositos HAp-LUT (Figuras 13D, E e F), demonstraram que a estabilidade térmica
da LUT se mistura com a n-HAp, melhorando a estabilidade térmica nos compésitos,
ocorrendo menor perda de massa conforme o aumento % de LUT total no
composito, sendo sua degradagao semelhante da n-HAp, ocorrendo perda abrupta
em torno de 300 °C. Com diferenga apenas da MF (Figura 13C) mostrou uma
primeira perda de massa em aproximadamente 200 °C. Apenas a L3 mostrou
termograma semelhante a LUT, sugerindo que ha excesso de farmaco na
formulacdo deste compdsito e, portanto, menos estabilidade térmica que os

compositos L1 e L2.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, a sintese das nanoparticulas de hidroxiapatita ocorreu
corretamente, e a incorporagao de luteolina para formacgao dos compositos HAp-LUT
obteve sucesso de acordo com o método proposto.

O método analitico foi desenvolvido e validado de forma adequada, de acordo
com o preconizado na RDC n° 166 da ANVISA (2017), e a avaliagao de eficiéncia de
incorporacdo mostrou eficiéncia de incorporacdo 81,50 e 95,46% para os
compositos de HAp-LUT.

As analises fisico quimicas apresentaram didmetro médio de 263,4 a 846,5
nm, IPD de 0,613 a 0,884, e potencial zeta de -31,5 a -5,18 mV, indicando que os
compositos sdo de distribuicdo heterogénea e com baixa estabilidade elétrica,
acarretando na formacdo de aglomerados de nanoparticulas de tamanho
micrométrico.

A anadlise morfologica e de superficie por MEV-EC apresentou os compdsitos
com formato irregular e rugosidades, e estruturas alongadas de superficie lisa. A
analise DRX mostrou redugdo nos picos de cristalinidade com consequente
amorfizacdo do farmaco.

A analise estrutural por IVTF confirmou que ndo houve reagéo quimica entre
LUT e HAp, indicando que a HAp pode servir como carreador de LUT sem interferir
em sua liberacdo. E o TGA apresentou melhora da estabilidade térmica dos
compositos.

Assim, conclui-se que o compésito L2 apresentou caracteristicas fisico
quimicas, morfolégicas e térmicas mais adequadas para continuidade dos estudos.
Contudo, faz-se necessario estabelecer perfil de liberacdo do farmaco, assim como
seu potencial citotoxico, para garantir sua seguranga e eficacia para uso como

bioestimulador de colageno.
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