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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar nanocapsulas de 17- B estradiol (E2)
e nanoesferas de 6xido de zinco (ZnO) para avaliar o efeito cicatrizante em lesdes
cutaneas de ratas ooforectomizadas. As nanoparticulas de E2 foram obtidas utilizando
o polimero PCL pelo método de precipitacdo do polimero pré-formado e as de ZnO
pelo método de co-precipitacdo. A caracterizacdo foi realizada por meio de ensaios
morfologicos e espectroscopicos. O método analitico para quantificacdo do E2 nas
nanocapsulas foi validado conforme preconizado pelo The International Conference
on Harmonization. A estabilidade das nanoparticulas de E2 foi avaliada durante 120
dias em 10°C, 25°C e 37°C. O ensaio animal foi realizado em ratas ooforectomizadas
com lesdes cutaneas dorsais medindo 4 cm? separadas em 15 grupos: CNO (controle
ndo ooforectomizado), CO (controle ooforectomizado), PCLN (naocpsula sem o
farmaco), EC e EN (0,06 e 0,12), ZnOC e ZnON (2,5 e 5,0) e ZnOC + EC e ZnON +
EN (0,06 + 2,5 e 0,12 + 5,0). Nos dias 7, 14 e 21 biopsia de pele, Utero e amostras
sanguineas foram coletadas. A andlise histolégica foi realizada utilizando coloracao
HE e picrosirius. Os resultados mostraram nanoparticulas com tamanho, potencial
zeta e polidispersdo adequados para aplicacdo tépica em feridas cutaneas. Para
guantificacdo de E2, método simples e eficiente foi desenvolvido utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, mostrando eficiéncia de encapsulacéo
superior a 99%. A morfologia mostrou formato esférico e homogéneo. Os espectros
FTIR sugerem que o farmaco esta disperso no ndcleo oleoso da nanocapsula. As
amostras de E2 apresentaram boa estabilidade nas temperaturas avaliadas com
pequena variacao de pH e manutencdo do tamanho, potencial zeta e polidisperséao.
Para as nanoesferas de ZnO, a pureza foi realizada utilizando a espectroscopia de
raios X com dispersdo de energia e apresentou valores de 76,82% de zinco. Os
espectros FTIR apresentaram grupos funcionais semelhantes e correspondentes ao
ZnO. A avaliacdo de raios X mostrou picos caracteristicos de cristalinidade nas
posicdes definidas para ZnO. O resultado do ensaio animal mostrou que n&o houve
diferenca estatistica na retracdo da lesdo de todos os grupos avaliados. A andlise
hematoldgica demonstrou alteracdes na quantificacédo de linfocitos e neutrofilos que
se relacionam com a acdo encontrada na analise histoldgica da pele. Os resultados
mostraram que a cirurgia de ooforectomia retarda o processo de cicatrizagdo. O
tratamento com ZnO e E2 isolados foram capazes de modular a fase inflamatoria
principalmente no tratamento com as nanoparticulas. A associacdo de tratamento na
forma nanoparticuladas apresentou resultados favoraveis tanto na fase inflamatoria
como na colagénese. As alteracdes histologicas no tecido uterino foram maiores no
grupo tratado com a forma EC 0,12. Esses resultados demonstram que foi possivel
obter nanoesferas de ZnO e nanocapsulas de E2 com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas e com potencial efeito benéfico no processo de cicatrizacdo. Essa
resposta foi observada tanto nos tratamentos isolados como na associacdo das
nanoparticulas. Sendo assim, foi possivel desenvolver uma alternativa viavel para o
tratamento de lesdes cutaneas de mulheres na menopausa.

Palavras-chave: Lesdo cutanea; nanotecnologia; alteracdo hormonal; tratamento
tépico



ABSTRACT

The aim of this paper was to obtain and characterize 17-f estradiol (E2) nanocapsules
and zinc oxide (ZnO) nanospheres to evaluate the effect on cutaneous wound healing.
The E2 nanoparticles was obtained using PCL polymer by pre-formed polymer
precipitation method and the zinc oxide (ZnO) nanosphere by the co-precipitation
method. The characterization was carried out using morphological and spectroscopic
analysis. The analytical methods for quantifying E2 in nanocapsules have been
validated as recommended by the International Conference on Harmonization. The
stability of E2 formulations at 10°C, 25°C and 37°C was evaluated for 120 days. The
animal assay was studied on oophorectomized Wistar rats by performing sirugical
wounds and the animals were divided in 15 groups: CNO (non-oophorectomized
control), CO (oophorectomized control), PCLN (nanocapsule without E2), EC and EN
(0,06 and 0,12), ZnOC and ZnON (2,5 and 5,0) and ZnOC + EC and ZnON + EN (0,06
+2,5and 0,12 + 5,0). On days 7, 14 and 21, skin, uterus fragments and blood sample
were collected and a histological analysis was performed using HE and picrosirius
staining. The results showed adequate nanoparticles size, zeta potential and
polydispersion for topical application on cutaneous wound. For quantification of E2, a
simple and efficient method was developed using high performance liquid
chromatography showing encapsulation efficiency above 99%. The morphology
demonstrated a spherical and homogeneous nanoparticles. The FTIR spectra suggest
that the E2 is dispersed in the oil phase of the nanocapsule. The samples showed
adequated stability at differents temperatures with small pH variation and the
maintenance of the size, zeta potential and polydispersion. For ZnO nanoparticles, the
purity was performed using X-ray spectroscopy with energy dispersion showing zinc
concentration about 76.82%. The FTIR spectra showed similar functional groups
corresponding to the expected zinc oxide compound. The X-ray analysis showed
smaller peaks at the defined positions, characteristic of zinc oxide crystallinity. The
animal assay showed that there was no statistical difference in the wound retraction in
all groups. The hematological analysis showed difference on the quantification of
lymphocytes and neutrophils that are related to the effect described in the histological
analysis of the skin. The oophorectomy surgery can delay the healing process.
Treatment with ZnO and E2 may be able to modulate inflammatory phase mainly in
treatment with nanoparticles. The association of treatment in the nanoparticulate form
has favorable results in both the inflammatory phase and collagenesis. Histological
changes in uterine tissue were greater in the group treated with EC 0.12 form. These
results demonstrate that it was possible to obtain ZnO nanospheres and E2
nanocapsules with physical-chemical characteristics and with a potential effect on the
healing process. This response was observed both in isolated treatments and in the
association of nanoparticles. Thus, it was possible to develop a adequate alternative
for the treatment of cutaneous wound in menoupausal women.

Key words: Cutaneous wound; nanotechnology; hormonal variation; topic treatment.
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1 INTRODUCAO

O processo de cicatrizacdo envolve complexa interacdo entre células e
mediadores inflamatérios, estabelecendo relacdo coordenada entre as fases:

hemostase, inflamacao, proliferacdo e remodelamento (GONZALEZ et al., 2016).

O tempo prolongado do processo cicatricial e o alto custo dos curativos para o
tratamento de feridas, tem sido uma das grandes preocupacdes na area médica. Além
disso, a cicatrizagdo pode ser prejudicada em populacdes como idosos e pacientes
portadores de comorbidades avancadas (HAN; CEILLEY, 2017).

A medida que aumenta a expectativa de vida, cresce também o nimero de
mulheres que encontram-se no periodo da menopausa. Nessa fase, 0s sinais e
sintomas da deficiéncia de estrégeno relacionam-se com os problemas encontrados
devido ao envelhecimento natural. O retardo no processo cicatricial € comumente
descrito nessa populagédo (MUKAI et al., 2019; RAJAN; KREATSOULAS, 2019).

Uma das alternativas para melhorar o tratamento desses pacientes é o uso da
nanomedicina. A aplicacéo topica de compostos em escala nanométrica permite maior
absorcéo de ativos, menor tempo de tratamento, acdo local, além do baixo custo de
obtencdo. No tratamento de feridas, as nanoparticulas podem auxiliar em diferentes
etapas do processo (KORRAPATI et al., 2016; PATRA et al., 2018).

O 17-B estradiol (E2) € um horménio esteroide, produzido principalmente pelo
foliculo ovariano, que possui importante papel na regulacdo do ciclo reprodutivo,
remodelacdo 0ssea, sistema cardiovascular, entre outros. Na cicatrizacdo, a aplicacéo
topica de estrégeno, forma biologicamente ativa, estimula a epitelizacdo, a acédo de
enzimas proteoliticas e auxilia a modulacdo da fase inflamatéria (BRUFANI et al.,
2017; LOBO, 2009).

O efeito sinérgico de ativos com caracteristicas pro-cicatrizantes pode resultar
em um efeito rapido e organizado. O 6xido de zinco (ZnO) é um composto que possui
caracteristicas biocompativeis para uso na biomedicina. Nanoparticulas de ZnO tém
sido muito utilizadas no tratamento de feridas cutaneas por estimular a epitelizacao,
possuir efeito antimicrobiano e anti-inflamatério (KOLODZIEJCZAK-RADZIMSKA,
JESIONOWSKI, 2014; MISHRA et al., 2017).
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Trabalhos restritos tém sido desenvolvidos para avaliar o efeito cicatrizante de
nanoestruturas contendo E2 e ZnO, ndo havendo estudo topico da associacao desses
dois farmacos no tratamento de feridas. Assim, a hipotese deste estudo se pauta no
uso de nanoparticulas que permitam a ampla superficie de contato com a ferida, o
aumento do efeito farmacologico, a liberagdo controlada do(s) ativo(s) e a melhor

resposta de cicatrizacdo, sem altera¢des no tecido uterino.

Frente ao exposto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver e
caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo E2 e nanoesferas de ZnO, assim

como avaliar os efeitos cicatrizantes em feridas cutaneas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas contendo 17-3-estradiol (E2) e 6xido

de zinco (ZnO) para aplicacdo em lesdes cutaneas de ratas Wistar ooforectemizadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter nanocépsulas poliméricas contendo E2 pelo método de deposicao
interfacial do polimero pré-formado;

e Produzir nanoesferas de ZnO pelo método de co-precipitacao;

e Desenvolver e validar um método de cromatrografia liquida de alta eficiéncia
(High Performance Liquid Chromatography — HPLC) para avaliar a eficiéncia
de encapsulacéo do E2;

e Caracterizar os sistemas nanoparticulados obtidos por meio de estudos
morfolégicos e espectroscopios;

e Estudar a estabilidade das nanocapsulas poliméricas contendo E2 em
diferentes temperaturas;

e Avaliar in vivo o efeito cicatrizante das nanocépsulas contendo E2 e das
nanoesferas de ZnO por meio de analise histologica da pele;

e Avaliar a retracéo da lesao;

e Investigar possiveis variagdes hematolégicas;

¢ Quantificar fibras colageno tipo | e Ill através da coloracao Picrosirius red;

e Realizar avaliacéo histologica do Utero;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 RESPOSTA CUTANEA AO ENVELHECIMENTO

O perfil demogréfico brasileiro vem sofrendo alteracdes nos ultimos anos. O
aumento da expectativa de vida atrelado a provavel predominéncia de doencas
cronicas exige uma atencéo especial no tratamento da populagéo idosa (DAMACENO;
CHIRELLI, 2019; MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016).

O envelhecimento populacional esta diretamente relacionado com alteracdes
estruturais e funcionais de tecidos e 6rgdos como a pele. Fisiologicamente, o
envelhecimento cutaneo é um processo lento, caracterizado pela diminuicdo na
elasticidade, sintese de colageno e aumento das dermatoses associadas a idade
como xerose, rugas e infeccées (BLUME-PEYTAVI et al., 2016; TOBIN, 2017).

A integridade cutanea é afetada por alteracbes hormonais que podem ocorrer
em mulheres no periodo da menopausa. A diminuicdo na sintese de estrégeno
aumenta a liberacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) causando danos severos
na matriz extracelular, estrutura do DNA, proteinas e lipideos (BOTTAI et al., 2012).

A menopausa caracteriza-se pelo periodo onde ocorre interrupcao permanente
da menstruacao devido ao ndo desenvolvimento do foliculo ovariano. Esse processo
estd associado a altera¢des na sintese de horménios hipotalamicos e pituitarios que
regulam o ciclo menstrual. O foliculo ovariano nao responde aos horménios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH), consequentemente a sintese de estrogeno e
progesterona diminui (DALAL; AGARWAL, 2015).

As variacbes hormonais no periodo da menopausa podem levar ao
aparecimento de sintomas caracteristicos como fadiga, alteracdo de humor, secura
vaginal, insbnia, sintomas vasomotores, dor nas articulacdes e alteracdes na pele
(SANTORO; EPPERSON; MATHEWS, 2015).

Os sintomas comecam a aparecer durante a perimenopausa, em média de
guatro a seis anos antes da menopausa e podem ser confundidos com outras doencas
associadas (BACON, 2017). Além disso, as alteragbes hormonais, principalmente
estrogénicas podem levar a atrofia e ao aparecimento de miomas uterinos (ULIN et
al., 2020).
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A terapia de reposi¢do hormonal (TRH) € uma alternativa para o tratamento dos
sintomas do climatério e consiste na administracdo oral, intramuscular, subcutanea,
intranasal ou transdérmica de hormonios sexuais (estrégeno e progesterona) (FAIT,
2019).

A reposicdo hormonal pode ter efeitos colaterais indesejaveis como
osteoporose e alteracdes cardiovasculares que devem ser cuidadosamente avaliados.
Além disso, para a maioria das mulheres com histérico de cancer de mama esta
terapia é inviavel (D’ALONZO et al., 2019; ESKANDARI; ALIPOUR, 2019).

3.2 USO DO E2 NO ENVELHECIMENTO

Estrona (E1), 17-B estradiol (E2), estriol (E3) e estretrol (E4) (Figura 1) séao
estrogenos endogenos. O E2, a forma predominante e biologicamente ativa, €
secretada principalmente pelas células da granulosa no foliculo ovariano. A
biossintese desse horménio envolve a conversao do colesterol e € catalisada pela
aromatase do citocromo P450 (FUENTES; SILVEYRA, 2019; GAO et al., 2015).

Figura 1 - Estrutura quimica dos estrogenos endégenos

CH; O

J

Estrona (E,) Estradiol (Ey)

CH; OH

Estriol (Ej) Estretrol (E,4)

Fonte: O autor

Em mulheres na menopausa os inibidores de aromatase agem na enzima

citocromo P450 que converte testosterona em estradiol, reduzindo os niveis
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circulantes de estrogeno. O efeito do E2 no tecido alvo envolve um mecanismo
complexo que inclui a ligacao a receptores citoplasmaticos, alteracdo conformacional
e penetracdo do complexo no nucleo (MARIANTONIETTA et al., 2014; VARDANYAN;
HRUBY, 2006).

O E2 possui dois tipos de receptores nucleares: receptor de estrogeno alfa
(ERa) e receptor de estrogeno beta (ERB). Ambos possuem dominios estruturais
semelhantes, porém diferem nas suas regides de ligacdo ao DNA, o que é importante
para suas diversas acodes transcricionais (FUENTES; SILVEYRA, 2019; INOUE et al.,
2011).

Apesar da afinidade dos receptores estrogénicos pelo E2 ser semelhante, a
expressdo destes sdo predominantes em diferentes tecidos. ERa é prevalente no
utero, glandulas mamarias, hipéfise, musculo esquelético, tecido adiposo e osso. ERf
esta presente no ovario, prostata, pulméao, sistema nervoso central e pele (RZEPECKI
et al., 2019; SELEIT et al., 2016; YASAR et al., 2016).

O E2 é tradicionalmente associado ao ciclo reprodutivo da mulher, no entanto,
sabe-se que esse hormdnio possui importantes funcbes no trato reprodutivo
masculino, como efeitos cardioprotetores, densidade 6ssea e regeneracao muscular
(COOKE et al., 2017; DWORATZEK, 2019; LIAO et al., 2019; MAHMOODZADEH,;
WEHBE et al., 2020; MONDOCKOVA et al., 2018).

A diminuicdo da sintese e liberacdo de E2 na menopausa pode causar efeitos
na pele, como atrofia, diminuicdo na sintese de colageno, secrecao sebacea deficiente
e perda de elasticidade. Além da importancia fisioldgica, possui efeitos na cicatrizacao
de feridas (CALLEJA-AGIUS; BRINCAT, 2012).

Receptores estrogénicos tém sido identificados nos leucécitos, mondcitos e
macréfagos sugerindo uma modulacéo de células inflamatoérias (THRNTON, 2013). A
terapia estrogénica pode reduzir o numero de neutréfilos e citocinas pro-inflamatorias
no leito da ferida, aléem de promover mudancas nos subtipos de macrofagos M1 e M2

estimulando a fase proliferativa (VILLA et al., 2015).

O E2 possui efeitos benéficos em diferentes fases do processo cicatricial. Na
fase proliferativa auxilia a deposicdo da matriz extracelular (MEC) (diminuicdo de
proteases), aumento da migracao de queratindcitos e fibroblastos e diminui a liberagcéo
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de citocinas pré-inflamatérias (WILKINSON; HARDMAN, 2017). No remodelamento
estimula a degradacdo de colageno, aumentando a expressdao de matriz
metaloproteinase (MMP) (EMMERSON; HARDMAN, 2012; HORNG et al., 2017).

Estudo realizado com ratas na fase estro (aumento da sintese de estrégeno) e
ooforectemizadas (retirada dos ovarios) bilateralmente, mostraram que 0s animais
tiveram melhor progressédo do processo cicatricial com rapida epitelizacéo e retracéo
da lesdo. Esses dados foram comprovados por analises in vitro utilizando uma
linhagem de queratinécitos humanos (HaCaT) onde foi possivel observar uma maior

proliferacéo celular na presenca do estrégeno (ZHOU et al., 2016).

ApoOs a interrupcdo da secrecdo de estrégeno pelo foliculo ovariano, o
organismo necessita de outra fonte para suprir as necessidades dos 6rgaos. Todos
os tecidos, com excecdo do endométrio possuem a enzima que converte
dehidroepiandrosterona (DHEA) em andrégenos e estrégenos, processo denominado
intracrinologia (LABRIE, 2015). No entanto, estudos tem demonstrado que essa
producdo ndo é suficiente para manter o adequado processo de cicatrizacdo (MUKAI
et al., 2016).

3.3 CICATRIZACAO DE FERIDAS

A lesdo ocorre quando a integridade da pele € comprometida por cortes,
gueimaduras ou traumas. O tipo de ferida pode ser classificado de acordo com a
espessura, morfologia, complexidade, tempo, profundidade e contaminacdo. A
cicatrizacdo pode ocorrer por primeira, segunda ou terceira intencéo, dependendo da
perda tecidual e presenca de infeccdo (HASSIBA et al., 2016; TAZIMA; VICENTE;
MORIYA, 2008).

As feridas agudas cicatrizam completamente dentro de um periodo de oito a
doze semanas. Feridas crbnicas ndo se curam espontaneamente e sao mais
complexas, devido a contaminagédo ou presenca de outras enfermidades. As lesdes
cutaneas devem ser tratadas adequadamente para evitar complicacdes futuras
(BOATENG; CATANZANO, 2015; NETHI et al., 2019).

A cicatrizacdo de feridas é um processo complexo que envolve etapas

coordenadas que compreendem a hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e
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remodelamento (Figura 2) que tem como finalidade o restabelecimento da integridade
cutanea (MARTIN; NUNAN, 2015).

Figura 2 - Etapas do processo de cicatrizagao
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Fonte: Koehler; Brandl; Goepferich (2018).
Nota: Texto traduzido pelo autor.

As alteracBes vasculares sdo 0s primeiros eventos que ocorrem apos a leséao
e possuem grande importancia no inicio da resposta inflamatéria. Esse processo
envolve vasoconstricdo, agregacao plaquetaria (hemostasia primaria) e a formacéo

de um tampao rico em fibrina (hemostasia secundaria) (RODRIGUES et al., 2019).

As principais células envolvidas no processo inflamatério sdo neutrdéfilos e
macrofagos. O recrutamento desses leucdcitos € rapido e coincide com o
aparecimento de alguns sinais inflamatorios como edema e vermelhidédo no local da
lesdo (GONZALEZ et al., 2016).

Os neutroéfilos chegam ao local da inflamacdo minutos apds a lesdo. Essas
células realizam a fagocitose de particulas estranhas, liberam citocinas pro-
inflamatorias e realizam o debridamento do tecido através de enzimas proteoliticas
(SHANKAR et al., 2014).
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Os macréfagos desempenham importante papel no processo de cicatrizacao,
pois auxiliam na remocdo de células apoptéticas, restauracdo do tecido lesado,
angiogénese e proliferacao celular. Além de fagocitar restos celulares, os macréfagos
iniciam o desenvolvimento do tecido de granulacéo, estimulando a proliferacdo de
queratinécitos e fibroblastos (CHILDS; MURTHY, 2017). Existem dois importantes
tipos de macréfagos, M1 responséavel pela fagocitose e remocgao de restos celulares
e M2 que possui funcdes de reparo e regeneragcdo (HESKETH et al., 2017; KOTWAL,
CHIEN, 2017).

Fatores de crescimento como o derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento epitelial (EGF), fator de crescimento transformante B (TGF-(3), fator de
crescimento vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de
crescimento de insulina (IGF) estimulam a migracéo e proliferacdo celular (MASI et
al., 2016).

A fase proliferativa envolve varias etapas como: angiogénese, deposicado de
fibras colageno e epitelizacdo. A angiogénese € estimulada por fatores mitogénicos.
As células endoteliais tem um papel importante no processo de cicatrizagdo uma vez
gue permitem a migracdo de leucdcitos, o transporte de nutrientes e oxigénio, e a
secrecdo de substancias como fator de crescimento endotelial, fator de crescimento
transformante alfa (TGF-a), TGF- B e PDGF. O processo de angiogénese envolve a
sintese de novos vasos sanguineos, a partir de vasos pré-existentes (CANEDO-
AYALA, 2019; CANEDO-DORANTES).

A sintese de colageno é mediada por fatores como PDGF, FGF, interleucinas
(IL), fator de necrose tumoral (TNF) e TGF-B. Os fibroblastos substituem a matriz
provisdria produzida durante a fase inflamatéria por um tecido de granulacao rico em
colageno. Além disso, essas células produzem proteoglicanos e glicosaminoglicanos,

principais componentes da matriz extracelular (CHILDS; MURTHY, 2017).

A epitelizagdo ocorre devido a um aumento na atividade mitética dos
queratinécitos da borda da ferida, estimulada por EGF, fator de crescimento dos
queratinécitos (KGF) e FGF. A epitelizacdo necessita de um ambiente amido e livre
de contaminacéo microbiana (CARDOSO, 2012; GONZALEZ et al., 2016; MESTRE;
RODRIGUES)).
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Na remodelacéo tecidual, ocorre o restabelecimento da integridade da area
lesada, com alteragcédo da matriz extracelular, deposicao de proteoglicanos e colageno.
Uma cicatrizacdo adequada ocorre quando a formacéo do tecido necrotico € minima
(MAYET et al., 2014).

3.4 NANOTECNOLOGIA APLICADA A NOVAS FORMULACOES TOPICAS

A nanotecnologia € uma area direcionada ao desenvolvimento, caracterizacao
e aplicacdo de sistemas nanométricos. As nanoparticulas podem ser obtidas por
diferentes processos e aplicadas em diversas areas (EALIAS; SARAVANAKUMAR,
2017; RADWAN, 2018). A expansao no uso da nanotecnologia deve-se a diversidade
e as caracteristicas fisico-quimicas ajustaveis dos nanocompostos que oferecem
alternativas rapidas e economicamente viaveis de desenvolvimento (JEEVANANDAM
et al., 2018).

As propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas podem diferir das
formas convencionais do mesmo material na cor, temperatura de ebulico,
condutividade elétrica, magnetismo, propriedades mecanicas e cristalinidade (GOH et
al., 2016).

Os beneficios dos materiais nanoparticulados incluem a maior superficie de
contato. Nos sistemas biolégicos, o menor tamanho pode ser ideal para absor¢cao
celular dos ativos (LEON; CHUNG; RINALDI, 2020). O uso de nanomateriais formados
por polimeros e metais tém despertado o interesse de muitos pesquisadores devido
aos beneficios desses compostos em aplicagbes biomédicas (BHARDWAJ;
KAUSHIK, 2017; RAMOS et al., 2017).

Os nanosistemas podem ser Uteis na liberacdo de farmacos, o que permite
melhorar a biodisponibilidade de ativos com baixa solubilidade, diminuir os efeitos
colaterais, liberar o medicamento de maneira controlada e ser administrada em menor
dose (PATRA et al., 2018).

Nanoparticulas poliméricas sdao amplamente utilizadas para a liberacdo de
farmacos. Essas podem ser divididas em nanocdpsulas e nanoesferas. As
nanocapsulas sao sistemas coloidais que apresentam involucro polimérico ao redor
de um nucleo oleoso ou aquoso. O farmaco pode estar dissolvido no nucleo ou aderido

a superficie polimérica. As nanoesferas nao possuem nucleo e sdo compostas por
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uma matriz, onde o farmaco encontra-se solubilizado ou disperso homogeneamente
(Figura 3) (JARAI et al., 2020; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010).

Figura 3 — Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas

Matriz polimérica

Farmaco. Nanocapsulas Nanoesferas

Matriz polimérica

Farmaco

Nicleo oleoso

Fonte: Schaffazick; Guterres (2003).

Nota: 1- farmaco dissolvido no ndcleo oleoso da nanocépsula; 2- farmaco adsorvido na matriz
polimérica; 3- farmaco retido na matriz polimérica da nanoesfera; 4- farmaco adsorvido ou disperso na
matriz polimérica.

A liberacdo dos ativos a partir das nanocapsulas é controlada através da
difusdo pela matriz polimérica, portanto a taxa vai depender da interacdo do farmaco
com o polimero. Nas nanoesferas, esse processo ocorre devido a erosdo da matriz

onde o ativo esté disperso (RIZVI; SALEH, 2018).

A obtencdo das nanoparticulas poliméricas pode ser realizada utilizando
diferentes métodos: polimerizacdo in situ de monémeros dispersos ou precipitacdo de
polimeros pré-formados (JARAI et al., 2020; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).
O método de deposicao interfacial de polimero pré-formado baseia-se no lento
gotejamento da fase organica em uma fase aquosa sob agitacdo vigorosa. Esse
processo resulta na formacao de uma suspenséo coloidal de nanocépsulas devido a
rapida difusdo do solvente e diminuicdo da tensdo superficial entre as fases. Em
seguida o solvente é evaporado e o excesso de agua retirado (FESSI et al., 1989).

A sintese de nanoesferas pode ser realizada pelo método de co-precipitacéo,
gue baseia-se em reacfes quimicas com diferentes condicbes de tempo, agitacao,
velocidade de adicdo dos componentes, temperatura e concentracdo das solugdes
(MAYRINCK et al., 2014).

O uso topico de nanoparticulas poliméricas tém se mostrado uma alternativa

vidvel para o tratamento de feridas cutaneas devido a acao localizada com baixo efeito
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sistémico, facil aplicacdo, concentracdo adequada de ativo no local da ferida e rapida
remodelacao tecidual. A escolha do polimero € muito importante, pois este interfere
no tamanho, forma e hidrofilicidade das nanoparticulas (BERTHET et al., 2017,
PARANI et al., 2016).

A dimensionalidade é uma das principais preocupa¢fes em cicatrizacdo de
feridas. A nanotecnologia oferece excelentes ferramentas para a producdo de
biomateriais ou estruturas que imitam a MEC ou o microambiente celular. A
modificacdo da superficie e a estrutura 3D em nanoescala € viavel e os nanomateriais

podem ser combinados formando estruturas (CASTANO et al., 2018).

As nanoparticulas mais usadas para administracéo topica ou transdérmica de
drogas sao nanoparticulas poliméricas, nanoemulsées, nanolipossomas,
nanoparticulas metélicas e dendrimeros (GOYAL et al., 2016). Na cicatrizacao, estas
podem atuar minimizando a inflamacao, simulando a acao de fatores endégenos e de

crescimento ou modulando a atividade proteolitica (GOH et al., 2016).

As nanoparticulas poliméricas consistem em um sistema de incorporacao de
farmacos composta principalmente por polimeros biodegradaveis. O tamanho
reduzido permite que haja uma maior superficie de contato, com grande quantidade
de ativo absorvido. Além disso, essa estrutura mantém a estabilidade de compostos,
o tempo de retencdo e a penetracédo intracelular (DUBEY; PRABHU; KAMATH, 2012;
KAUL et al., 2018).

Um exemplo notavel na literatura é o uso da Poli(e-caprolactona) (PCL) na
cicatrizacdo de feridas. O uso desse polimero associado a outros farmacos possui
efeitos benéficos na regeneracdo de tecidos lesados devido, por exemplo, a
diminuicdo do infiltrado inflamatdrio (PINZON-GARCIA, 2017). Kim et al. (2017)
avaliaram o efeito cicatrizante de nanofibras da blenda proteina adesiva de mexilhdo
(MIP) e PCL em lesédo cutanea. Os resultados mostraram que houve uma melhor
progressdo do processo de cicatrizagdo, o que pode ser atribuido a maior absorgéo

de exsudato e proliferacdo de queratindcitos.

3.5 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO (ZnON)

ZnO é um composto semicondutor que possui alta estabilidade quimica e

eletrénica. Esse 6xido é comumente encontrado na forma chamada “wurtzite” que
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possui caracteristica hexagonal (Figura 4). A estrutura do ZnO pode ser descrita como
planos alternados compostos pelos atomos de O% e Zn?* distribuidos ao longo do eixo
axial (GUO, 2017; KLINGSHIRN, 2010).

Figura 4 — Estrutura esquematica do oxido de zinco

Fonte: Guo (2017).

A importancia do zinco na cicatrizagao foi descrita por Sandstead et al. (1970)
gue avaliou o processo de reparo de lesbes cutaneas em animais que receberam dieta
com e sem suplemento de zinco. Os resultados mostraram que houve melhor

contracdo da ferida, sugerindo a relacdo com a sintese de proteina.

O 6xido de zinco pode ser utilizado associado a outros metais, ou incorporado
em curativos para uso topico. A concentracdo administrada deve ser avaliada, pois
altas doses podem ser toxicas, causando disfuncéo nos queratindcitos e producéo de
ERO (MIHAI et al., 2019).

As atividades farmacoldgicas exercidas pelo ZnO devem-se principalmente a
interacéo das células com o fon Zn?*. O zinco é liberado em funcéo da diminuicéo do
pH do meio (formacdo de Zn?* e H20) e a cicatrizacdo de feridas agudas ocorre
primeiramente em meio acido, resultante de uma resposta fisiologica temporaria
(JONES; COCHRANE; PERCIVAL, 2014; YANG; XIE, 2006).

O zinco possui agdo anti-inflamatéria por modular a liberacdo de citocinas,
auxiliar a sintese de proteinas, neutralizar radicais livres e impedir infeccdes
bacterianas. A suplementacao exdgena de zinco quando realizada em concentracdes

adequadas pode auxiliar a atividade de linfocitos T e macrofagos (GAMMOH; RINK,



30

2017). O tratamento de lesGes cutdneas com Oxido de zinco promove a migracdo de
células endoteliais, diminuicdo de infiltrado inflamatorio e re-epitelizacdo auxiliando o
processo de regeneracéo tecidual (BALAURE et al., 2019; RACCA et al., 2018).

O zinco € um cofator para as metaloproteinases que possui um papel
importante na degradagdo da matriz extracelular. A aplicacao topica de nanoparticulas
de 6xido de zinco auxiliam a cicatrizacdo devido a maior superficie de contato, ao

tamanho e concentracdo das particulas (RAJENDRAN et al., 2018).

3.6 EFEITOS DAS NANOPARTICULAS DE E2 E ZnO NA CICATRIZACAO DE
FERIDAS CUTANEAS

A aplicagdo topica de benzoato de estradiol mostrou-se eficaz no processo de
cicatrizagédo de feridas cutaneas em ratas com 80 semanas de vida. Os resultados
mostraram uma melhor retracdo da lesdo, modulacdo da resposta inflamatoria, com
diminuicdo no numero de macrofagos e neutréfilos, no grupo tratado com estrégeno
(MUKAI et al., 2019).

O uso de nanoparticulas de ZnO tém demonstrado potencial efeito cicatrizante
principalmente devido a sua acdo antibacteriana. As ligacfes eletrostaticas entre o
zinco e as membranas celulares permitem a adesao e penetracdo deste ion, que leva
a geracdo de espécies reativas de oxigénio, causando disfuncdo da membrana e
morte bacteriana (KAUSHIK et al., 2019).

N&o existem estudos que relatam o efeito sinérgico no uso de nanoparticulas
de E2 e ZnO em feridas de ratas ooforectomizadas. O desenvolvimento de alternativas
viaveis para o tratamento de lesdes cutaneas em mulheres na menopausa se faz
necessario devido ao tempo e custo das opc¢des disponiveis hoje no mercado. Diante
do exposto, o presente trabalho visa desenvolver nanocompostos com potencial acao

cicatrizante.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

e Agitador magnético (SOLAB, modelo SL-91, Piracicaba, Brasil);

e Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil);

e Coluna cromatografica;

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia (MERCK- HITACHI, modelo Lachrom D-
7000, Toquio, Japao);

e Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);

¢ Difratbmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Quioto, Japao);

e Espectrémetro de auto correlacdo a laser (MALVERN INSTRUMENTS, modelo
Zetasizer Nano series ZS90, Worcestershire, Reino Unido);

e Espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR-Prestige-21, Quioto, Japao);

e Estufa (NOVA ETICA, modelo 410/D, Vargem Grande Paulista, Brasil);

e Microscopio eletrénico de varredura com emissao de campo (TESCAN, modelo
Mira 3, Brno, Republica Tcheca);

e Sistema de ultrapurificacdo de agua (Milli-Q®, MILLIPORE; Bedford, MA,
Estados Unidos);

e Ultracentrifuga refrigerada (HITACHI, modelo Himac CR21GlI, Téquio, Japéo);

e Filtro para seringa PTFE (politetrafluoretileno) (0,45 pum x 25 mm, Cromafil®,
Xtra, MACHEREY-NAGEL GNBH & CO. KG, Duren, Alemanha);

e Seringa para HPLC de 100 uL (Microliter 710, HAMILTON, Bonaduz, Suica).

4.2 REAGENTES E SOLVENTES
4.2.1Farmaco
e 17-f estradiol (JIANGSU GRAND XINYlI PHARMACEUTICAL, China). O
farmaco foi utilizado como padréo para o desenvolvimento do método analitico

por HPLC e como ativos nas formulacoes;
e Oxido de zinco P. A. (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil).



32

4.2.2 Agua Purificada

Para analises no cromatografo liquido, determinagéo do tamanho de particula
e potencial zeta foi utilizada &gua ultrapura obtida no equipamento (Milli-Q®,
MILLIPORE, Bedford, MA, Estados Unidos);

Para o desenvolvimento dos sistemas microparticulados e demais analises foi
utilizada agua destilada em equipamento FANEM LTDA (modelo 724/2-A, Séo

Paulo, Brasil).

4.2.3Demais Solventes e Reagentes

Hidroxido de potéssio P. A. (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);
Poli-e-caprolactona (PCL) (Mw 70.000 a 90.000 g/mol, sigma-aldrich, St. Louis,
MO, EUA);

Nitrato de zinco P.A. (EXODO CIENTIFICA, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil);
Triglicerideos dos é&cidos caprico/caprilico (FOCUS QUIMICA, S&o Paulo,
Brasil);

Monooleato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween® 80, DELAWARE,
Porto Alegre, Brasil);

Monooleato de sorbitano (Span 80®, OXITENO, Maua, Sdo Paulo);
Acetonitrila (ACN) grau HPLC (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, Estados
Unidos);

Metanol grau HPLC (APPLYCHEM PANREAC QUIMICA, Barcelona,
Espanha);

Brometo de potassio (KBr) grau espectroscopio (SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
MO, Estados Unidos);

Etanol P.A. (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

Xilol (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

Parafina histolégica (SYNTH, Diadema, Brasil);

Hematoxilina de Harris (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil)

Eosina (SYNTH, Diadema, Brasil);

Picrosirius red (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, Estados Unidos)

Acido acético (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil)
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4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Iniciou-se o0 experimento com a obtencao das nanoparticulas de E2 e de 6xido
ZnO. Em seguida foi feita a validacdo analitica com quantificacdo de ativo presente
nas nanocapsulas de E2. Realizou-se a caracterizacdo dos sistemas nanométricos
com andlises morfolégicas e espectroscopicas. A estabilidade das nanocapsulas de
E2 foi realizada em 0, 30, 60, 90 e 120 dias com quantificacéo de ativo no ultimo més.
A avaliacao in vivo foi realizada utilizando ratas ooforectomizadas. O tratamento foi
feito utilizando gel de hidroxieticelulose (Natrosol®) com concentracdes de
nanoparticulas de E2 e ZnO previamente estabelecidas. Em seguida realizou-se
analise da retracéo da lesédo e hematoldgica. A analise histologica da pele foi realizada
utilizando coloracdo hematoxilina e eosina (HE) e picrosirius red. A andlise histoldgica
do utero foi realizada utilizando a coloracéo HE. Por fim foi realizada analise estatistica
dos dados obtidos (Figura 5).



Figura 5 — Desenho experimental

Obtenc¢édo das nanoparticulas contendo 17-B estradiol
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4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.4.1 Obtencao das Nanocapsulas Poliméricas Contendo E2

Suspensdes de nanocapsulas foram obtidas utilizando a PCL (100 mg)
dissolvido em acetona (30 mL) na presenca de Span® 80 (0,077g), E2 (50 mg) e
triglicerideos de cadeia média (0,33 g). A solucdo foi mantida sob agitacdo por 10
minutos. A fase aquosa foi preparada utilizando Tween 80® (0,077 g) e 4gua destilada
(53 mL). Em seguida, a fase organica foi adicionada lentamente a fase aquosa sob
agitacdo magnética constante a 40°C. A nanoemulsao resultante dessa mistura foi
mantida sob agitacdo por 10 minutos. Em seguida, o solvente organico foi removido
por evaporacdo sob pressdo reduzida a 40°C, resultando em uma amostra
concentrada (10 mL) (Figura 6). Foram obtidas nanoparticulas com o farmaco (EN) e
sem o farmaco (PCLN).

Figura 6 — Esquema de obtencdo das nanocapsulas de E2

% Fase organica
—  -100 mg PCL dissolvido em 27 mL de acetona
- 0,077 g de Span 80
- 50 mg de 17-B-estradiol
-0,33 g de TCM

Fase aquosa |::>

—1-0,077 g de tween 80
- 53mL de agua

/Q\

Fonte: O autor

) Rotaevaporagao para 10 mL

4.4.2 Obtencéo das Nanoesferas de ZnO

As nanoesferas foram preparadas adicionando lentamente e sob agitacao
vigorosa, uma solucdo aquosa de hidréxido de potassio 0,4 mol/L em solugdo aquosa
de nitrato de zinco 0,2 mol/L. Em seguida, a mistura resultante foi centrifugada a 5000

rpm durante 20 minutos, o procedimento foi repetido trés vezes lavando com agua e
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por ultimo com alcool absoluto. O sedimento foi calcinado em mufla a 500°C em

atmosfera de ar durante 3 horas (Figura 7).

Figura 7 — Esquema de obtencdo de nanoesferas de ZnO

(

[Hidréxido de potassio 0,4M |

Mufla - 500°C
Atmosfera de ar
3 horas

500 rpm - 20 min (agua ultrapura) - 3x
500 rpm - 20 min (alcool absoluto) - 1x

Fonte: O autor

4.4.3 Desenvolvimento e Validacdo do Método Analitico por HPLC para a

Quantificagcdo do E2 nas Nanocapsulas

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo MERCK-
HITACHI (Lachrom D-7000; Toquio, Japao), equipado com detector UV L-7400,
bomba L-7100, degaseificador e injetor manual Rheodyne (volume de injecdo de 20
uL), software Chromquest. As amostras foram injetadas com auxilio de seringa de 100
uL (Microliter 710, HAMILTON, Bonaduz, Suica).

Para avaliar a melhor condicao para a corrida cromatogréfica, foi realizado um
experimento em gradiente exploratorio, variando a composicao da fase movel em 60
minutos. Em seguida, as condi¢cdes cromatogréaficas foram otimizadas para se obter
melhor resolucdo do pico para E2. Uma amostra contendo o polimero foi injetada
antes das analises das nanocépsulas, como controle negativo.

A validacdo do método analitico por HPLC foi realizada segundo os critérios
propostos pelo International Conference on Harmonisation of Technical Requirements
for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005) e pela Resolugéo
166 de 24 de Julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2003). Foram avaliados os seguintes parametros: especificidade, linearidade, limites

de deteccéo e de quantificacdo, precisdo, exatidado e robustez.
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4.4.3.1 Validacdo do método analitico para a quantificacdo do E2

As amostras foram injetadas manualmente com o auxilio de uma seringa
(Microliter 710, HAMILTON, Bonaduz, Suic¢a). Foi utilizada coluna C18 GL Science
Inertsil ® ODS3 (150 mm x 4,6 mm, 5 um, Téquio, Japdo), acoplada a pré-coluna GL
Science Inertsil ® ODS3 (10 mm, 4 mm, 5 pym, Téquio, Japdo). Os parametros

estabelecidos na quantificacao estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Pardmetros cromatogréficos

Caracteristica Descricao
Deteccéo UV — 280 nm
Fluxo 1,5 mL/min

Tempo de andlise 6 minutos
Volume de injecéo 20 pL
Fase movel Acetonitrila e agua (92:8)

O método foi validado conforme as etapas descritas a seguir.

Para determinar os melhores parametros para a corrida cromatogréfica, foi
realizado um gradiente exploratorio, variando as concentracdes de acetonitrila de 5 a
95% em 60 minutos. Em seguida, as condi¢cdes foram otimizadas obtendo-se a melhor

resolucao para o pico de E2.

A especificidade foi determinada pela andlise dos cromatogramas das
nanoparticulas sem farmaco comparado com aquelas contendo E2. O objetivo foi

confirmar que nenhum dos excipientes interferiu na quantificacdo do farmaco.

Na linearidade foram feitas trés curvas analiticas com seis concentracdes (70,
100, 130, 160, 190 e 220 pg/mL) utilizando metanol como solvente. A avaliacdo de
cada ponto foi feito em triplicata. A equacéo da reta e o coeficiente de variagao (r)

foram determinados.

Os limites de deteccéo (LD) (Equacao 1) e de quantificacao (LQ) (Equacéo 2)
foram calculados utilizando o desvio padréo (DP) e a inclinacdo da curva analitica,

conforme as equacoes:

LD = (1)

LQ = )
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Na repetibilidade, trés concentracdes (100, 160 e 220 pg/mL) foram avaliadas
em triplicata. A precisdo intermediaria foi realizada por desvio padréo e desvio padrao

relativo (DPR) das trés concentracfes analisadas intradia e interdia.

A exatidao foi realizada utilizando analise de recuperacao, adicionando-se uma
quantidade conhecida de farmaco (5 pg/mL) a solugdo amostra, resultando em uma
concentracdo de 90, 120 e 180 pg/mL. As analises foram feitas em triplicata e os

resultados expressos em porcentagem de recuperacéao.

A anédlise de robustez, foi realizada com as amostras a 90, 160 e 220 pg/mL
por variacdo no fluxo (1,495 e 1,505 mL/min) e concentracdo da fase movel para 93:7
(V/IV) e 91:9 (V/V). Para avaliar a influéncia das variacfes utilizou-se o teste Tukey de
Andlise de variancia (ANOVA). Os resultados foram analisados utilizando o DPR

comparando os valores da condi¢éo padréo.

4.4.3.2 Determinacao do E2 incorporado e avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo
(EE)

A quantificacdo de E2 encapsulado foi realizada pelo método indireto que
determina a concentracdo de farmaco nao encapsulado. Uma aliquota de 500 ug da
suspensao de nanocapsula foi submetida a ultrafiltracdo/centrifugacdo usando o
dispositivo Amicon® 10.000 Mw (Milipore) a 6000 rpm durante 30 minutos. A
qguantidade de E2 foi determinada (triplicata) no ultrafiltrado utilizando um método

previamente validado.

A eficiéncia de encapsulacdo (%) foi calculada pela diferenca entre a

concentracéo total e de farmaco livre (Equacéo 3).

17— B estradiol inicial—- 17— f3 estradiol livre

EE(%) =

%100 (3)

17— estradiol inicial

Onde 17-B estradiol inicial corresponde a quantidade adicionada incialmente a
formulagdo e 17-B estradiol livre aquela n&o incorporada as nanocapsulas. A

quantificacdo foi expressa pela média + DP.
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4.4.4 Caracterizacdo das Nanoparticulas

4.4.4.1 Espalhamento de luz dinamico e microeletroforese laser Doppler

O tamanho de particula e potencial zeta das nanoparticulas (E2, PCLN e
ZnON) foram determinados utilizando o equipamento Zetasizer Nano series ZS90
(MALVERN INSTRUMENTS, Worcestershire, Reino Unido), ap06s o preparo das

amostras (1:500 V/V) em agua ultrapura. As analises foram realizadas em triplicata.

4.4.4.2 Microscopia eletrbnica de varredura por emissdo de campo (Field emission

gun scanning electron microscopy — FEG-SEM)

A avaliagdo morfologica e de superficie de todas as nanoparticulas foi
realizada em microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo (TESCAN,
modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca). As amostras foram submetidas a
metalizacdo com ouro em metalizador IC-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto, Jap&o).
Para obtencao das eletromicrografias, foi empregada voltagem de aceleracdo de 15

kV e utilizado software especifico (Electron Optical Design).

4.4.4.2 Espectroscopia de raios X com disperséo de energia (SED)

A composicdo elementar do 6xido de zinco (convencional e nanoparticula) foi
determinada pela espectroscopia de raio x com dispersao de energia a uma voltagem
de aceleracdo de 15kV e microssonda analitica de raios-X Oxford X-max" 50, com
metalizagcdo das amostras. Foram feitos 3 ciclos de medidas para cada amostra, em
seguida a média da porcentagem de cada elemento foi obtida.

4.4.4.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada em Fourier (Fourier

transform infrared spectroscopy — FTIR)

As amostras dos ativos (E2 e ZnO) nas formas convencionais e
nanoparticulados, a mistura fisica (E2 e PCL), PCL, TCM, Tween® 80 e Span® 80
foram analisados por espectroscopia na regiao do infravermelho, utilizando pastilhas
de brometo de potéassio (KBr), empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr
grau espectroscépico (2%, m/m), no equipamento IR Prestige 21 (SHIMADZU, Quito,

Japéo), na faixa de 4000-400 cm?, com resolucédo de 4 cm™ e 32 scan/min.
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4.4.4.4 Difracao de Raios X (X-ray diffraction — DRX)

O o6xido de zinco na forma convencional e nanoparticulada foi examinada em
difratbmetro de raios X Shimadzu XRD-6000, scan de 2°/min e 26de 5° a 80°, radiacéo
Ka de cobre (L = 1.5418 A), corrente de 40 mA e voltagem de 40 kV, para a

observacédo de possiveis picos indicativos de cristalinidade.

4.4.4.5 Estabilidade das nanocapsulas de E2

A estabilidade das nanocapsulas de E2 foi realizada nos tempos 0, 30, 60, 90
e 120 dias. Foram realizadas analises de pH, tamanho de particula, polidispersao e
potencial zeta. Apos 120 dias, foi realizada a quantificacdo do farmaco utilizando o

método cromatogréfico previamente validado.

4.4.5 Ensaio Animal

O protocolo experimental foi previamente submetido a aprovacéo da Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). Numero de aprovacao: 014/2018 (ficha anexo A).

Foram utilizados 225 ratos Wistar fémeas, pesando aproximadamente 250 g,
mantidos em gaiolas de plastico com racédo (Nutival®) e 4gua ad libitum, temperatura
(22 £ 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas controlados automaticamente.

O calculo do n amostral foi realizado com base na média e desvio padrao
(Figura 8) de dados encontrados na literatura, estabelecendo um poder de teste de
95%, usando o programa GPower 3.1. Foi acrescido 10% ao valor total para eventuais

perdas durante o experimento.
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Figura 8 - Gréfico referente ao célculo do n amostral
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Os animais foram divididos em grupos conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Descrigéo dos grupos submetidos ao teste de cicatrizacao

Grupo Ooforectomia Tratamento
CNO Néao Sem tratamento nas feridas
(6{0) Sim Sem tratamento nas feridas
PCLN Sim Nanoparticulas sem o farmaco
EC 0,06 Sim E2 convencional 0,06%
EC 0,12 Sim E2 convencional 0,12%
EN 0,06 Sim E2 nanoparticulado 0,06%
EN 0,12 Sim E2 nanoparticulado 0,12%
Zn0OC 2,5 Sim ZnO convencional 2,5%
ZnOC 5,0 Sim ZnO convencional 5,0%
ZnON 2,5 Sim ZnO nanoparticulado 2,5%
ZnON 5,0 Sim ZnO nanoparticulado 5,0%
Zn0OC 2,5 + EC 0,06 Sim ZnO convencional 2,5% + E2 convencional 0,06%
ZnOC 5,0 + EC 0,12 Sim ZnO convencional 5,0% + E2 convencional 0,12%
ZnON 2,5 + EN 0,06 Sim ZnO nanoparticulado 2,5% + E2 nanoparticulado0,06%
ZnON 5,0+ EN 0,12 Sim ZnO nanoparticulado 5,0% + E2 nanoparticulado 0,12%

4.4.5.1 Ooforectomia e lesé@o na pele

Antes do procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos a jejum hidrico
por 2 horas e alimentar de 4 horas. Os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (40 mg/kg) e cloridrato de xilazina (5 mg/kg) por via intraperitoneal. A

retiradas das gonadas foram feitas por incisées de 0,5 cm em cada flanco. O ovéario
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foi pincado com pingca hemostatica e foi feita a ligadura da artéria ovariana com fio
absorvivel 4-0.

Para analgesia no pOs operatério imediato, os animais receberam citrato de
fentanila (2 mg/kg) logo apds o procedimento e retorno anestésico. As lesdes na pele
foram feitas 45 dias ap06s as ooforectomia, foi produzida uma leséo na regido cervico-

lombar, medindo 2 cm?2, em cada animal.

4.4.5.2 Obtencgé&o do gel para aplicagédo topica

As nanocapsulas poliméricas contendo E2 e as nanoesferas de ZnO foram
adicionadas ao gel de hidroxietilcelulose (Natrosol®) 1,5% para aplicacdo nas lesdes
cutanea dos animais. As concentracdes aplicadas foram de 0,06% e 0,12% para
nanoparticulas de E2 e 2,5% e 5,0% para nanoesferas de ZnO. A administracao topica
dos tratamentos foi realizada durante 7 dias aplicando 1mL de gel em cada lesdo. A
escolha das concentracfes testadas foram baseadas em produtos disponiveis no

mercado para terapia de reposi¢cao hormonal e assaduras.

4.4.5.3 Avaliacao da retracao da leséo

A andlise da retracdo da leséo foi realizada com os animais anestesiados com
isoflurano administrado por via inalatoria. A medida da &rea de cada ferida foi realizada
imediatamente apds o procedimento cirtrgico (tempo 0) e nos dias 7, 14, e 22 por
meio de fotografia das lesGes. Foi utilizado um suporte padrdo com distancia
adequada para evitar alteracdes. As imagens demarcadas das feridas foram
analisadas utilizando o programa Image J.

4.4.5.4 Analise hematologica

O sangue foi coletado por puncdo cardiaca, adicionado em tubo contendo
EDTA e homogeneizado. O hemograma foi realizado no contador hematoldgico
veterinario MED VET.
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4.4.5.5 Analise histologica

4.4.5.5.1 Coloracdo Hematoxilina e Eosina - pele

ApOs a eutanasia com superdosagem de quetamina e xilasina, dos locais das
feridas, foram retirados fragmentos da borda direita das lesées com auxilio de um
“punch” e fixados em formol 10% (v/v). Apés a fixacdo, o material foi desidratado em
concentracdes crescentes de etanol, embebido e incluido em parafina, seccionado em
microtomo com espessura de 3 um e corado com Hematoxilina e Eosina (HE) para
avaliacdo da resposta inflamatdria quanto a celularidade sob microscopia de luz. Apos
analise e selecdo, as secc¢les histologicas foram fotografadas com microscépio
Olympus AX70 (aumento 400x), utilizando o programa T capture. A quantificacdo das
células inflamatodrias foi realizada utilizando o software Image J — cell counter com a

contagem de 3 quadrantes padronizados por imagem (Figura 9).

Figura 9 - Fotomicrografia da pele com quadrante para contagem de células

inflamatorias

Fonte: O autor

4.4.5.5.2 Coloragao Picrosirius Red - pele

A analise histologica das fibras colageno foi realizada com amostras das lesbes
dos animais nos dias 14 e 22. Os tecidos das lesGes foram desparafinizados,
hidratados e corados utilizando picrosirius red em solugcdo aquosa saturada de &cido
picrico. As imagens foram obtidas com microscopio Olympus AX70 — com polarizados
acoplado e para evitar variacbes relacionadas ao processo de captura, as

configuragcdes da caAmera e intensidade de luz foram idénticas para todas as amostras
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(Figura 10). As imagens foram analisadas utilizando o programa Image J e 0s
resultados expressos em pixels.

Figura 10 - Fotomicrografia da pele corada por Picrosirius Red. Presenca de
fibras colageno tipo | (vermelho) e tipo Ill (verde). Fotomicrografia obtida utilizando

microscoépio de polarizagédo (200x).

Fonte: O autor

4.4.5.5.3 Coloragdo Hematoxilina e Eosina — utero

Apés a eutanasia o0 Utero dos grupos tratados com estrégeno e do grupo
controle ooforectomizado foram coletados e fixados em formol 10%. Em seguida, foi
realizado o processamento histolégico e a amostra foi seccionada em micrétomo com
espessura de 3 um e corado com Hematoxilina e Eosina (HE). As seccdes histoldgicas
foram fotografadas utilizando microscépio Olympus AX70 (aumento 20x), utilizando o
programa T capture. A espessura das camadas perimétrio, miométrio e endométrio
foram realizadas utilizando o programa Image J apds padronizacdo da distancia
conhecida (Figura 11). A média e desvio padrdo foram calculados para posterior

analise estatistica.
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Figura 11 - Fotomicrografia do Utero com modelo de medidas das camadas

uterinas

Fonte: O autor

Nota: P — perimétrio, M — miométrio e E — endométrio
4.4.5.6 Analise estatistica
A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 6

pela analise de variancia (ANOVA) para multiplas comparacgdes, seguido do teste de

Tukey, com intervalo de confianga em 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE E2 E ZnO

A suspensdo de nanocapsulas de E2 apresentaram-se como um liquido
homogéneo, de aspecto leitoso e opalescente com reflexo azulado caracteristico do
movimento browniano de estruturas coloidais. O resultado esta de acordo com o
descrito por Weber et al. (2016) e Marchiori et al. (2017) que caracterizaram
nanocapsulas poliméricas com nucleo oleoso.

Apbés o processo de secagem, as nanoesferas de ZnO demonstraram
caracteristicas semelhantes ao descrito por Basha et al. (2016) e Pillai et al. (2020)
como um po fino, branco, inodoro, semelhante ao material de partida que apresenta

aspecto pulverulento.

5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO POR HPLC PARA QUANTIFICACAO DE
E2 NAS NANOCAPSULAS

ApoOs corrida em gradiente exploratério foi definida a proporcéo da fase movel
acetonitrila:dgua (92:8) (V/V) e fluxo de 1,5 mL/min como condi¢cdes padrdo para
realizacdo das demais analises. O tempo de corrida foi determinado em 6 minutos

sendo rapido e adequado para analises laboratoriais.

A especificidade avalia a capacidade do método em identificar o analito na
presenca de impurezas (ICH, 2005). Esse teste foi realizado utilizando formulacdes

de nanocapsulas com e sem o farmaco.

A comparacédo dos cromatogramas (Figura 12) mostra que nao ha interferéncia

na determinacao do farmaco sendo possivel confirmar a especificidade do método.
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Figura 12 — Cromatogramas das nanoparticulas com (A) e sem (B) o farmaco
obtido por HPLC
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A linearidade € a capacidade de obter dentro de um intervalo, concentracdes
proporcionais do analito na amostra (ICH, 2005). Esse parametro foi realizado
utilizando seis niveis de concentracdo: 70, 100, 130, 160, 190 e 220 pg/mL. Foi
observada uma relacao linear entre a area do pico e a concentracdo de E2 obtendo a
equacao y = 4623,8x-2019,3 (Figura 13).

Figura 13 — Representacdo grafica da curva analitica média para a

determinacao do E2 obtida por HPLC
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O DPR da inclinacéo foi de 0,86%, valor menor do que o proposto pelo ICH e
pela ANVISA que é de 5%. O valor negativo de b esta dentro do intervalo de confianca
da curva analitica (95%), pelo teste de ANOVA.
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De acordo com o Analytical Methods Committee (AMC), deve ser aplicado o
teste de ajuste, que avalia a variacao dos valores residuais, uma vez que o valor do
coeficiente de correlagédo proximo a 1 ndo indica resultado de relacao linear (RAWSKI

et al., 2016). A Tabela 3 mostra os testes ANOVA para linearidade.

Tabela 3 — Resultados do teste ANOVA para linearidade do método

SS DF MS F Ftab
Modelo 8,146896E+06 1 8,146896E+06 0,036 3,048
Residuo 3,601018E+09 16 225063624 Linear
Falta de ajuste 416385716 4 104096429 0,3922 2,48
Erro puro 3,184632E+09 12 265386023 No lack of fit

Nota: SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; F: valor de
F do teste; Ftab: valor de F tabelado

O valor de F foi menor que o F tabelado utilizando um nivel de significancia de
95%, mostrando que a regressao linear ndo apresentou falta de ajuste. A Figura 14
mostra o gréfico da andlise de residuos apresentando valores dispersos e

independentes. A tabela 4 resume os parametros da curva analitica.

Figura 14 — Andlise de residuos
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Fonte: O autor.



Tabela 4 — Resumo dos parametros da curva analitica do E2

Linearidade
Faixa linear 70 a 220 pg/mL
Limite de deteccéo 5,78 pg/mL
Limite de quantificacéo 17,54 pg/mL
Dados da regresséo
N 3
Inclinagéo (a) 4623,8
Desvio padréo dainclinagéo 39,82
Desvio padréo relativo da inclinagéo (%) 0,86
Intercepto (b) -2019,3
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9982
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O limite de deteccao e quantificacdo foram calculados, obtendo-se os valores

de 5,78 pg/mL e 17,54 ug/mL respectivamente. Esses resultados mostram que o

método cromatogréafico € adequado para detectar e quantificar o E2 entre 70 e 220

pg/mL.

A precisdo de um método descreve a proximidade dos resultados quando o

7

teste é aplicado repetidamente (ICH, 2005). Foi realizada a repetibilidade que

expressa a precisao dos resultados sob as mesmas condi¢ées em um curto intervalo

de tempo e a precisdo intermediaria (Tabela 5) que avalia a variagéo intradia, interdia

e diferentes analistas. Os resultados mostram que o método é preciso.

Tabela 5 — Dados preciséo intermediaria e repetibilidade

Concentracgao prética

) Concentracéo ) DPR
Precisao te6rica (ug/mL) (ug/mL) — Média (%) **
edrica m ()
Hg Dp*

100 100,8 + 0,70 0,70

Repetibilidade 160 155,8 £ 2,83 1,83

220 217,3+ 3,92 1,81

Intradia (n=3) 100 101,96 = 1,67 1,64

L Interdia (n=3) 100 102,72 + 0,70 0,69

Preciséo

. Diferentes

Intermediaria ) 100 103,0 £ 0,27 0,27
analistas

Média + DP* 100 101,98 + 0,71 0,70

*DP — desvio padrédo; **DPR — desvio padréo relativo
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A exatiddo do método determina a proximidade de concordancia entre o
resultado obtido no teste com o valor tedrico de analito na amostra (ICH, 2005). A
determinacao da exatiddo por ensaio de recuperacao foi realizada adicionando uma

guantidade exata de E2 a uma solucdo conhecida do farmaco.

As médias de recuperacdo (90, 120 e 180 pg/mL), desvio padrdo e desvio
padrao relativo estdo descritas na tabela 6, mostrando que o método proposto é exato

para determinacéo do E2.

Tabela 6 — Valores obtidos no ensaio de exatidao*

Concentracéo
Concentracéao _
o pratica (ug/mL) — | Recuperacédo (%) DPR*** (%)
teorica (ug/mL) _
Média + DP**
90 89,79 + 2,65 99,77 2,95
120 119,59 + 2,99 99,66 2,52
180 178,40 + 1,44 99,11 0,81

* Os testes foram realizados em triplicata; **DP — desvio padrdo; ***DPR — desvio padrao relativo

A robustez indica a capacidade do método em permanecer inalterado quando
submetido a pequenas variacdes dos parametros pré-estabelecidos (ICH, 2005). Para
avaliacdo da robustez foram realizadas alteracées no fluxo isocrético (1,495 e 1505
mL/min) e concentracdo da fase moével (93:7 e 91:9 V/V). O método mostrou-se
robusto para o farmaco analisado, sob as condi¢cfes estabelecidas. Os valores obtidos

estdo descritos na tabela 7.
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Tabela 7 — Dados obtidos para robustez

Concentracéao Concentracao
Parametro tedrica (ug/mL) - pratica (ug/mL) - DPR** (%)
Média + DP* Média + DP*
100 103,55 + 2,21 2,16
Fluxo 1,495 mL/min 160 161,03 £ 2,38 1,48
220 221,92 + 2,14 0,96
100 103,02 £ 2,51 2,43
Fluxo 1,505 mL/min 160 161,29 + 2,30 1,43
220 220,88 + 2,35 1,07
100 103,93+ 2,54 2,44
Fase moével 93:7 (VIV) 160 161,87 + 2,11 1,31
220 222,98 + 5,01 2,25
100 101,60 £ 0,75 0,73
Fase movel 91:9 (V/IV) 160 163,13 + 3,44 2,11
220 256,64 +41,4 16,16

* DP — desvio padrédo; **DPR — desvio padrao relativo

5.2.1 Quantificacdo de E2 Incorporado nas Nanocapsulas Poliméricas

A determinacado da concentracao de farmaco incorporado nas nanocapsulas e
a eficiéncia de encapsulacdo foram realizadas em triplicata utilizando o método
previamente validado. As nanocapsulas obtidas pelo método de precipitacdo do
polimero pré-formado apresentaram rendimento superiores a 99%. Nao ha método
validado para quantificacdo de E2 em nanoparticulas poliméricas na literatura.

Yilmaz e Kadioglu (2017), descreveram a validacdo de um método para
quantificacdo de E2 em amostras de medicamentos para reposicdo hormonal. O
meétodo utilizou como fase movel metanol:agua (70:30) em coluna de fase reversa C18
(Merck, Darmstadt, Germany) com particulas de 5 pum e volume de injecao de 20 pl.
Utilizou-se um detector de fluorescéncia e foi possivel quantificar o teor de farmacos
nas amostras, demonstrando valor correspondente ao descrito nas embalagens.

Outros autores descrevem a validacdo de diferentes métodos para
quantificacdo de E2 em aguas residuais e rios (MORAES et al., 2015; LIZ et al., 2017).
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5.3 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO E MICROELETROFORESE LASER
DOPPLER

A avaliacdo do tamanho da nanoparticula de E2 apresentou valor médio de
191,96 + 10,37 nm. O resultado foi proximo ao descrito por Mittal (2009), que obteve
nanoparticulas com 115 = 2,5 nm de poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) e
estradiol para avaliar o efeito em ratas oofectomizadas e hiperlipidémicas. As
nanoparticulas de PCL (PCLN) apresentaram 187,23 + 7,19, o tamanho da mesma
particula descrita por Ajiboyne (2018) variou de 150 a 350 nm.

As nanoparticulas de ZnO apresentaram 214,53 + 40,61 nm de diametro. O
tamanho foi menor que encontrado por Costa et al. (2018), que utilizaram o método
de reacao entre nitrato de zinco e hidroxido de amdnio. Os resultados mostraram
particulas em forma de bastdo e com tamanho de 360 + 40 nm de comprimento e 75
+ 20 de diametro. Ja Shamhari et al. (2018), obtiveram nanoparticulas de 145,1 nm
de comprimento e 97,2 nm de diametro.

O tamanho reduzido das nanoparticulas permite maior superficie de contato,
melhorando a eficiéncia do farmaco e tornando a aplicacdo topica alternativa eficaz
no tratamento de distdrbios hormonais (MAJUMDAR et al., 2020). O tamanho das
nanoparticulas e o potencial zeta estdo descritos na Tabela 8.

O potencial zeta caracteriza-se como a carga elétrica da superficie das
particulas. Esse parametro mede a diferenca de potencial entre o fluido e a camada
estacionaria do liquido associado a superficie das nanoparticulas (SELVAMANI,
2019).

Resultados entre +10 a + 30 correspondem a instabilidade, entre + 30 a £+ 40
moderadamente estaveis e * 40 a + 60 muito estaveis. Esses valores podem se
manter inalterados em variacdes de pH e estdo relacionados com a liberagdo de
biomoléculas (AMGOTH et al., 2014).

A grande area formada pelas nanoparticulas cria uma energia superficial alta
gue é termodinamicamente instavel. Consequentemente, estas tendem a se
aglomerar, sedimentar ou cristalizar. Esse processo pode interferir na homogeneidade
da amostra. Sendo assim, essa analise é parametro fisico-quimico importante para
avaliar a estabilidade das nanoparticulas (KUMAR; DIXIT, 2017).

As nanoparticulas de E2 apresentaram potencial zeta igual a -37,93 + 5,95 mV,

indicando alta estabilidade. O valor encontrado para PCLN foi de -34,23 + 5,50 mV,
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valor menor do que o descrito por Tavares et al. (2017), que obtiveram resultado entre
-9,3 a-15,8 mV.

O potencial zeta das nanoparticulas de ZnO foi de -17,5 + 4,60 mV. O resultado
estd proximo ao encontrado por Abdelhakim, El-Sayed e Rashidi (2020), e
Sirumbayee e Anusuya (2020), que descreveram valores de -23,92 mV e -19 mV,
respectivamente.

A determinacédo do potencial zeta de nanoparticulas de 6xido metalicos pode
variar de acordo com a concentracao e pH da amostra. Isso pode ser explicado devido
a reacdo do CO:zdissolvido, com os grupos funcionais da particula que neutraliza a
carga da superficie. Além disso, em pH baixo a hidroxila pode se tornar protonada e
carregada positivamente e em pH alto sdo carregados negativamente (LOWRY et al.,
2016; WANG et al., 2013).

Tabela 8 — Tamanho e potencial zeta das nanoparticulas de E2, PCL e ZnO

Nanoparticula Tamanho (nm) Potencial zeta (mV)
Média + DP* Média + DP*
E2N 191,96 + 10,37 -37,93 £ 5,95
PCLN 187,23+ 7,19 -34,23 + 5,50
ZnON 214,53 + 40,61 -17,5+4,60

*DP — desvio padrao

O indice de polidispersao indica a heterogeneidade do didametro das particulas
em suspensdao. Valores menores gque 0,05 indicam monodisperséo e maiores que 0,7
representa variacdo muito ampla de tamanhos (DANAEI et al.,, 2018). As
nanoparticulas apresentaram valores de 0,107 + 0,03, 0,078 £+ 0,01 e 0,184 + 0,03
para nanoparticulas de E2, PCL e ZnO, respectivamente. O resultado indica adequada
homogeneidade de tamanhos.
5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA POR EMISSAO DE CAMPO
(FEG-SEM)

A caracterizacdo por microscopia eletronica de varredura é uma técnica que
permite avaliar a influéncia das condicbes de sintese sobre a morfologia das
nanoparticulas (XIE et al., 2011). Os resultados obtidos por MEV da PCL e E2

convencionais apresentaram partes grandes e irregulares. A eletromicrografia das



54

nanoparticulas de estradiol e PCL mostraram formato esférico com superficie
homogénea (Figura 15).

Takeuchi et al. (2016), obteve nanoparticulas de poli(lactideo-co-glicolideo)
pelo método de emulsdo e evaporacdo do solvente contendo E2 e descreveu
particulas esféricas e dispersas. O formato arredondado e homogéneo das
nanoparticulas de PCL estdo de acordo com o descrito por Grossen et al. (2016).

Figura 15 - Eletromicrografias FEG-SEM do farmaco e polimeros

convencionais e nanoparticulados

E2conv PCLcony"

SEM HV: 15.0kV WD: 14.81 mm ! | MIRA3 TESCANl SEM HV: 15.0 kV WD: 14.10 mm Ll MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym
View fieid: 41.5 ym  Date(m/dly): 01/31/20 Performance in nanospace

View field: 41.5 ym Date(m/dly): 01/31/20 Performance in nanospace

SEM HV: 10.0 kV WD: 4.78 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 4.86 mm 1 1 MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 39.7 kx Det: SE 1pm SEM MAG: 32.2 kx Det: SE 2pm
View field: 5.24 ym  Date(m/dly): 11/04/19 Performance in nanospace View field: 6.44 um Date(m/dly): 11/04/19 Performance in nanospace

O Oxido de zinco possui uma das maiores variedades de estruturas de
nanoparticulas entre os materiais estudados. Essas podem ser encontradas nas
formas uni (1D), bi (2D) e tridimensionais (3D) (KOLODZIEJCZAK-RADZIMSKA;
JESIONOWSKI, 2014).
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As nanoparticulas de ZnO apresentaram formato esférico, uniforme com a
presenca de pequenos aglomerados (Figura 16). Al-Bedairy e Alshamsi (2018),
obteveram as nanoparticulas a partir da solucéo de acetato de zinco e hidroxido de

potassio e descreveu nanoesferas em formato cubico e esférico.

A temperatura e o tempo de agitacao utilizados na obten¢éo das nanoparticulas
pode influenciar as caracteristicas morfologicas. Costa et al. (2018), descreveu
diferentes tamanhos e formas das nanoparticulas apds 1 hora e 24 horas de agitacao.
A fotomicrografia do ZnO convencional mostrou diferentes tamanhos e formas do
oxido. Essa variacdo pode influenciar o tratamento, uma vez que a aplicacao podera

nao ser homogénea.

Figura 16 - Eletromicrografias FEG-SEM do ZnO convencional e

nanoparticulado

SEMHV: 150KV | WD: 14.90 mm
SEM MAG: 30.0kx | Det: SE
View field: 6.92 ym |Date(m/dly): 01/22/20 Performance In nanospace

SEM HV: 10.0 kV WD: 4.91 mm MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 43.4 kx Det: SE
View field: 4.79 ym _ Date(m/dly): 08/07/19

5.5 ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X COM DISPERSAO DE ENERGIA (SED)

A pureza das nanoparticulas de 6xido de zinco foi realizada utilizando a
espectroscopia de raios X com disperséao de energia. O espectro (Figura 17) mostra a
composicdo das amostras. O resultado demonstrou alta pureza das nanoparticulas
com 76,82% de zinco e 23,18% oxigénio. O zinco convencional apresentou 74,22%
de zinco e 25,77% de oxigénio. A presenca de Au deve-se ao recobrimento da amostra
realizado antes da analise (SHARMA et al., 2020).
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Figura 17 — Espectro EDS de ZnO convencional (A) e nanoparticulado (B)
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Singh, Hudiara e Rana (2016) descreveram a composicao das nanoparticulas
de ZnO calcinadas a 450°C, 600°C e 750°C por 2 horas e obtiveram 92,01%, 91,69%
e 91,51% de ions zinco, respectivamente. Os resultados mostraram alta pureza e
pouca interferéncia da temperatura. Shamhari et al. (2018), obteve nanoparticulas de
oxido de zinco a partir das solucdes de acetato de zinco e hidroxido de potassio. O
resultado do EDS mostrou a composicdo de 76,3% de zinco e 23,7% de oxigénio,

caracterizando alta pureza.

5.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA EM Fourier

(Fourier transform infrared spectroscopy — FTIR)

O espectro de absorcdo no infravermelho do E2 demonstrou bandas
caracteristicas, de acordo com os dados encontrados na literatura. Pode-se observar
regides correspondentes aos anéis presentes na estrutura quimica do E2 (Figura 18).
O espectro em 1628, 1571 e 1500 cm™? esta relacionado ao benzeno (anel A),
ciclohexano em 2935 e 2871 cm™ (anel B e C) e ciclopentanol em 1284 cm (anel D).

As principais bandas estao descritas na Tabela 9.



Figura 18 — Espectro FTIR E2
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Tabela 9 — Principais bandas encontradas no espectro FTIR do E2

Bandas Resultado (cm™?) | Literatura (cm™) Referéncias
GUO et al., 2016;
1628, 1571 e
Benzeno 1600 a 1500 MINAEV; MINAEVA,
1500
2008
GUO et al., 2016;
O-H 3420 3438 e 3422 UNNITHAN et al., 2015;
KOC et al., 2011
Vibragao do
_ GUO et al., 2016; KOC
estiramento
- 2935 e 2871 2900 et al., 2011; MINAEV;
_ MINAEVA, 2008
(ciclohexano)
Fenol 1359 1359 UNNITHAN et al., 2015
Ciclopentanol 1284 1283 UNNITHAN et al., 2015
C-O 1236 1230 - 1140 UNNITHAN et al., 2015
GUO et al., 2016;
C-Hforado
870 870-900 MINAEV; MINAEVA,
plano
2008
C-C (anel MINAEV; MINAEVA,
. 1501 e 1577 1600 — 1500
aromatico) 2008
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O espectro do polimero PCL (Figura 19) possui bandas em 3421 cm™ referente
ao grupamento OH, 1700 cm™ que deve-se a carbonila (C=0) do grupamento éster,
1234 cm relacionado ao estiramento simétrico da ligacdo C-O-C e em 2936 e 2863
cm® pertencentem ao estiramento simétrico e assimétrico de CHz, respectivamente.
Os resultados estéo descritos na Tabela 10.

Figura 19 — Espectro FTIR do PCL
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Tabela 10 — Principais bandas encontradas no espectro FTIR do PCL

Resultado Literatura
Bandas Referéncias
(cm™) (cm™)
O-H 3421 3500 BENKADDOUR et al., 2013
] BEZERRA et al., 2017;
Estiramento
_ _ 2936 2944; 2852 FRANCA et al., 2018;
simétrico CH
KOZEHKONAN et al., 2019
Estiramento BEZERRA et al., 2017;
. ) 2861; 2921;
assimétrico 2863 S FRANCA et al., 2018;
CH:; KOZEHKONAN et al., 2019
FRANCA et al., 2018;
C=0 1700 1724; 1725
KOZEHKONAN et al., 2019
BEZERRA et al., 2017;
1238; 1168;
O-C-O0 1234 FRANCA et al., 2018;
1243

KOZEHKONAN et al., 2019
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A Figura 20 mostra os comparativos do espectro de absor¢do do E2, polimero
(PCL), mistura fisica (MF) e das nanoparticulas sem (PCLN) e com farmaco (E2N). As
bandas presentes nas nanoparticulas mostram que ndo houve ligacao quimica entre
o0 hormdnio e o polimero.

Figura 20 — Espectros FTIR do E2, PCL, MF, PCLN e E2N
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A Figura 21 mostra os espectros do triglicerideo de cadeia média (TCM), tween
80, span 80 e nanoparticulas com (E2N) e sem farmaco (PCLN). Os surfactantes sdo
moléculas anfifilicas que permitem a formacdo de nanoparticulas com nucleo
hidrofébico (E2) e superficie hidrofilica, além de impedir a aglomeracédo (WEI; BAI,
FAN, 2019).

Os espectros FTIR das nanoparticulas mostraram bandas em 1641 e 3439-
3471 cm! que estdo presentes no surfactante Tween 80 adicionado na fase aquosa e
correspondem a ligacdo -CH=CH- e O-H, respectivamente (BRANZOI; BRANZOI,
2017; LIU et al., 2015). Esse resultado sugere que o farmaco esteja disperso no nucleo

oleoso da nanoparticula, uma vez que a superficie € composta principalmente pelo
tween 80.



Figura 21— Espectros FTIR do TCM, tween 80, span 80, E2N e PCLN
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O espectro de absorcao no infravermelho do ZnO (Figura 22) mostrou bandas

com absorcdo em 3689 cm referente a ligagdo O-H, estiramento simétrico do diéxido

de carbono (CO2) presente na atmosfera em 2349 cm, banda em 1586 cm™ que é

atribuida a ligagdo C=0 e o estiramento da ligacdo ZnO em 430 cm™. Esses resultados

estdo de acordo com o encontrado por outros autores conforme descrito na Tabela

11.

Figura 22 — Espectro FTIR do ZnO convencional
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Tabela 11 - Principais bandas encontradas no espectro FTIR do ZnO

convencional

Bandas | Resultado (cm™) | Literatura (cm™) Referéncias
OH 3689 3800-3600 SIRUMBAYEE; ANUSUYA,
2020; SILVEIRA; NOBRE;
LANFREDI, 2015
CO; 2349 2350 SILVEIRA; NOBRE;
LANFREDI, 2015; AHMED et
al., 2012
Cc=0 1586 1400-1600 AHMED et al., 2012
Zn-0 430 550-400 SILVEIRA; NOBRE;

LANFREDI, 2015; AHMED et

al., 2012; ZAK et al., 2011

A comparacao dos espectros do ZnO convencional e nanoparticulado obtido

pelo método de co-preciptacdo apresenta grupos funcionais semelhantes e
correspondentes ao composto esperado (Figura 23). O resultado mostra que nao

houve interacbes entre outros compostos durante o processo de formacdo das
nanoparticulas.

Figura 23 — Espectro FTIR do ZnO convencional e nanoparticulado
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5.7 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

A difracdo de raios X € uma das principais metodologias utilizadas para avaliar
a cristalinidade dos materiais. Quando as substancias sdo submetidas a dimensdes
nanomeétricas podem sofrer mudancas no estado solido. Compostos amorfos sdo mais
soluveis e apresentam picos indefinidos no difratograma (SERRANO; GALLAGHER,;
HEALY, 2015).

O difratograma do ZnO convencional e nanoparticulado esta descrito na Figura
24, ambos apresentaram picos em 31,49°; 34,10°; 36,0°; 47,26°; 56,42°; 62,64°;
66,24° e 68,89°. O resultado estd de acordo com o descrito na literatura: 32.25°,
34.87°, 36.77°, 47.99°, 57.26°, 63.27°, 66.75° e 68.24° (AKBAS; TAYGUN;
KUCUKBAYRAK, 2018) e 31°; 34°; 36°; 47°; 56°; 63°; 66°; 68° e 69° (SHARMA et al.,
2020).

Figura 24 — Difratograma do ZnO convencional e nanoparticulado

A técnica de DRX pode determinar o arranjo estrutural das particulas. Picos
acentuados nas posicoes definidas explicam a natureza cristalina com estrutura
hexagonal “wirtzite” do ZnO, nenhum pico de impureza foi detectado no difratograma.
O resultado é semelhante ao descrito por Venkatasubbu et al. (2016), Souza et al.
(2019) e Halbus, Horozov e Paunov (2020).
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5.8 ESTABILIDADE DA NANOPARTICULA DE E2

Todas as formulacdes preparadas permaneceram com aspecto leitoso e opaco
com reflexo azulado devido ao movimento browniano das nanoparticulas. A variacédo
do pH nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 dias estao descritas na Figura 25. Todos os
resultados diferiram estatisticamente quando comparado o dia 0 com 120.

E possivel observar uma variacdo maior nas amostras de nanoparticulas sem
o farmaco, sugere-se que a diferenca ocorra devido ao polimero. Essa observacao
pode ser explicada pela exposicdo de um maior numero de grupos acidos carboxilicos
terminais resultantes da hidrdlise da ligacéo éster presente na estrutura da PCL (LOH,
2012).

Figura 25 — Variacdo do pH nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 dias
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Alguns fatores como pH, concentracdo i0nica, temperatura e tempo de
armazenamento podem influenciar a estabilidade das particulas. A altera¢do no pH
da solucdo pode modificar a carga de superficie, podendo levar a mudanca na

polidispersado e homogeneidade da amostra (XU et al., 2018).

O tamanho das nanoparticulas sofreu baixa variacdo, nao diferindo
estatisticamente. Esse resultado sugere alta estabilidade das amostras quando
submetidas a diferentes temperaturas. Esse parametro é importante uma vez que o

tamanho é essencial para acéo esperada do farmaco.

O potencial zeta durante os 120 dias analisados variou de -31 a -36 mV e -29
a -37 mV para E2 e PCL em temperatura ambiente, respectivamente. Em 10°C houve
uma variagdo de -28 a -19 mV para E2 e -29 a -23 mV para PCL. Na temperatura de
37°C a variacao foi de -33 a -21 para E2 e -36 a -19 para PCL. Nao houve diferenca
significativa na avaliagdo do potencial zeta confirmando boa estabilidade das

nanoparticulas.

A alta magnitude do potencial zeta corresponde a maior repulsdo eletrostatica
e consequentemente melhor estabilidade. A aglomeracdo das nanoparticulas pode
ocorrer devido a fatores como alta concentracdo de particulas na solugéo, condicbes
termodinamicas e variagdes de pH (SELVAMANI, 2019).

A polidispersdo manteve valor abaixo de 0,14 para todas as amostras
avaliadas, nas trés temperaturas (10°C, 25°C e 37°C). O resultado demonstra que as
nanoparticulas mantiveram-se homogéneas durante os 120 dias de armazenamento.
A variacao nos valores da polidispersdo em funcdo do tempo pode indicar a agregacao

ou quebra das particulas, resultando na variacdo de tamanhos (SOUZA et al., 2012).

O resultado estd de acordo com o encontrado por Alex et al. (2016), que
descreveram a estabilidade das nanoparticulas de PCL carregadas com carboplatina.
O resultado apés trés meses de armazenamento em temperatura ambiente mostrou
que nao houve diferenca estatistica no potencial zeta, tamanho de particula e

polidisperséao.

Melo et al. (2018), descreveram a estabilidade de nanoparticulas de PCL
contendo articaina avaliando pH, tamanho e polidispersdo durante 120 dias. Os

resultados mostraram que houve diminuicdo nos valores de pH e aumento na
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polidisperséo, sugerindo hidrélise do polimero e agregacao de particulas. Nao houve

alteracao no tamanho.

A avaliacdo da eficiencia de encapsulacdo do E2 apés 120 dias de
armazenamento mostrou valores acima de 99% em todas as temperaturas analisadas.
Os resultados obtidos estdo descritos na tabela 12 e confirmam a boa estabilidade

das nanoparticulas.

Tabela 12 — Eficiéncia de encapsulacdo E2 apds 120 dias de armazenamento
em 25°C, 10°C e 37°C

Concentracéo Concentracéo o
. ) Eficiéncia de
Temperatura (°C) tedrica (ug.mL1+ experimental .
encapsulacéo = SD
DP*) (ug.mL1 = DP¥)
25 5000 4993,27 + 0,27 99,8+ 0,01
10 5000 4994,33 + 0,51 99,7 £ 0,04
37 5000 4986,21 + 1,96 99,8 + 0,01

* DP = Desvio padrao

5.9 ENSAIO ANIMAL

5.9.1 Retracdo da Leséo

A avaliacdo macroscopica da lesdo nao indicou contaminagdo, nem a presenca
de corpo estranho no leito das lesdes. A Figura 26 mostra a porcentagem da retracéo
nos dias 7, 14 e 21. Nao houve diferenca estatistica nesta andalise entre 0os grupos
avaliados. Esse resultado pode ser explicado devido a pequena area da lesdo. Em

feridas com extensdes maiores a alteracdo pode ser mais evidente.



Figura 26 — Area da retracdo da les&o por grupo
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Nota: CNO - controle ndo ooforectomizado; CO — controle ooforectomizado; PCLN —
nanoparticulas sem o farmaco; ZnOC- 6xido de zinco convencional; ZnON — nanoparticula de 6xido
de zinco; EC — estrégeno convencional; EN — nanoparticula de estrégeno; ZnOC + EC - 6xido de zinco
convencional + estrégeno convencional; ZnON + EN — Oxido de zinco nanoparticulado + estr6geno

nanoparticulado. Os grupos variam conforme as concentracdes testadas: ZnO (2,5% e 5,0%) e E2
(0,06% e 0,12%).
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Os miofibroblastos desempenham um papel importante no processo de
contracdo das feridas. Apds a lesdo, os fibroblastos presentes na derme séo
estimulados por fatores de crescimentos derivados de plaguetas e pela tenséo
mecanica transformando-se em proto-miofibroblastos. Em seguida, estes se
diferenciam em miofibroblastos que expressam actina no musculo liso. Essa

diferenciacéo ocorre principalmente na fase proliferativa (SORG et al., 2016).

Os miofibroblastos possuem maior concentracéo de filamentos citoplasmaticos
contrateis do que outras células. No entanto, tanto os fibroblastos quanto os
miofibroblastos promovem a contracéo da ferida pelo deslizamento dos filamentos de
actina-miosina. As extremidades das fibras se ligam a matriz extracelular produzindo
forca de tracao celular (LI; WANG, 2011).

5.9.2 Andlise Hematoldgica

5.9.2.1 Hematdcrito

A andlise hematoldgica permite realizar a avaliagdo da resposta sistémica ao
ferimento cuténeo. A avaliacdo de parametros como hematdécrito e a quantificacédo de
células de defesa como linfécitos e neutréfilos pode sugerir a progressao do processo

cicatricial.

A média dos valores do hematécrito de todos os grupos avaliados
apresentaram valores entre: 41,8 £ 4,47% e 51,9 + 2,08%, conforme descrito na tabela
13. Nao houve diferenca estatistica na andlise do hematécrito em todos os
tratamentos quando comparados ao grupo controle ooforectomizado (Figura 27). O
hematdcrito caracteriza-se pela porcentagem de volume ocupado pelos globulos

vermelhos quando comparado ao volume de sangue total (BRUNKEN et al., 2016).

Essa avaliagédo € importante uma vez que valores baixos tem efeitos diretos na
cicatrizagdo, pois pode estar relacionado com alteracfes hematoldgicas que ocorrem
ao longo do processo como hemorragias, anemia, ma nutricdo proteica ou doenca
renal (HESS, 2013).



Tabela 13 — Valores médios do hematdécrito por grupo
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Hematdcrito (%)

Grupos Dias (média + DP¥)
D7 D14 D21

CNO 43,5 + 3,64 45,5+ 1,99 46,3 + 1,59
CO 49,4+ 1,53 48,9 + 1,50 475+241
ZnOC 2,5 44,6 £ 2,41 49,0 + 3,75 49,3 + 1,46
ZnON 2,5 48,0+1,81 51,9+ 2,08 50,1+1,73
ZnOC 5,0 45,1 £ 0,59 45,8 + 3,75 50,3 + 2,77
ZnON 5,0 48,7 + 3,27 50,1 + 1,65 48,0 + 4,92
PCLN 48,8 £ 0,82 41,8 + 4,47 49,7 +£1,48
EC 0,06 47,2 +£5,76 47,0+ 3,91 47,8 + 2,60
EN 0,06 44,6 £ 2,71 44,2 + 2,63 47,5+0,91
EC 0,12 50,6 + 2,63 46,7 £ 2,53 50,8 + 2,09
EN 0,12 44,8 + 2,01 44,6 + 1,12 46,5 + 1,56
ZnOC 2,5+ EC 0,06 46,1 + 2,83 43,3+2,31 46,7 £ 2,47
ZnOC 5,0 + EC 0,12 45,2 + 2,86 47,6 + 1,46 47,1+ 2,36
ZnON 2,5 + EN 0,06 45,0+ 1,04 44,8 + 1,08 45,6 + 1,90
ZnON 5,0 + EN 0,12 44,9 + 0,26 44,8 + 1,97 45,5 + 2,32

* DP - desvio padréo



69

Figura 27 — Analise do hematdcrito por grupo
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Nota: CNO - controle ndo ooforectomizado; CO — controle ooforectomizado; PCLN —
nanoparticulas sem o farmaco; ZnOC- oxido de zinco convencional; ZnON — nanoparticula de éxido
de zinco; EC — estrégeno convencional; EN — nanoparticula de estrégeno; ZnOC + EC - 6xido de zinco
convencional + estrégeno convencional; ZnON + EN — Oxido de zinco nanoparticulado + estr6geno

nanoparticulado. Os grupos variam conforme as concentracgdes testadas: ZnO (2,5% e 5,0%) e E2
(0,06% e 0,12%).
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5.9.2.2 Linfécitos

O aumento na quantidade de linfocitos sistémico esta relacionado com a
migracao celular caracteristica das diferentes fases do processo cicatricial. Linfocitos
circulantes chegam ao local lesionado aproximadamente apoés 4 dias e se mantém por
duas semanas (CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019).

Os linfocitos séo atraidos por mediadores inflamatdrios como a interleucina-2
(IL-2). Além de fornecer imunidade celular para a producdo de anticorpos, essas
células sdo importantes para a fase inflamatoria e proliferativa (MEDEIROS; FILHO,
2016).

A analise hematoldgica apresentou menor concentracdo de linfécitos
circulantes no grupo nao ooforectomizado (CNO) quando comparado ao controle
ooforectomia (CO) e ao tratado com a nanoparticula sem o farmaco (PCLN) (Figura

28) nos dias 7 e 21. No dia 14, houve diferenca apenas entre os grupos CNO e PCLN.

Esse resultado pode estar relacionado com a retirada dos ovarios. Os
receptores estrogénicos sdo encontrados nos linfocitos, podendo alterar a funcéo,
producao de fatores imunorereguladores e limitar a capacidade de reagcdo com outras
células (MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007).

As mulheres na menopausa tem um risco aumentado de desenvolver
condicdes patolégicas relacionadas a inflamacao excessiva. No entanto, 0 mecanismo
pelo qual o estrégeno modula o reparo, principalmente na pele, ainda ndo esta
totalmente elucidado (CAMPBELL et al., 2010).

Figura 28 — Quantificacdo de linfécitos dos grupos controles
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Nota: CNO - controle ndao ooforectomizado; CO - controle ooforectomizado; PCLN -
nanoparticulas sem o farmaco. *p<0,05.
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O resultado do tratamento com nanoparticulas de 6xido de zinco apresentou
aumento no numero de linfécitos no dia 7, nas concentracdes de 2,5% (ZnON 2,5%)
e 5,0% (ZnON 5,0%) quando comparado ao CO e aos grupos tratados com a forma
convencional. No dia 14 houve maior concentracdo no grupo tratado com éxido de
zinco 2,5% convencional (ZnOC 2,5%) quando comparado ao grupo CO, o que pode
estar relacionado com um processo inflamatorio tardio (Figura 29).

O zinco pode alterar a resposta imune de varias maneiras, incluindo a
sinalizacao inflamatoria para diferenciacao linfocitaria e producéo de anticorpos (LIN
et al., 2018). llves et al. (2014) avaliou o efeito de nanoparticulas de 6xido de zinco no
tratamento tépico de dermatite. Os resultados mostraram efeito anti-inflamatorio local
e aumento nas concentracdes de IgE mediada por célula B, o que sugere um efeito
sistémico relacionado a absorgéo ion Zn?*. As células respondentes podem variar de

acordo com a concentracéo e provocar diferentes efeitos sistémicos e locais.

Estudo realizado por Navaei-Nigjeh et al. (2018), avaliaram o efeito das
nanoparticulas de oxido de zinco no stress oxidativo induzido por pesticidas
organofosforados em linfécitos humanos. Os resultados demonstraram que houve
uma diminuicdo na liberacdo de TNF-a, modulacdo da inflamagdo e aumento na

viabilidade celular nos grupos tratados com ZnO.

Figura 29 — Quantidade de linfocitos sistémicos dos grupos tratados com ZnO
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Nota: CO — controle ooforectomizado; ZnOC- o6xido de zinco convencional; ZnON —
nanoparticula de éxido de zinco. Os grupos variam conforme as concentracdes testadas: 2,5% e 5,0%.
*

p=<0,05.

O grupo E2 convencional (EC 0,06% e EC 0,12%) promoveu 0 aumento no
namero de linfécitos no dia 14 quando comparado ao controle ooforectomizado. O

tratamento com nanoparticulas sem o farmaco (PCLN) e na concentragéo 0,12% (EN
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0,12%) demonstraram um aumento no namero de linfécitos quando comparado a
forma convencional (EC 0,12%) (Figura 30). Essa alteracao sistémica no nimero de
linfocitos pode estar relacionado com o tipo de receptor estrogénico presente nessa
célula.

Figura 30 — Quantidade de linfocitos circulantes dos grupos tratados com E2
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Nota: CO — controle ooforectomizado; EC — estr6geno convencional; EN — nanopatrticula de
estrogeno. Os grupos variam conforme as concentragdes testadas: 0,06% e 0,12%. *p<0,05.

Os linfécitos B apresentam alta expressao de receptores tipo f (ERB) quando
comparado a qualquer outro tipo celular e a (ERa) em relagdo aos demais leucocitos
(HORNG et al., 2017). O linfocito T atua como modulador do fibroblasto intersticial,
contribuindo para a fibrose. As substancias produzidas por essas células, como TGF-
B, atuam na sintese de fibronectina e colageno, induzindo a contragdo da ferida
(FREIRE et al., 2018).

Estudos sugerem que a expressao dos subtipos de receptores esté relacionada
com efeitos antagbnicos, promovendo ou inibindo a inflamacdo. O alto nivel de
receptores ERa esta relacionado a progressao de doengas autoimune como o IUpus
eritematoso, e 0 subtipo B parece possuir efeitos anti-inflamatoérios (MASELLI et al.,
2016).

Mohammad et al. (2018), observaram que a delegao dos receptores ERa em
linfécitos T contribuiu para multiplos aspectos na funcdo dessas células, incluindo a
reducdo da sua ativagédo e proliferagdo. Os resultados sugerem que esse receptor
possui importante funcéo pro-inflamatoria e contribui para a progressdo de doencas

autoimunes.

Ahn et al. (2020), estudaram o efeito cicatrizante da genisteina (fitoestrogénio

extraido da soja) em feridas de camundongos ooforectomizados e na pele humana.
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Os resultados mostraram que o efeito benéfico do tratamento foi mediado

principalmente pela ligagao ao receptor estrogénico 3 presente no tecido cuténeo.

No dia 7, houve diferenca estatistica no tratamento conjunto de E2 e ZnO na
forma convencional, quando comparado ao grupo controle ooforectomizado, controle
tratado com nanoparticula sem o farmaco (PCLN) e aos tratados com as formas
nanoparticuladas (Figura 31). A menor concentracdo nos grupos convencionais pode
estar relacionada com uma resposta inflamatoria tardia, uma vez que a associagao
nanoparticulada de maior concentracdo promoveu uma diminuicdo no numero de

linfécitos circulantes no dia 21.

Figura 31 — Quantificacdo de linfécitos sistémicos dos grupos tratados com
Zn0O + E2
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Nota: CO — controle ooforectomizado; PCLN — nanoparticulas sem o farmaco; ZnOC + EC -
oxido de zinco convencional + estrégeno convencional; ZnON + EN — 6xido de zinco nanoparticulado
+ estr6geno nanoparticulado. Os grupos variam conforme as concentra¢g@es testadas: ZnO (2,5% e
5,0%) e E2 (0,06% e 0,12%). *p=0,05.

5.9.2.3 Neutréfilos

Os neutrofilos sdo as células inflamatorias mais abundantes no sistema
imunoldgico. A capacidade desses leucdcitos polimorfonucleares de migrar para o
local da lesdo é essencial para a resposta inflamatoéria aguda e é influenciada por
fatores quimioatraentes produzido pelo hospedeiro (RUNGELRATH; KOBAYASHI;
DELEO, 2019).

Essas células sdo as primeiras a serem recrutadas da circulacdo para auxiliar

no combate a agentes infecciosos. Esse processo ocorre por meio da fagocitose,
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producdo de altas concentracdes de espécies reativas de oxigénio (EROS) e sintese
de armadilhas extracelulares (compostas por proteinas granulares, cromatina e DNA
capaz de aprisionar e matar micrébios) (PHILLIPSON; KUBES, 2019).

A Figura 32 mostra que a quantificacdo de neutréfilos do grupo controle nao
ooforectomizado (CNO) foi maior no dia 14 quando comparado ao grupo controle
ooforectomizado (CO) e menor no dia 21 em comparacéao ao grupo PCLN. O resultado
demonstra que ocorreu uma resposta leucocitaria sistémica devido a retirada dos
ovarios. A alteracdo no dia 14 do grupo CNO, pode ser explicada por uma
exacerbacédo da resposta inflamatéria pela auséncia de tratamento.

A neutrofilia que ocorreu no dia 21 nos grupos controles ooforectomizados (CO
e PCLN), sugere uma alteracdo sistémica relacionada a diminuicdo estrogénica,
caracteristico de inflamagédo crénica com aumento no numero de leucdcitos e
liberagdo de IL-6 e TNF-a (ABILDGAARD et al., 2020).

Estudo realizado por Goettems-Fiorin et al. (2019) mostrou que a privagao
estrogénica promoveu uma diminuicdo na defesa anti-inflamatoéria, com baixos niveis
de IL-10, o que pode ter causado alteracdo no perfil leucocitario com aumento

neutrofilico no grupo ooforectomizado.

Abdelrazek et al. (2019), observaram que a cirurgia de retirada dos ovarios
acelera o stress oxidativo, demonstrado pelo aumento de 6xido nitrico. Os resultados
mostraram ainda que a suplementacéo da dieta com isoflavonas de soja (considerado
modulador seletivo dos receptores estrogénicos) promoveu a¢ao anti-inflamatéria com

a diminuicdo das moléculas de adesao e quimiocinas.

Figura 32 — Quantificacéo de neutrofilos nos grupos controle

Controle

D7 D14 D21

3.0x10 2.5x10

2.0x10°)
2.0%10° T

1.5x10°

de células (mil/mm?)

1.0x10°
1.0x10°)

5.0X10°

. i 3
Namero de células (mil/mm?)
Namero de células (mil/mm?)

Grupos Grupos Grupos

Nota: CNO — controle ndo ooforectomizado; CO — controle ooforectomizado; PCLN —
nanoparticulas sem o farmaco. *p=<0,05.
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Os resultados da anélise hematologica entre os grupos tratados com 6xido de
zinco mostrou diferenca estatistica no dia 7 entre os grupos tratados com a forma

nanoparticulada e convencional, ambos na concentracéo de 5,0% (Figura 33).

No dia 14 houve diferenca estatistica com diminuicdo dos neutrofilos nos
grupos ZnON 2,5% e ZnON 5,0% quando comparado ao controle ooforectomizado.
Além disso, os grupos que receberam as formas nanoparticuladas apresentaram

valores menores em comparacao as suas respectivas formas convencionais.

Esse resultado demonstra um possivel efeito benéfico no tratamento com as
nanoparticulas de oxido de zinco. O efeito desse tratamento na quantificacdo de
neutroéfilos pode estar relacionado a diminuicdo na expressdo de mieloperoxidase e
inibicdo de citocinas pro-inflamatérias (AGARWAL; SHANMUGAM, 2020).

Figura 33 — Quantidade de neutrofilos sistémicos dos grupos tratados com ZnO
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Nota: CO - controle ooforectomizado; ZnOC- o6xido de zinco convencional; ZnON -
nanoparticula de 6xido de zinco. Os grupos variam conforme as concentragfes testadas: 2,5% e 5,0%.
*p<0,05.

A Figura 34 demonstra que nos tratamentos com EC 0,06% e EC 0,12% houve
uma reducdo significativa no dia 7 quando comparado aos outros grupos
ooforectomizados. O efeito do estrégeno pode ser atribuido a reducao das moléculas
de adesdao aos neutrdfilos L-selectina, levando a diminuicédo destas células no local de
inflamacao (WILKINSON; HARDMAN, 2017).

No dia 14, o grupo EC 0,12% apresentou neutrofilia quando comparado aos
demais. O grupo EC 0,06% demonstrou menor quantidade de neutrofilos do que o EN
0,06%. As respostas estimuladoras e supressoras do estrégeno sobre as funcdes
imunologicas podem ser dose-dependente e o tratamento com nanoparticulas pode
influenciar o efeito do ativo (MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007).



76

Figura 34 — Quantidade de neutrofilos sistémicos dos grupos tratados com E2
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Nota: CO — controle ooforectomizado; EC — estrogeno convencional; EN — nanoparticula de
estrégeno. Os grupos variam conforme as concentragfes testadas: 0,06% e 0,12%. *p<0,05.

O tratamento sinérgico com nanopatrticulas de ZnO 5,0% + E2 0,12% (Figura
35) mostrou diminuicdo no dia 21 quando comparado ao grupo controle
ooforectomizado. Este resultado sugere melhor progressao do processo cicatricial

com diminuicédo de células inflamatorias e inicio da proliferacdo e remodelamento.

Figura 35 — Quantificacdo de neutrofilos nos grupos tratados com ZnO + E2
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Nota: CO — controle ooforectomizado; PCLN — nanoparticulas sem o farmaco; ZnOC + EC -
oxido de zinco convencional + estrégeno convencional; ZnON + EN — 6xido de zinco nanoparticulado
+ estro6geno nanoparticulado. Os grupos variam conforme as concentra¢des testadas: ZnO (2,5% e
5,0%) e E2 (0,06% e 0,12%). *p=<0,05.
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5.9.3 Andlise Histoldgica - Pele

5.9.3.1 Infiltrado inflamatério

O processo inflamatorio € uma das etapas mais importantes da cicatrizacao.
Essa fase envolve a migracdo de células imunes ao local da leséo estimuladas por

citocinas, fatores de crescimento, restos celulares e patégenos (KIRBY et al., 2015).

Os neutréfilos migram ao local lesionado estimulados principalmente por PDGF
e TGF — B. Além de realizar fagocitose e secretar proteinas antimicrobianas essas
células sédo capazes de formar armadilhas extracelulares (NETS) para o sequestro de
patégenos (AYADI; JAY; PRASAI, 2020).

Entre as células imunes, os macréfagos desempenham um papel importante
tanto na fase inflamatéria como na transicéo para a fase proliferativa. Os macrofagos
M1 séo ativados por fatores pro-inflamatorios como degradacéo celular, aumento de
ROS, IL-6 e TNF-a. A progressdao da fase inflamatéria estimula a ativagdo de
macrofagos M2 que, por sua vez, possuem caracteristicas anti-inflamatérias e

auxiliam o inicio da fase proliferativa (KIM, 2019).

A andlise guantitativa do infiltrado inflamatério nos grupos controle mostrou
diferenca no dia 7 entre CNO e PCLN e nos dias 14 e 21 entre os grupos CO e PCLN,
com aumento no grupo ooforectomizado (Figura 36). Esse resultado evidencia que a
deficiéncia estrogénica causada pela ooforectomia pode prolongar a resposta
inflamatoria, retardando o processo cicatricial (ASHCROFT et al., 1999; HORNG et
al., 2017; MUKAI, 2016).

Figura 36 - Quantificacdo de células inflamatérias no tecido cutaneo dos grupos
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Nota: CNO - controle ndo ooforectomizado; CO — controle ooforectomizado; PCLN —
nanoparticulas sem o farmaco. *p<0,05.
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A analise do infiltrado inflamatério dos grupos tratados com 6Oxido de zinco
(Figura 37) nas formas convencionais e nanoparticuladas demonstrou diferenca
estatistica no dia 7 entre os grupos ZnOC 5,0 e ZnON 5,0 e no dia 21 entre 0s grupos
ZnON 2,5 e ZnON 5,0 quando comparado ao grupo controle ooforectomizado e entre
0s grupos ZnOC 2,5 e ZnON 2,5.

Esse resultado demonstra que a aplicacéo topica de nanoparticulas de oxido
de zinco apresentou melhor modulacéo da fase inflamatoria nas duas concentracdes
testadas. O zinco é descrito como cofator para metaloproteinases e desempenha um
importante papel na degradacdo da matriz extracelular. O efeito do ZnO na
cicatrizacao relaciona-se com o tamanho e a concentracéo das particulas. A atividade
antibacteriana pode ser aumentada pela maior superficie de contato das
nanoparticulas (RAJENDRAN et al., 2018).

Batool et al. (2021), estudaram o efeito de curativos de nanoparticulas de 6xido
de zinco em hidrogel de silica durante 11 dias e observaram um aumento na apoptose,

angiogénese e melhor re-epitelizagdo do tecido lesado dos grupos tratados.

Figura 37 - Quantificacdo das células inflamatorias nos grupos tratados com

ZnO nas formas convencional e nanoparticulada
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Nota: CO — controle ooforectomizado; ZnOC- o6xido de zinco convencional; ZnON —
nanoparticula de éxido de zinco. Os grupos variam conforme as concentracdes testadas: 2,5% e 5,0%.
*

p=<0,05.

Os resultados da quantificacdo do infiltrado inflamatdério dos grupos tratados
com E2 estédo apresentados na Figura 38. Houve diferenca em todos os dias entre 0os
grupos CO, EN 0,06 e EN 0,12 demonstrando diminuicdo das células inflamatérias
nos grupos tratados com a nanoparticula. No dia 7 e 14 houve diferenca entre os
grupos EC 0,06 e EN 0,06.
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O efeito benéfico do estrégeno na fase inflamatéria pode estar associada a
diminuicéo da infiltracdo de células inflamatorias, principalmente neutrofilos, devido a
reducado na expressao de moléculas de adesdao celular. Associado a esse mecanismo,
o efeito anti-inflamatério do E2 é predominantemente mediado pela inibicdo de
citocinas inflamatérias e presenca do fator de inibicdo da migracdo de macréfagos
(ASHCROF et al., 1999; MOHTADI et al., 2021).

Além disso, a utilizacdo do estrégeno na forma nanoparticulada pode permitir o
controle na taxa de liberacdo do ativo, prolongando o efeito farmacoldgico no local da
lesdo (SALIMI; MOHAMMADIPANAH, 2021; URIE et al., 2018).

Figura 38 - Analise da quantidade de células inflamatérias na leséo dos grupos

tratados com estrégeno
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Nota: CO — controle ooforectomizado; EC — estrogeno convencional; EN — nanoparticula de
estrégeno. Os grupos variam conforme as concentragfes testadas: 0,06% e 0,12%. *p<0,05.

Os resultados da analise quantitativa do infiltrado inflamatério dos grupos
tratados com a associagdo de ZnO e E2 mostraram diferenca estatistica no dia 14,
apresentando uma menor quantidade de células nos grupos ZnO 5,0 + E 0,12 nas
formas convencionais e nanoparticuladas, quando comparados ao grupo CO. No dia

21 todos os grupos apresentaram menor quantidade de células inflamatérias com

relacdo ao grupo controle ooforectomizado (Figura 39).

Esse resultado sugere que a associacdo dos ativos, principalmente na forma
nanoparticulada foi capaz de modular a fase inflamatéria. O efeito sinérgico do éxido
de zinco e do E2 demonstrou que o tratamento € eficaz e melhora de forma

significativa a progressao do processo cicatricial em ambas as doses testadas.
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Figura 39 - Quantificacdo de células inflamatoérias nos grupos tratados com a
associacao ZnO + E2

ZnO +E2

D7 D14 D21

100

200 1

150 I

80

Namero de células inflamatérias

N N
o S o
Numero de células inflamatdrias
@
) o
-—| -
Namero de células inflamatoérias
.
@ o
) = S

Grupos Grupos Grupos

Nota: CO - controle ooforectomizado; PCLN — nanoparticulas sem o farmaco; ZnOC + EC -
6xido de zinco convencional + estrogeno convencional; ZnON + EN — 6xido de zinco nanoparticulado
+ estrégeno nanoparticulado. Os grupos variam conforme as concentragfes testadas: ZnO (2,5% e
5,0%) e E2 (0,06% e 0,12%). *p=<0,05.

5.9.3.2 Fibras colageno

A fase proliferativa da cicatrizacdo caracteriza-se pela migracao e ligacédo de
células a matriz extracelular que estimulam a sintese de colageno, angiogénese e
queratinizacéo do tecido lesado (YEUNG; KELLY, 2021).

A derme é composta por aproximadamente 80% de colageno tipo | e 10 -15%
de tipo lll. As fibras tipo | apresentam caracteristicas mais espessas e proporcionam
resisténcia a tensao. O colageno tipo Ill, possui uma estrutura mais fina e é o principal
constituinte da matriz temporéria presente durante a remodelagdo tecidual (EL
SHERIF et al., 2006; TRACY; MINASIAN; CATERSON, 2016; MAKUSZEWSKA et al.,
2020).

A andlise quantitativa das fibras colageno tipo | e Ill dos grupos controle CNO,
CO e PCL nao apresentaram diferenca nos dias 14 e 21. No entanto, foi possivel
observar uma menor quantidade de fibras tipo |1 no grupo CO no dia 21, sugerindo que
a diminuicdo estrogénica causada pela retirada dos ovarios pode interferir na sintese

de colageno (Figura 40).
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Figura 40 - Quantificacéo de fibras colageno tipo | e Il nos grupos controles

8.0x10

2.8x10

-~ CNO

. - co
2.6x10°F
=4 PCLN
2.4x10°F

-~ CNO
- CO

o
6.0x10 - PCLN

4.0x10°F
2.0x10°%F .74

» "7
o o o oY

Dias Dias

2.2x10°F

2.0x10

Fibras colageno tipo Il (pixel)
Fibras colageno tipo | (pixel)

Nota: CNO - controle ndo ooforectomizado; CO — controle ooforectomizado; PCLN —
nanoparticulas sem o farmaco. *p<0,05.

Os resultados dos grupos tratados com ZnO, demonstraram diferenca nas
fibras tipo | nos dias 14 e 21 entre os grupos ZnON 2,5 e ZnON 5,0 quando
comparados aos demais (Figura 41).

Esse resultado demonstra que as nanoparticulas de 6xido de zinco possuem
acao principalmente no controle de infecc¢des, devido a sua acédo antibacteriana, e
consequentemente o seu efeito principal ocorre na fase inflamatéria do processo de
cicatrizacdo (DIEZ-PASCUAL; DIEZ-VICENTE, 2015).

Sendo assim, 0 uso sinérgico das nanoparticulas de ZnO com outros ativos que
possam estimular a sintese de colageno tipo | e lll pode ser uma alternativa adequada

para acelerar o processo de remodelamento do tecido lesado.

Figura 41 - Avaliacdo das fibras colageno nos grupos tratados com ZnO nas
formas convencional e nanoparticulada
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Nota: CO — controle ooforectomizado; ZnOC- o6xido de zinco convencional; ZnON —
nanoparticula de éxido de zinco. Os grupos variam conforme as concentracdes testadas: 2,5% e 5,0%.
*p=<0,05.

A analise quantitativas das fibras coladgeno dos grupos tratados com E2

apresentou diferenca das fibras colageno tipo Il no dia 14. O resultado mostrou que
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houve um aumento nas fibras dos grupos EN 0,12, EC 0,12 e EN 0,06 quando

comparados aos demais conforme Figura 42.

N&o houve diferenca estatistica na quantificacdo de fibras tipo I, no entanto a
quantidade obtida nos grupos EC 0,12 e EN 0,12 mostrou valores maiores quando
comparado ao grupo CO. Embora néo tenha diferenga, esse resultado sugere que o

tratamento com E2 pode estimular o remodelamento tecidual.

Zhuge et al. (2018) avaliou o efeito topico do estrogeno no tratamento de feridas
cutdneas em ratos diabéticos. Os resultados mostraram que houve um aumento na

densidade de vasos sanguineos e na deposicao de colageno dos grupos tratados.

Figura 42 - Avaliacédo das fibras colageno tipo | e Ill dos grupos tratados com
E2
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Nota: CO — controle ooforectomizado; EC — estr6geno convencional; EN — nanopatrticula de
estrégeno. Os grupos variam conforme as concentragfes testadas: 0,06% e 0,12%. *p<0,05.

Os resultados da andlise quantitativa de fibras colageno tipo | e Il nos grupos
tratados com a associacdo ZnO + E2 n&o apresentaram diferenca nos dias 14 e 21
(Figura 43).

No entanto, foi possivel observar uma maior quantidade de fibras tipo | e 1l nos
grupos tratados com a associagédo ZnO + E2 na forma nanoparticulada em ambas as
concentracbes quando comparado ao grupo CO. Esse resultado sugere que houve
um estimulo maior de fibroblastos, e possivelmente aumento na sintese de colageno,

na fase proliferativa do processo de cicatrizacao
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Figura 43 - Quantificacdo das fibras colageno tipo | e Ill nos grupos tratados
com a associacdo ZnO + E2
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Nota: CO - controle ooforectomizado; PCLN — nanoparticulas sem o farmaco; ZnOC + EC - 6xido de
zinco convencional + estrogeno convencional; ZnON + EN — oOxido de zinco nanoparticulado +
estrégeno nanoparticulado. Os grupos variam conforme as concentracdes testadas: ZnO (2,5% e 5,0%)
e E2 (0,06% e 0,12%). *p<0,05.

5.9.3.3 Andlise histoldgica - utero

O cancer endometrial € uma importante enfermidade ginecol6gica que acomete
principalmente mulheres no periodo pds-menopausa. O adenocarcinoma pode
ocorrer devido a hiperplasia endometrial causada pelo estimulo estrogénico excessivo
ou por deficiéncia de progesterona (BRINTON; FELIX, 2014; WANG,2020).

A cirurgia de ooforectomia é muito utilizada em modelos animais para avaliacdo
de alteracdes causadas pelo periodo da menopausa nas mulheres. Estudos mostram
que a retirada do ovério causa atrofia uterina devido a diminuicdo dos niveis de
horménios circulantes (ABBASI et al., 2017). O tratamento tépico de lesdes cutaneas
com E2 poderia causar modificacbes endometriais prejudiciais, sendo assim a

avaliacao das alteracfes histoldgicas do utero consideradas importantes.

O utero é formado por trés camadas principais: a camada externa, o perimétrio
€ composto por uma tanica serosa. O miométrio, constituido por musculatura lisa
forma a maior parte da parede uterina. O endométrio caracteriza-se pela porgéo
mucosa e se modifica com o ciclo menstrual e gravidez (APLIN, 2018; CHUFFA et al.,
2011).

A acao estrogénica no utero ocorre principalmente pela ligacdo aos receptores
nucleares ERa e ERp. A isoforma predominante no endométrio é o ERa e a ligagao
ao estrogeno estimula a proliferagcdo nas células do estroma durante a fase
proliferativa (APLIN, 2018).
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N&o houve diferen¢a na analise das medidas do perimétrio nos dias 7, 14 e 21
(Figura 44). Esse resultado era esperado, uma vez que essa camada geralmente nao
€ susceptivel a alteracbes causadas por substancias enddgenas sintéticas ou

naturais.

Figura 44 - Avaliacdo das alteracdes histolégicas no perimétrio nos grupos

tratados com E2
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Nota: CO — controle ooforectomizado; EC — estrogeno convencional; EN — nanoparticula de
estrogeno. Os grupos variam conforme as concentracdes testadas: 0,06% e 0,12%

Houve diferen¢a no dia 7 com aumento da espessura do miométrio nos grupos
EC 0,06; EN 0,06 e EN 0,12 quando comparados ao grupo CO. Foi possivel observar
também diferenca entre os grupos EC 0,12 e EN 0,12 (Figura 45).

No dia 14 observou-se diferenca entre os grupos EC e EN 0,12 quando
comparados ao CO. Os grupos EC 0,06 e EC 0,12 também mostraram-se diferentes,
com aumento na espessura do miométrio do grupo tratado com maior concentracao
de E2. No dia 21, o grupo EC 0,12 apresentou diferenca quando comparado aos

demais (Figura 45).

Esse resultado sugere que o tratamento com E2 na forma convencional de
maior concentracao (EC 0,12) apresentou maior efeito no tecido uterino. Foi possivel
observar que o tratamento topico com estrdgeno aumenta a espessura do miométrio,
no entanto no dia 21 os grupos tratados com a forma nanoparticulada ndo mostraram

diferenca quando comparado ao CO.

Os hormoénios esteroides, em particular o estrégeno, promovem a proliferacédo
e diferenciacdo das células do miométrio durante a gravidez. Ocorre um aumento

significativo tanto no tamanho como no numero de células musculares. O estrogeno,
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por meio dos receptores ERa, podem regular positivamente as proteinas contrateis
durante o parto (CONDON et al., 2020).

Figura 45 - Analise das altera¢cdes do miométrio nos dias 7, 14 e 21 dos grupos

tratados com E2
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Nota: CO — controle ooforectomizado; EC — estrogeno convencional; EN — nanoparticula de
estrégeno. Os grupos variam conforme as concentragfes testadas: 0,06% e 0,12%. *p<0,05.

A avaliacdo endometrial mostrou diferenca no dia 7 entre o grupo EC 0,12
comparado aos grupos CO e EN 0,12. No dia 14 observou-se diferengca com aumento
na espessura do endométrio nos grupos EC 0,12 e EN 0,06 em relagdo ao grupo CO.
No dia 21 o grupo EC 0,12 ainda apresentou diferenca quando comparado ao CO
(Figura 46).

Franco et al. (2020), avaliaram o efeito do extrato de isoflavonas na endocérvix
de ratas ooforectomizadas. Os resultados mostraram que houve efeito proliferativo

guando comparado ao grupo controle.

Os resultados demonstram que nao houve estimulo endometrial nos grupos
tratados com as formas nanoparticuladas no dia 21. Sendo assim, o tratamento com
as nanoparticulas de E2 pode ser uma alternativa viavel para feridas cutaneas em
mulheres na menopausa, uma vez que ndo houve estimulo excessivo nas células
uterinas. Além disso, a dose e o tempo de tratamento podem ser ajustados conforme

a necessidade de cada paciente.
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Figura 46 - Avaliacao das alteragdes endometriais dos grupos tratados com E2
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Nota: CO — controle ooforectomizado; EC — estrogeno convencional; EN — nanoparticula de
estrégeno. Os grupos variam conforme as concentragfes testadas: 0,06% e 0,12%. *p<0,05.
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6 CONCLUSAO

As nanoparticulas de E2 e ZnO apresentaram caracteristicas como tamanho
de particula, potencial zeta e indice de polidispersdo adequados para aplicacdo em
feridas. A avaliagdo por FTIR do E2 apresentou bandas caracteristicas indicando que
o farmaco esté disperso no nudcleo oleoso. A nanocépsula de E2 mostrou-se estavel
em diferentes temperaturas, e 0 método validado foi apropriado para quantificacdo do
E2. Para as nanoesferas de ZnO, a andlise por raios-X mostrou picos caracteristicos
da amostra e o EDS alta pureza das nanoparticulas. O espectro de FTIR apresentou
picos caracteristicos e semelhantes para a forma convencional e nanoparticulada. Os
resultados do ensaio in vivo mostraram que houve melhor progressao da inflamagéao
nos grupos tratados com a forma nanoparticulada de E2 e ZnO. N&o houve atraso na
retracao da lesdo e na colagénese. Houve maior quantidade de fibras colageno tipo |
e lll no grupo ZnON +EN. A nanoparticula de E2 ndo alterou significativamente o
tecido uterino. Os resultados deste trabalho demonstraram que foi possivel
desenvolver nanocépsulas de E2 e nanoesferas de ZnO com caracteristicas fisico-
quimicas adequadas e com potencial efeito cicatrizante de lesdes cutdneas em ratas

ooforectomizadas.
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Abstract

Purpose: To develop a new wound dressing composed of alginate and Aloe vera gel and cross-linked
with zinc ions.

Methods: The aloe-alginate film was characterized using scanning electron microscopy [SEM),
swelling profile, mechanical properties, polysaccharide content and X-ray diffraction (XRD). Thirty
Wistar rats were divided in two groups a) treated with aloe-alginate film and b) control (treated with
sterile gauze). Wound contraction measurements and hystological analysis were performed on 7th,
14th and 21st days after wound surgery.

Results: The aloe-alginate film presented adequated mechanical resistance and malleability for
application as wound dressing. There was no stafistical difference in wound contraction between two
groups. Histological assay demonstrated that aloe-alginate film presented anti-inflammatory activity,
stimulated angiogenesis on proliferative phase and a more significant increased in collagen type | fibers
and decreased type |ll fibers which promoted a mature scar formation when compared to control.

Conclusions: The aloe-alginate film showed adegquate physicochemical characteristics for wound
dressing applications. The in wivo assay demonstrated that aloe-alginate film enhanced the healing
process of incisional skin wounds.
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The number of women submitted o hysterectomy grows every year. Such procedure can be
carried out using different techniques regarding access, type of suture and the surgical thread
used. Surgical threads plav a relevant role in surgical practice and there is a great variety of
materials with which they are produced. Therefore, they enable the use of different suture
technigues, minimizing the tissue reaction and reducing the time needed for this procedure, This
study aimed to demonstrate that both threads have similar characteristics and, therefore, we can
suggest the use of Stratafix® for procedures that minimize surgical time is relevant (laparoscopic
video surgeries, for example). This study carried out 16 abdominal hysterectomies in pigs, divided
into two groups, eight using polydioxanone thread (Stratafix®) and the other eight using
polyglactin 910 thread (Vieryl®), Blood samples were collected before the surgery, (D1) and in
the collection of aponcurosis and vaginal Apex samples (D9), The blood samples, (D1 and DY)
were submitted to the following examinations: Complete bload count andfibrinogen and C
reactive protein measurement, to evaluate systemic inflammatory reaction. When the aponeurosis
and vaginal apex samples (DY) were collected, the presence or absence of local adherences or
abscesses was observed, and then the material was sent to histological analysis, for the evaluation
of fibrosis and fat encapsulation, Classification and attribution of indices to the histological
findings and later characterization of the inflammatory process phase. In this study, we did not
observe significant changes in the data analyzed in relation to both types of thread investigated.
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ABSTRACT

Objective: The aim of the present study is to develop and validation of a ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC) method to determine
the ursolic acid content and its encapsulation efficiency (EE) in lipid-core nanocapsules prepared from poly (L-lactic acid).

Methods: A simple UHPLC-PDA method was developed and validated for the q of ursolic acid in poly(L-lactic acid)

psules, The chr graphic conditions used were: RP-C18 column, isocratic mobile phase containing acetonitrile:water (92:8, v/v), flow
rate of 0.8 ml/min, column temperature of 50°C, and detection at 203 nm. The following p rs were eval d: Specificity, linearity, limits of
detection and quantification, precision, accuracy, and robustness.

. '
ive deter

Results: The method was specific to the ursolic acid and linear (r=0.9998) in the range of 10-100 ug/ml. The limits of detection and quantification were
1.35 and 4.10 ug/ml, respectively. The precision was demonstrated by a relative standard deviation less than 2%. Adequate accuracy (98.35%20.82)
was obtained. Changes in flow rate, mobile phase, and column temperature did not significantly alter the peak area and the retention time of the

ursolic acid. The mean EE was 99.89%.

Conclusion: The method proved to be fast, sensitive, and simple for quantifying ursolicacid in nanoc

the EE.

les and was successfully used for deter

4 &

Keywords: Analytical development, Drug quantification, Lipid-core nanocapsules, Pentacyclic triterpenoid, Quality assurance, Quality control.
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INTRODUCTION

Pentacyclic triterpenoids are phytochemicals widely distributed in
nature and ursolic acid (3f-hydroxy-urs-12-en-28-o0ic) (UA) is one
of their main representatives [1]. It is a white crystalline solid and
shows a melting point between 285 and 288°C with a molecular
weight of 456.68 g/mol and molecular formula C, H 0O, [2]. UA is
usually found in human diet [3] and has a wide range of blological
activities, such as the antioxidant effect [4], the anti-obesity and muscle
synthesis properties (5], the hepatoprotective potential [6], the blood
sugar-lowering effect [7], the neuroprotective potential [8], the anti-
inflammatory activity [9], and the antitumor properties [10,11].

In spite of this pharmacotherapeutic potential, some limitations
can be related to the UA use due to its low aqueous solubility and its
reduced permeability through biclogical membranes, which decrease
Its absolute bicavailability to about 8% [12] and lead to a classification
as a class IV drug by the biopharmaceutical classification system. For
this reason, strategies to overcome these limitations have been widely
studied mainly based on nanotechnology [13,14]. In brief, the aim of
these approaches was to develop formulations with efficacy and safety
that might guarantee at the same time improved solubility, higher
bioavailability, and a controlled release pattern for this drug [15].
However, nanoparticles require extensive characterization, including
the mandatory determination of the drug content and the encapsulation
efficiency (EE) to achieve the expected clinical effect while assuring
suitable pharmacokinetic and pharmacodynamic properties when
administered in vivo [16,17]. Thus, a validated method that is able of
q ifying the drug loading in formulation is essential during the
research and development process.

In this scenario, some analytical methods were previously described
for the UA quantification, mainly in botanicals [18,19] and biological
samples as plasma [20,21]. Concerning to the methods developed for
drug delivery systems, these strategies were typically based on high-
performance liquid chromatography [22-24|. Therefore, to the best of
our knowledge, no previous paper was devoted to validate an analytical
method for the UA determination in lipid-core nanocapsules using
ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC). UHPLC has
currently attracted great Interest from the pharmaceutical industry due
to its ability to achieve use of chre phic principles, to
have superior features in terms of resolution, sensitivity, and efficiency,
and to decrease the consumption of solvents and other reagents [25].

In this context, the present paper describes the development and the
validation of a UHPLC-PDA method for determining the UA content and
its EE in lipid-core nanocapsules prepared from poly(L-lactic acid) (PLA).

METHODS

Reagents and chemicals

Ursolic acid (UA) 98% pure was purchased of Natural Field Bio-
Technique (Xi'an, China). Methanol HPLC grade (Research Hexis,
Phillipsburg, NJ, USA), acetone PA, (Synth, Diadema, Brazil), acetonitrile
HPLC grade ().T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA), L-lactic acid 90% pure
(Vetec, Duque de Caxias, Brazil), and chloroform P.A. (Vetec, Duque de
Caxias, Brazil) were used as recelved. The water was purified using a
Milli-Q Plus system (Millipore, Burlington, MA, USA).

Equipment
A Shimadzu UHPLC system (Nexera X2, Kyoto, Japan) equipped
with a SPD-M20A PDA detector, a DGU-20A5RA degasser, a
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These results suggest that the stability of the
emulsion is important for both safety and efficacy.
Without stability, the cotton-tipped applicator can
absorb more concentrated emulsion zones, which
can lead to complications such as scars. Improved
stability may provide more predictable, uniform
effects and reduces the need for constant agita-
tion, as previously required with the SEP formu-
lation. Despite its widespread historical use, SEP
can be replaced with an emulsifier that creates
more stable phenol—croton oil formulas. With
greater predictability of injury depth, NOV offers
the possibility of improved efficacy and patient
safety.
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A prospective comparison of g
cutaneous sarcoidosis disease

response to immunomodulatory

and immunosuppressive therapies

To the Editor: Sarcoidosis is a multisystem discase
of unknown etiology characterized by granuloma-
tous infiltrates resulting in organ dysfunction. Skin
involvement occurs in 25% to 35% of patients and
significantly decreases quality of life, resulting in the
need to identify effective treatments for cutaneous
sarcoidosis (CS).'

Data on optimal treatment regimens for systemic
therapies are limited.” Qur primary objective was to
investigate CS response to hydroxychloroquine;
tetracycline antibiotics doxycycline and minocy-
cline; methotrexate; and tumor necrosis factor—e
inhibitors (TNFi) infliximab and adalimumab.
Secondarily, we assessed disease response in
patients with lupus pernio, an important CS
morphologic subtype associated with chronic,
recalcitrant disease."

Patients were recruited from the University of
Pennsylvania CS clinic from December 15, 2013,
through February 15, 2019. All patients had
biopsy-proven CS and were offered enrollment
prospectively during standard-of-care clinic visits. A
characteristic facial lesion C(infiltrative plaques;
dermal papules; or nodules on the nose, cheeks,
or central face, with or without scaling) with
biopsy-proven sarcoidosis signified lupus pernio.
Data were prospectively collected and managed
using Research Electronic Data Capture (REDCap)
software.” The University of Pennsylvania
Healthcare System institutional review board
approved this study, and all participants provided
consent.

A total of 61 patients undergoing initial trials of
hydroxychloroquine, tetracyclines, methotrexate,
and/or TNFi for CS were identified. Of these,
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Evaluation of cutaneous wound healing effect of associated zinc oxide
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de nanoparticulas de estrégeno (EN) e oxido de
zinco (ZnON) em feridas cutineas de ratas ooforectomizadas. O ensaio animal foi realizado
com 90 ratas Wistar divididas igualmente em 6 grupos: controle ooforectomizado (CO),
grupo tratado com nanoparticulas sem o farmaco (PCLN), grupos tratados com ZnOC 2.5
+ EC 0.06; ZnON 2.5 + EN 0.06; ZnOC 5.0 + EC 0.12 and ZnON 5.0 + EN 0.12. Foi
realizada analise da retracdo da lesdo, parametros hematologicos, quantificacdo de
infiltrado inflamatorio e fibras colageno tipo [ ¢ I11. Nao foi possivel observar diferenga
estatistica na taxa de retragio da lesdo, no entanto a andlise hematologica de linfocitos e
neutrofilos apresentou baixo efeito sistémico nos grupos tratados com as nanoparticulas
associadas. A gquantificagiio de células inflamatdrias mostrou que houve uma melhor
madulagio da inflamagio no grupo tratado com ZnON 5.0 + EN 0.12. Esses resultados
mostraram quée o tratamento topico com a associagdo de nanoparticulas de estrdgeno ¢

Brazilian lournal of Development, Curitiba, v.7, n.3, p. 32382-32393 mar 2021
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ANEXO A —. PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

- POL -

PRO-REI:FORIA DE PESQUISAE POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Titulo - Projeto de resquisa “Desenvolvimento, Caracterizacao e avaliacao da atividade
cicatrizante de sistema de liberacao nanoparticulados contendo 1 7-Beta estradiol e

Oxido de zinpn o sclicitacdo de 1'so de animais’
INteressadc. Frof. Or. Leandro Lipinski (DEMED. leandrolipinski vahoo.com.br)

Nata A Cus
datade E

Prezado Professor Leandro

En ' & ulinzacao de animais no profocolo de pescuisa sob sSua responsabilidade. z
CEUA Helihara;: PEE apiovagdo da utliizacao de 275 (dlzenios e vinte e cinco) ratos
wistar fémeas cony PES0 aproximado de 250 g

Fonla Grossa, 22 de junho de 2015
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