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RESUMO

H4 no mercado uma grande demanda por cosméticos rejuvenescedores e do uso de
substancias injetaveis bioestimuladoras de colageno para gerenciamento dos sinais do
envelhecimento. A Hidroxiapatita de Calcio (CaHA) é um mineral natural dos dentes e
ossos humanos, utilizada de maneira injetavel para tratamento de rugas e estimulo de
producdo de coldgeno. Seu uso em regides de risco e de maneira erronea pode gerar
complica¢des como necrose tecidual, cegueira e acidente vascular cerebral. Este estudo
tem como objetivo desenvolver uma formulagdo cosmética de aplicagdo topica da CaHA
e avaliar a iontoforese e o microagulhamento como promotores de sua permeagdo. Para
tal, CaHA adquirida do fornecedor com tamanho de ~10 um (Commercial CaHA) foram
dissolvidas e submetidas a secagem utilizando dois equipamentos/processos distintos: (i)
Nanospray Dryer e (ii) Spray Dryer. Particulas foram produzidas utilizando ou ndo a
lactose como antiagregante. As nanoparticulas obtidas a partir do Nanospray Dryer (Nano
CaHA, Nano CaHA Lac Mix e Nano CaHA Lac), apresentaram tamanho 829,45 + 27,08
nm, 504,07 + 0,25 nm e 566,13 £+ 39,79 nm, e indice de polidispersdo (PdI) 0,6 = 0,06,
0,3+0,11¢0,1 £0,04, respectivamente, e a microparticula obtida a partir do Spray Dryer
(Micro CaHA) apresentou tamanho 2239,3 + 309,46 nm. A morfologia de todas as
particulas foi avaliada por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV). Realizou-
se a analise térmica das particulas, demonstrando a interagdo da lactose com a CaHA
durante o processo de secagem por ambos os métodos. Foram realizados ensaios
preliminares para avaliar o efeito sobre a proliferacdo celular, fragmentacdo de DNA e
expressdao génica de Col 1, Col 4 e Col 6, IL-10 e INF-y em culturas de fibroblastos
humanos, apontando que as particulas nanométricas aumentam a divisdo celular e
expressdo génica de genes relacionados a inflamag¢do e producdo de colageno em
fibroblastos humanos. Selecionou-se entdo a particula de melhor desempenho, Nano
CaHA Lac, para prosseguimento dos estudos. Avaliou-se a expressao génica de Col 1,
Col 3, IL-4, IL-13 e TGF-B em co-cultura de fibroblastos humanos e PBMC, além da
producdo de Col 1 em fibroblastos humanos, em comparagdo a apresentagdo comercial
injetavel Radiesse®, apontando uma maior a¢do da particula obtida neste estudo. Tais
estudos incluiram como controle células ndo tratadas com as particulas obtidas. Avaliou-
se o potencial irritativo de suspensdo de Nano CaHA Lac 1% pelo método de HET-CAM,
classificando-a como ndo irritante. Um método bioanalitico utilizando espectrometria de

absorcao atdmica de chama (FAAS) foi desenvolvido e validado para quantificar calcio



(Ca) apds ensaios de permeacao in vitro e realizou-se a histologia da pele de orelha de
porco danificada apds o uso do microagulhamento. Por fim, avaliou-se a permeagao de
Nano CaHA Lac de forma passiva, ap6s microagulhamento e com iontoforese,
demonstrando penetragdo de 90,5 + 38,9 ug/cm?, 1594 + 39,2 ug/cm?e 92,9 + 254
ug/cm? nas camadas da pele. A partir deste estudo foi possivel inferir que as suspensdes
de Nano CaHA Lac sdo adequadas para aplicagao topica de CaHA, pois sdo seguras e
capazes de estimular significativamente a penetracdo de CaHA para as camadas mais
profundas da pele, sendo que tal penetracdo ¢ significativamente aumentada em pele pré-
tratada com microagulhamento. Assim, a combinac¢do do uso da formulagdo desenvolvida

a técnica de microagulhamento pode beneficiar o tratamento topico de flacidez cutanea.

Palavras-chaves: Hidroxiapatita de calcio; Colageno; Nanoparticula; Microparticula.



ABSTRACT

There is a great demand on the market for rejuvenating cosmetics and the use of injectable
collagen biostimulating substances to manage the signs of aging. Calcium Hydroxyapatite
(CaHA) is a natural mineral from human teeth and bones, used injectably to treat wrinkles
and stimulate collagen production. Its use in regions at risk and incorrectly can lead to
complications such as tissue necrosis, blindness and stroke. This study aims to develop a
cosmetic formulation for topical application of CaHA and evaluate iontophoresis and
microneedling as promoters of its permeation. To this end, CaHA acquired from the
supplier with a size of ~10 pm (Commercial CaHA) were dissolved and subjected to
drying using two different equipment/processes: (i) Nanospray Dryer and (ii) Spray
Dryer. Particles were produced using or not using lactose as an anti-aggregant. The
nanoparticles obtained from the Nanospray Dryer (Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix
and Nano CaHA Lac) were 829.45 + 27.08 nm, 504.07 £+ 0.25 nm and 566.13 £ 39.79
nm. , and polydispersity index (PdI) 0.6 + 0.06, 0.3 = 0.11 and 0.1 £ 0.04, respectively,
and the microparticle obtained from the Spray Dryer (Micro CaHA) presented size 2239
.3 £ 309.46 nm. The morphology of all particles was evaluated using scanning electron
microscopy (SEM). Thermal analysis of the particles was carried out, demonstrating the
interaction of lactose with CaHA during the drying process using both methods.
Preliminary assays were carried out to evaluate the effect on cell proliferation, DNA
fragmentation and gene expression of Col 1, Col 4 and Col 6, IL-10 and INF-y in human
fibroblast cultures, indicating that the nanometric particles increase division cellular and
gene expression of genes related to inflammation and collagen production in human
fibroblasts. The particle with the best performance, Nano CaHA Lac, was then selected
for further studies. Gene expression of Col 1, Col 3, IL-4, IL-13 and TGF-[3 was evaluated
in co-culture of human fibroblasts and PBMC, in addition to the production of Col 1 in
human fibroblasts, in comparison to injectable commercial presentation Radiesse®,
pointing to a greater action of the particle obtained in this study. Such studies included
cells not treated with the obtained particles as controls. The irritant potential of Nano
CaHA Lac 1% suspension was evaluated using the HET-CAM method, classifying it as
non-irritating. A bioanalytical method using flame atomic absorption spectrometry
(FAAS) was developed and validated to quantify calcium (Ca) after in vitro permeation
assays and histology of damaged pig ear skin was performed after the use of

microneedling. Finally, the permeation of Nano CaHA Lac was evaluated passively, after



microneedling and with iontophoresis, demonstrating penetration of 90.5 £+ 38.9 pug/cm?2,
159.4 £39.2 pg/cm2 and 92 .9 + 25.4 pg/cm?2 in the skin layers. From this study it was
possible to infer that Nano CaHA Lac suspensions are suitable for topical application of
CaHA, as they are safe and capable of significantly stimulating the penetration of CaHA
into the deeper layers of the skin, with such penetration being significantly increased in
skin pre-treated with microneedling. Thus, the combination of the use of the developed
formulation and the microneedling technique can benefit the topical treatment of sagging

skin.

Keywords: Calcium hydroxyapatite; Collagen; nanoparticle; Microparticle.
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TH2 — T helper 2

UV — Ultravioleta
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento ¢ causado por fatores intrinsecos, por meio da perda de fungdes
celulares provenientes da passagem natural do tempo, e por fatores extrinsecos,
principalmente a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV). O fotoenvelhecimento cutaneo
apresenta caracteristicas bem definidas, como perda de elasticidade, manchas, afinamento
da epiderme, telangectasias e rugas. A exposi¢do da pele humana a radiagdo UV aumenta
os niveis de metaloproteinases da matriz (MMP), enzimas que degradam as fibras de
coldgeno e outros componentes da matriz extracelular da derme. H4 um declinio de
aproximadamente 1% ao ano de fibras de coldgeno na pele com o envelhecimento
(GANCEVICIENE et al., 2012; QUAN et al., 2013).

Ha no mercado uma grande demanda sobre cosméticos com func¢do de diminuir
as caracteristicas do fotoenvelhecimento, os cosméticos antienvelhecimento. Os
componentes estruturais da derme, coldgeno, elastina e glicosaminoglicanos, sdo os
principais alvos de pesquisas e estratégias desses produtos (GANCEVICIENE et al.,
2012).

Os retinoides, como retinol e a tretinoina, induzem a producdo de colageno e
reduzem a expressdo das MMP, sendo assim os principais ativos utilizados nos
cosméticos antienvelhecimento. Porém esses ativos apresentam efeitos adversos como
xerose, descamagdo, dermatite, sensacao de ardéncia e queimacao, prurido e sensibilidade
a luz. O maior problema do ponto de vista clinico ¢ a teratogenicidade do tratamento com
retinoides, pois eles atravessam a barreira placentdria e sdo secretados no leite. Além
disso, sdo dificeis de serem formulados devido a sua fotossensibilidade. Essas
caracteristicas abrem precedentes para a pesquisa de novos ativos indutores de colageno
para uso tépico (MUKHERIJEE et al., 2006; MAIO, 2011).

Além do uso de cosméticos topicos, a procura por procedimentos estéticos
injetaveis ¢ crescente na populacdo mundial. A American Society of Plastic Surgery
(ASPS) demonstrou um aumento de 174% na procura por procedimentos estéticos
minimamente invasivos na ultima década, como toxina botulinica, preenchedores, lasares
e bioestimuladores de coldgeno (ASPS, 2020). Porém, apesar dos beneficios desse tipo
de procedimento, héd a possibilidade de ocorréncia de efeitos adversos como infecgdes,
oclusdo vascular e reagdes de hipersensibilidade, além de nddulos e granulomas

(KADOUCH, 2017). Apesar da incidéncia de complicagdes ser baixa e a maioria dos



eventos adversos serem leves, o aumento no nimero de procedimentos produziu o
aumento concomitante no numero de complicagdes. As complicacdes graves sdo raras,
embora provavelmente subnotificadas (URDIALES-GALVEZ et al., 2018).

A Hidroxiapatita de Calcio (CaHA) ¢ um mineral encontrado nos dentes e 0ssos
humanos utilizada de maneira injetavel para tratamento de rugas e estimulo de produg¢ao
de colageno. Por estar presente no corpo humano nao apresenta toxicidade ao organismo,
sendo assim biocompativel (CHAO et al., 2018; DE ALMEIDA et al., 2019). Pesquisas
com CaHA em formulagdes topicas vem sendo desenvolvidas para seu uso em filtros
solares, afim de substituir outros minerais como Zinco, Magnésio e Ferro (TEIXEIRA et
al., 2017). Assim, torna-se um potencial alvo de estudo e hd o interesse em avaliar o

potencial indutor de producdo de colageno do uso da CaHA de maneira topica.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver uma formulagdo cosmética de aplicagdo topica contendo
Hidroxiapatita de Célcio para indu¢do da produgdo de colageno e avaliar a iontoforese e

o microagulhamento como metodologias de promog¢ao da permeagado do ativo.

2.2. Objetivos especificos

e Diminuir o tamanho das particulas de hidroxiapatita de célcio obtidas
comercialmente;

e Realizar estudos in vitro para avaliar a agdo das nanoparticulas de hidroxiapatita de
calcio em fibroblastos e PBMC;

e Desenvolver e validar método de quantificag@o analitica;

e Avaliar a permeagao passiva do ativo;

e Avaliar a permeacdo com aplicagdo de iontoforese e microagulhamento;

e Auvaliar a irritabilidade cutanea da formulagao.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Envelhecimento cutaneo



A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a cerca de 15% do total
do peso corporal de um adulto e possui uma area de superficie de aproximadamente 2 m?.
Possui como principais func¢des a regulagao da temperatura e quantidade de dgua corporal,
auxiliar o funcionamento do sistema nervoso e proteger o organismo contra injurias,
microorganismos, substancias externas e radiacdes presentes no ambiente, como a
radiagdo UV (DABROWSKA et al., 2016; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013).

E formada por trés camadas distintas (Figura 1): epiderme, derme e hipoderme. A
hipoderme ¢ a camada mais interna da pele, situando-se abaixo da derme e acima do
tecido muscular. E composta por adipdcitos e se conecta a derme por meio de fibras de
colageno e elastina. Apresenta como func¢do o isolamento térmico e reserva de energia,
sendo responsavel por armazenar 80% da gordura corporal (KHAVKIN; ELLIS, 2011;
LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013)

Figura 1. As trés camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme.

Epiderme —[;

Derme

Hipoderme

Fonte: Adaptado de KHAVKIN, ELLIS, 2011.

A derme ¢ subdividida em derme papilar e reticular, estando localizada logo
abaixo da epiderme e tendo como fungdo a sua sustentacdo e nutricdo. Essa camada ¢
composta por fibras de coldgeno e elastina, assim como por fibroblastos, mastocitos,
células dendriticas vasos sanguineos, nervos, foliculos pilosos, glandulas sebaceas,
musculo eretor de pelo e glandulas sudoriparas. A epiderme ¢ a primeira camada da pele
e ¢ subdividida em 4 camadas: basal, espinhosa, granulosa e cornea (KHAVKIN; ELLIS,
2011; LAI-CHEONG, MACGRATH, 2013).

O envelhecimento cutineo ¢ resultado da acdo de fatores individuais e genéticos

e também de fatores ambientais e comportamentais, sendo subdividido em



envelhecimento intrinseco e envelhecimento extrinseco respectivamente. O
envelhecimento intrinseco € cronoldgico e acompanha processos naturais de degeneragao,
ocorrendo também em outros 6rgdos. Com ele as células passam a ter sua capacidade de
renovagdo diminuida (MAIO, 2011; KHAVKIN; ELLIS, 2011; SALVADOR;
CECHINEL-ZANCHETT, 2020). J4 o envelhecimento extrinseco esta ligado a fatores
externos ao organismo, como por exemplo a exposi¢do solar, sendo conhecido como
fotoenvelhecimento, o consumo excessivo de bebidas alcodlicas, estimulando a geragao
de radicais livres e gerando estresse oxidativo, e uma alimentagdo rica em carboidratos,
capaz de induzir a glicacdo, uma reagdo ndo enzimatica, que ocorre entre a glicose e as
proteinas, gerando os produtos finais da glicagao avan¢a (AGEs) (BERTUCCELLI et al.,
2016; JENKINS et al., 2014; LATREILLE et al., 2013). Durante o processo de
envelhecimento, observamos perda de volume subcutineo, reabsor¢do Ossea, flacidez
cutdnea, frouxiddo ligamentar e alteragdes gravitacionais (BORBA; MATAYOSHI,
2018).

Os fibroblastos sdo células presentes na derme responsaveis pela sintese de
coldgeno. A proliferagdo, diferenciacdo e sintese anormal dos fibroblastos acarretam em
mudangas estruturais e funcionais da pele, sendo sua disfuncdo uma das marcas do
envelhecimento. Com o envelhecimento cutaneo ha uma diminui¢do significativa na
producdo de colageno tipo I e piora da capacidade migratéria dos fibroblastos. O colageno
tipo I € responsavel pela resisténcia ao estresse e tragcao da pele. A reducgdo da sua sintese
¢ um dos fatores responsaveis pelo envelhecimento cutaneo. Além disso, o
fotoenvelhecimento cutdneo aumenta os niveis de MMPs, enzimas que degradam as
fibras de coldgeno, e reduz a producdo de coldgeno tipo I. Esse desequilibrio na
homeostase do colageno resulta em fibroblastos com fungdes alteradas e consequéncias

na estrutura da pele, como a flacidez tissular (QUAN et al., 2013).

3.2. Hidroxiapatita de Calcio

A Hidroxiapatita de Calcio (CaHA) ¢ um fosfato de célcio hidratado do grupo
mineral dos fosfatos e possui formula quimica Ca,y(P0,)s(OH),, com relagdo Ca/P de
1,67. E uma apatita constituinte dos ossos e dentes humanos. Apatita ¢ uma definicdo
estrutural e ndo de composigdo, sendo sua formula genérica M;((Z0,)¢(X), (FIUME et
al.,2021). Sua estrutura cristalina é mostrada na figura 2. E umas das principais cerAmicas

usadas em aplicagdes clinicas visando a regeneracdo Ossea e dentaria devido a sua



excelente biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e similaridade com a composi¢ao

quimica da fase mineral dos tecidos calcificados (KUMTA et al., 2005a).

Figura 2. Estrutura cristalina da hidroxiapatita de célcio.

Fonte: FIUME et al., 2021

Esse composto ¢ utilizado no tratamento dos aspectos do envelhecimento em
procedimentos de rejuvenescimento ndo cirrgico, de maneira injetavel. E um produto
que promove volumizacdo, decorrente do gel de carboximetilcelulose no qual as
microesferas da CaHA estdo inseridas, e bioestimulagdo de coldgeno como a¢do primaria.
Apos a inje¢ao do material, o gel de carboximetilcelulose ¢ degradado e as particulas de
CaHA atuam estimulando a neocolagénese. Atualmente, esse material ¢ diluido em soro
fisiologico para que haja dispersdo das microesferas de CaHA e o material apresente
apenas a funcdo de estimulac¢do de produ¢do de colageno. Com essa aplicagdo, observa-
se a producdo de colageno do tipo I e do tipo III. H4 uma melhora na proliferacao de
fibroblastos e sua fun¢do de contragdo, tratando assim rugas da pele fotoenvelhecida (DE

ALMEIDA et al., 2019).

3.2.1. Mecanismo de agao

Ap0s a injecao de Hidroxiapatita de Calcio (CaHA) na derme, inicia-se o processo
inflamatorio inicial. H4 uma reagdo de corpo estranho. Os mondcitos sdo transformados
em macrofagos e migram para o local através de dois processos: pela absor¢dao de
proteinas da superficie do corpo estranho e adesdo dos macrofagos e pela acdo das 1L-4
e IL-13, produzidos pelos linfécitos tipo TH2. Ocorre a proliferagdo de fibroblastos ao

redor das particulas de CaHA. Os fibroblastos secretam fatores de crescimento,



estimulam a migracdo de células proliferativas e inflamatdrias para a regido e mediam a
producdo de coladgeno e matriz extracelular. Na fase proliferativa, tecidos de granulagcao
sdo formados ao redor das particulas de CaHA. O tecido de granulagdo ¢ formado por
novos vasos sanguineos, fibroblastos, células inflamatorias, células endoteliais,
miofibroblastos e componentes provisorios da matriz extracelular. Novos tecidos sdo
formados ao redor dos macréfagos e CaHA, compostos por novo coldgeno produzido
pelos fibroblastos, glicosaminoglicanos, fibras reticulares e elasticas, e glicoproteinas. O
coldgeno do tipo III ¢ formado ao redor das particulas de CaHA e decaem com a
degradacdo da CaHA, sendo substituido pelo coldgeno do tipo I. Nao ¢ possivel ocorre a
calcifica¢do e nem a osteogéneses apos a aplicagdo de CaHA na derme por ndo existirem
células progenitoras de osteogénese em tecidos moles (KIM, 2019; VAN LOGHEM;
YUTSKOVSKAYA; WERSCHLER, 2015).

De maneira geral, aproximadamente apos 9 a 12 meses da inje¢do, as particulas
de hidroxiapatita de célcio sdo degradadas em calcio e fosfato e eliminadas pelo sistema
renal (DE ALMEIDA et al., 2019a). Porém, ¢ possivel observar em alguns casos
particulas residuais de CaHA mesmo ap6s 12 meses da inje¢do inicial (VAN LOGHEM,;
YUTSKOVSKAYA; WERSCHLER, 2015). Uma semana apds a injecao, os fibroblastos
comegam a envolver os cristais de CaHA. Seis meses apos, as microesferas apresentam
variagdo de tamanho devido ao rompimento em resposta a acdo do tecido conjuntivo
fibroso e estdo completamente circundadas por esse tecido. Os cristais de CAHA sao
completamente absorvidos pelos macrofagos apos 24 meses da injegdo (LORENC et al.,
2018). O uso da CAHA aumenta a producao de colageno tipo I e elastina ap6s 7 meses
da injecdo, mesmo quando hiperdiluida. Além disso, aumenta a forg¢a de contra¢do dos

fibroblastos (DE ALMEIDA et al., 2019b).

3.2.2. Complicagodes

Apesar da CaHA ser um material biocompativel com o corpo humano, seu uso
injetavel para fins estéticos de rejuvenescimento, preenchimento e estimulo de coldgeno
pode acarretar em algumas intercorréncias e complicacdes. As complicacdes mais
comuns s3o relacionadas ao trauma causado pela injecdo do material, como inchago,
hematoma, eritema, dor e coceira. Sdo definidas como reagdes de injecao local e que
resolvem espontaneamente em um curto periodo de tempo (KADOUCH, 2017).

Os efeitos adversos ou complicagdes reais, podem ser subdivididas em

complicacdes imediatas, até¢ duas semanas ap0s a aplicacdo, e complicacdes tardias, apds



duas semanas de aplicacdo. Comprometimento vascular, assimetrias, aplicacdes
superficiais e nddulos sdo exemplos de complicacdes imediatas. J4 os granulomas,
infec¢cdes com biofilmes e migracdo do material s3o consideradas complicagdes tardias.
As complica¢des imediatas ndo estdo relacionadas ao biomaterial em sim, mas
principalmente a erros de aplicacdo inerentes a procedimentos injetaveis, sendo as
principais o comprometimento vascular e a formacao de noédulos (KADOUCH, 2017,
KASSIR et al., 2020; SHI et al., 2016).

O comprometimento vascular pode ocorrer quando o produto ¢ indevidamente
injetado no interior de uma artéria, ou muitas vezes devido ao grande volume de produto
utilizado, causando uma compressdo vascular. Essa compressdo impede a circulagdo
sanguinea local e compromete a oxigenagdo tecidual, originando uma isquemia com
subsequente necrose. Quando ndo solucionada, a isquemia evolui para a formacdo do
levedo reticular na pele, acompanhado por retorno capilar lento. Dependendo da extensao
da lesdo pode levar a necrose de tecido sobrejacente (BRAZ; SAKUMA, 2017;
KADOUCH, 2017; SHI et al., 2016). Assim que identificado o comprometimento
vascular, a aplicacdo de hialuronidase, em altas doses, deve ser realizada para minimizar
os maleficios causados pela diminui¢do da oxigenacao tecidual (VAN LOGHEM et al.,
2020).

Os ndédulos podem ser causados por aplicagdes superficiais do material e erros na
técnica de aplicagdo, sendo classificados como nddulos recentes. Ja os nodulos tardios
surgem por acumulo e/ou agregacdo das particulas por deslocamento. A aplicacdo de
injecdes de agua estéril e de corticoesterdides interlesional pode ser uma opgao para

tratamento desses nodulos (KADOUCH, 2017)

Figura 3. Necrose tecidual, inflamagdo difusa e fibrose exsudato apds 11 dias de
aplicagdo de CaHA, com agulha.



Fonte: TRACY etal., 2014.

3.3. Permeagdo cutanea

A pele humana funciona como uma barreira semipermeavel capaz de regular a
entrada de substancias no organismo. Ela ¢ utilizada como via de administracdo de
medicamentos ¢ cosméticos, visando tanto uma agao local devido a retengdo dos farmacos
nas suas camadas (epiderme, derme e hipoderme), como uma acao sistémica, servindo
como via transdérmica (OH et al., 2019).

A permeacdo e penetracdo passiva de ativos depende das caracteristicas do
farmaco, se restringindo a poucas moléculas, que devem ser capazes de atingir o efeito
terapéutico em baixas concentracdes, serem pequenas e ligeiramente lipofilicas
(GRATIERI et al, 2008). O estrato corneo ¢ a camada mais externa da epiderme e a
primeira barreira contra a permeagdo, conferindo resisténcia e impermeabilidade.
Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do ativo, a substincia pode ter sua
penetracdo impedida ou permear a epiderme por meio de trés vias de penetracdo: via
intracelular, onde o farmaco ira se difundir em torno dos corneocitos, ficando
regularmente no interior da matriz lipidica; via transcelular, onde o farmaco atravessa
inteiramente os corneocitos e a matriz lipidica extracelular; via anexos cutaneos, onde o
farmaco pode ser absorvido por meio dos foliculos pilosos, glandulas sebaceas e

glandulas sudoriparas (Figura 4) (SHAKER et al, 2019).

Figura 4. Vias de penetracdo através do estrato corneo: (A) via transcelular, (B) via
intercelular, e as vias anexos cutaneos: (C) foliculo piloso e glandula sebacea, (D)
glandula sudoripara.



Fonte: adaptado de (SHAKER et al., 2019a).

A utilizagdo da nanotecnologia e tecnologia farmacéutica para obtengdo de
particulas com tamanhos reduzidos, traz beneficios para a permeacdo passiva e
penetragdo passiva de ativos. Equipamentos e técnicas de secagem, como a técnica de
spray drying e de nanospray drying, sio amplamente utilizadas para tal fim.

A técnica de spray drying ocorre por meio de secagem por atomizacdo. Ela ¢é
utilizada em todas as grandes industrias, seja quimica, farmacéutica, biotecnologica e
alimenticia, desde a década de 1940. O processo de secagem por atomizagdo se dd em um
unico passo, através da transformag¢do de um liquido em soélido. Parte-se de uma
dissolugdo, emulsificagdo ou dispersdo de uma dada substincia em agua ou solvente
organico. Entdo o material ¢ atomizado na cdmara de secagem, onde o ar de secagem
aquecido auxilia a evaporacdo da dgua ou solvente organico. Produz-se entdo particulas
micrométricas s6lidas secas, que sao separadas do gas e coletadas pela utilizagao de forgas
centrifugas com um ciclone (Figura 5A) (BUCHLI, 2023; STROJEWSKI; KRUPA, 2022).

Esta técnica pode ser utilizada tanto para reducdo de tamanho de particula como
para o encapsulamento de algumas substancias. Possui como principais vantagens ser um
processo de etapa unica, simples e com baixo custo, além de ser rapido e passivel da sua
utilizagdo em escala industrial. O processo de secagem de maneira rapida evita a
degradacdo do ativo em questdo e dos materiais encapsulados, permitindo a conservagao
de suas propriedades apds o processo de formagdo das particulas (SILVA et al., 2003;
SOSNIK; SEREMETA, 2015).

Porém, os equipamentos convencionais de spray drying ndo possibilitam a

produgdo de particulas de tamanho nanométrico. Os atomizadores comuns sao incapazes
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de gerar minusculas goticulas para conversao em nanoparticulas. Além disso, o fluxo de
gés dentro da camara de secagem ndo pode ser tdo alto para a coleta eficaz das
nanoparticulas secas. Para tal, é necessaria a utilizacdo de equipamento especificos de
nanospray drying (ASSADPOUR; MAHDI JAFARI, 2019).

A técnica de nanospray drying permite a obtengdo de nanoparticulas, com
morfologia e distribuicdo de tamanho de particula adequadas, podendo ser utilizada tanto
para nanoencapsulagdo de ativos, como apenas para sua redugdo de tamanho a escala
nanométrica. Além disso, possibilita sua mudanca estrutural, proporcionando a transi¢ao
de uma substancia cristalina para sua fase amorfa (STROJEWSKI; KRUPA, 2022) Trata-
se de um processo de secagem por pulverizacdo dividido em trés etapas que necessitam
ser realizadas em sequéncia. Primeiramente, ha o estabelecimento de um circuito de gas
de secagem para formar o fluxo de gas que acompanha o liquido pulverizado. Em seguida
inicia-se o processo de formagcio de particulas e por Giltimo realiza-se sua coleta (BUCHI,
2017).

A secagem por pulverizagdo ocorre dentro de um cilindro de secagem. As
microgotas do material da amostra sdo ejetadas pelo nebulizador, com precisdo, no
cilindro de pulverizagdo em um fluxo de gids de secagem quente pré-estabelecido,
permitindo sua secagem em particulas solidas. O eletrodo coletor entdo recupera as
particulas secas usando um campo elétrico gerado entre o eletrodo coletor e o eletrodo
aterrado. O eletrodo aterrado desvia as particulas e o eletrodo coletor as atrai, permitindo
que as particulas s6lidas secas se acumulem no seu interior para posterior coleta. Por fim,
o gas de exaustdo sai do secador por spray através do filtro de saida, que retém as

particulas livres do gis (Figura 5B) (BUCHI, 2017).

Figura 5. Esquema comparativo dos equipamentos de spray dryer (A) e nanospray
dryer (B).
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Fonte: adaptado de (STROJEWSKI; KRUPA, 2022)

Além da produgao de particulas de tamanho reduzido, o uso de algumas técnicas
facilita a permeagdo cutanea de ativos. A iontoforese ¢ uma técnica ndo-invasiva, na qual
hé a aplicacdo de uma corrente elétrica de fraca intensidade a fim de facilitar e controlar
a penetragdo de diversos fArmacos, carregados ou nio, através de membranas bioldgicas.
Uma fonte de energia ou bateria gera corrente elétrica de baixa intensidade, que ¢
distribuida com o auxilio de eletrodos positivo e negativo por meio de uma solugdo
eletrolitica para a pele e corrente sanguinea. Para otimizar o transporte iontoforético ¢
necessario adequar dispositivos iontoforéticos e formulagdes compativeis com eles, isto
porque o transporte de ions ¢ dependente de varios fatores relacionados ao dispositivo
iontoforético e a formulagdo utilizada. Sendo assim, o fluxo iontoforético de um farmaco
pode ser aumentado através da alteragdo de fatores elétricos, como a densidade e a
natureza da corrente e o tipo de eletrodo utilizado. Na formulagao podem ser modificados
a concentracdo do farmaco, a concentracdo de outros ions, o pH e a forca idnica
(GRATIERI et al., 2008; MATOS et al., 2017).

Com o uso da iontoforese o estrato corneo deixa de ser a principal barreira de
penetracdo de moléculas, que passam a utilizar vias alternativas de baixa resisténcia,

como os foliculos pilosos e glandulas sudoriporas, ampliando o uso de outros ativos em

Cabeca de
Pulverizacao
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formulagdes topicas. As formula¢des devem ser sempre hidrofilicas, sendo assim capazes
de conduzir a corrente elétrica (GRATIERI et al., 2008).

Outra forma de facilitar a permeagao de diversos farmacos € por meio da utilizagao
da técnica de microagulhamento. A aplicacdo de microagulhas permite a permeagdo de
moléculas de alto peso molecular de maneira minimamente invasiva e segura pela pele,
direcionando e controlando a liberagdo do firmaco para o sitio de acdo desejado por
longos periodos. Utiliza-se diversos tipos de microagulhas, entre elas as microagulhas
solidas. Elas sdo utilizadas visando criar microporos no estrato cérneo e na epiderme
viavel, facilitando a liberacdo e permeacdo de farmacos (REIS et al, 2014). O
microagulhamento, isolado ou em conjunto com outros promotores de permeacao,
aumenta consideravelmente a permeacao de moléculas tanto em experimentos in vitro, in
vivo e ex vivo (TUAN-MAHMOOD et al., 2013).

Desse modo, a aplicagdo de iontoforese e microagulhamento juntamente com as
formulagdes desenvolvidas contendo CaHA proporcionaria um aumento da permeagao
desse ativo, facilitando sua agdo no estimulo a produ¢do de colageno apos aplicagdo

topica.
4. MATERIAL

A Hidroxiapatita de calcio de 10 um comercial foi adquirida na Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). A lactose, o amido e o acido acético utilizados para produgao das
microparticulas e nanoparticulas foram adquiridas pela Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda (S3o Paulo, Brasil) e Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O
padrdo de célcio para ICP foi adquirido na Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O
acido nitrico, acido sulfurico, acido cloridrico, peroxido de hidrogénio foram adquiridos
pela Dinamica Quimica Contemporanea Ltda (Sao Paulo, Brasil). Os filtros pré-limpos,
de diametro 25 mm e poro 0,45 pm hidrofilicos foram comprados da Analitica (Sao Paulo,
Brasil). Todas as anélises foram realizadas com agua ultrapura (Millipore, Franca).

Para os testes in vitro com fibroblastos humanos e queratindcitos (HaCat), o MTT
(brometo de 3-(4,5dimetil-2- tiazolil-2)-2,5-difenil-tetrazdlio) foi obtido de Sigma
Chemicals (Co. St. Louis, EUA). O meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), o
soro fetal bovino, o trizol e o azul de tripan foram obtidos da Gibco (Estados Unidos). A
Penicilina/estreptomicina foram obtidos pelo Invitrogen (Grand Island, NY, EUA). O
tampao fosfato (PBS) e a tripsina na Sigma-Aldrich (Alemanha). O etanol foi adquirido

na Dindmica Quimica Contemporanea Ltda (Sao Paulo, Brasil). O iodeto de propidio 20
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ng/mL foi adquirido na Probes, Thermo Fisher (EUA). O alcool isopropilico foi adquirido
na Merck (Alemanha).

Para as andlises de expressdo génica, o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription, o Oligo dT (12-18) primer, a RNAse e os inibidores de Rnase (Rnase OUT)
foram adquiridos na Invitrogen (EUA). Os reagentes padronizados para PCR em tempo
real (SYBR™ GoTaq MasterMix) foram adquiridos na Promega Corporation (EUA).

Para estudos histolégicos, alcool absoluto, corantes eosina e hematoxilina da Bio
Express (Sao Paulo, Brasil), formaldeido da Dindmica Quimica Contemporanea Ltda
(Sao Paulo, Brasil), parafina da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e xilol da Sigma-Aldrich

(Steinheim, Alemanha).

5. METODOLOGIA

5.1. Obtengao de nanoparticula e microparticula

Para a obtengcdo das nanoparticulas e microparticulas, utilizou-se solugdes
contendo 0,25% de CaHA (Commercial CaHA), de diametro hidrodindmico 10 pm,
solubilizada em agua acidificada com 4acido acético (pH 3). As formulagdes foram
testadas apenas com Commercial CaHA e com aerosil, sacarose, amido e lactose

monohidratada 10% (m.m).

Tabela 1. Siglas adotadas para as particulas obtidas e sua forma de obtengao

Sigla Correspondéncia

Commercial CaHA Hidroxiapatita de calcio comercial de

10 um de didmetro hidrodindmico

Nano CaHA Hidroxiapatita de calcio obtida pela técnica de nanospray
drying
Nano CaHA Lac Mix Hidroxiapatita de calcio obtida pela técnica de nanospray

drying adicionada de lactose posteriormente a secagem

Nano CaHA Lac Hidroxiapatita de calcio adicionada de lactose,
pulverizadas e secas em conjunto pela técnica de nanospray
drying
Micro CaHA Hidroxiapatita de célcio adicionada de lactose, atomizadas

e secas em conjunto pela técnica de spray drying




14

5.1.1. Nanospray drying

As nanoparticulas foram produzidas pela técnica de secagem por pulverizagao por
nanospray drying. Para tal, utilizou-se solu¢des contendo 0,25% de Commercial CaHA,
de diametro hidrodindmico 10 um, solubilizada em agua acidificada (pH 3), com ou sem
adi¢do de lactose ou amido previamente a secagem. Utilizou-se o Nanospray Dryer B-90
(Buchi Laborthechnik, Essen, Alemanha) operando em modo aberto, com os seguintes
parametros: malha de pulveriza¢do = 4 um; pump = 20%; spray = 70%; temperatura =

110°C, baseando-se no ponto de evaporagdo da agua.

5.1.2. Spray drying

As microparticulas foram produzidas pela técnica de atomizagdo e secagem por
spray drying. Para tal, utilizou-se solu¢des contendo 0,25% de Commercial CaHA, de
didmetro hidrodindmico 10 pm, solubilizada em agua acidificada (pH 3), com adicdo de
lactose previamente a secagem. Utilizou-se o Spray Dryer modelo MSD 0.5 L (Labmagq,
Brasil) com os seguintes parametros: fluxo = 0,35 L/h; fluxo do ar de secagem = 0,63

m3/min; temperatura de entrada = 110 °C; temperatura de saida = 70 °C.

5.2. Caracterizagao de nanoparticula e microparticula

Todas as particulas obtidas foram caracterizadas quanto a morfologia e as
nanoparticulas também tiveram seu tamanho hidrodinamico, indice de polidispersao (Pdl)

e potencial zeta mensurados.

5.2.1. Morfologia

A morfologia das nanoparticulas e microparticulas obtidas foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). As diferentes particulas foram colocadas em
um suporte composto por liga metdlica de cobre e zinco e revestidas com ouro,

previamente a andlise. A analise foi realizada no equipamento JSM-7001F (JEOL, Japao).

5.2.2. Tamanho, potencial zeta e Pdl

Todas as amostras foram dispersas em etanol na propor¢ao de 1:100, em etanol.

O potencial zeta de todas das particulas desenvolvidas foi analisado por meio da
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determina¢@o da mobilidade eletroforética das goticulas. O didmetro hidrodinamico e o
indice de polidispersao foram mensurados por meio do espalhamento de luz dindmico. A

andlise foi realizada pelo equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA).

5.3. Anaélise térmica

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi realizada pelo equipamento
DSC-60 (Shimadzu, Japao) a uma taxa de aquecimento de 20 °C/min de 25 a 200 °C,
utilizando amostras de 3 a 5 mg em pans de aluminio. Utilizou-se o equipamento DTG-
60H (Shimadzu, Japdo) para andlise termogravimétrica (TGA), a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min de 25 a 500 °C com a mesma quantidade de amostra da analise
anterior, em pans de platina. Todas as analises foram realizadas em atmosfera de

nitrogénio com fluxo de 50 mL/min.

5.4. Ensaios in vitro com fibroblastos humanos

Para ensaios de viabilidade celular, fragmentagdo de DNA e de expressao de genes
relacionados a sintese de colageno e processo inflamatorio, foram utilizadas culturas de
fibroblastos humanos de cultura primaria, adquiridas pelo protocolo aceita no comité de
ética em pesquisa namero 30175020.0.0000.5558.

As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Gibco, EUA), suplementado com 10% v.v. de soro bovino fetal (SBF)
(Gibco, EUA), além de 1 % v.v. de solucdo de penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL)
(Invitrogen, Grand Island, NY). As células foram mantidas em estufa a 5 % de CO,, 37
°C € 95 % de umidade.

5.4.1. Viabilidade celular em fibroblastos humanos por MTT

Para determinacdo da toxicidade e concentracdo de uso, realizou-se ensaio de
viabilidade celular em culturas de fibroblastos humanos através da analise da redu¢ao do
sal MTT em cristais de formazan pela a¢do de desidrogenases mitocondriais. 2 x 10*
células foram plaqueadas em pocos de placa de 96 pogos (TPP, EUA) e mantidas em meio
de cultura DMEM, suplementado com 10% v.v de SBF e 1% v.v. de solugdo de
penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL), em estufa a 5% de CO,, a 37°C e 95% de
umidade. Foram adicionadas Commercial CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix,
Nano CaHA Lac, Micro CaHA e Lactose em concentragoes de 0,25% a 0,0020%, diluidas
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a partir de uma solugdo estoque de 1% de suspensdo em agua destilada estéril, para
tratamento das células. O controle de 100% de viabilidade celular foi representado por
pocos de célula sem nenhum tratamento, incubadas apenas com DMEM. Os tratamentos
foram mantidos por dois tempos distintos: 24 e 48 horas. Cada grupo experimental foi
avaliado em triplicata. Em cada periodo de tratamento (24 e 48 horas) foram realizadas
duplicatas do ensaio de MTT.

Ap6s o periodo de incubagdo (24 e 48 horas) com o tratamento, o sobrenadante
de cada pogo foi removido, o poco foi lavado com PBS (tampao fosfato-salino) e
posteriormente foi adicionado 135 uL. de DMEM com 15uL de MTT na concentracdo de
5 mg/mL. As placas de cultura foram entdo incubadas por 2 horas protegidas da luz, a 37
°C (5 % de CO, e 95 % de umidade). Apods esse periodo, os cristais de formazan foram
solubilizados e homogeneizados com a adi¢ao de dimetilsulfoxido (DMSO) em volume
de 150 pL por pogo. Por conta da deposicao de particulas no fundo dos pogos da placa,
antes da leitura da absorbancia, 120uL da solugdo de cristais de formazan diluidos de cada
pogo foram transferidos para uma nova placa. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas (Bio-Tec PowerWave, HT, EUA) a 595 nm. A anélise foi realizada apds a
dedu¢do da densidade Optica obtida no branco (DMSO) e normalizacdo em relagdo ao

controle de 100% de viabilidade.

5.4.2. Viabilidade celular por integridade de membrana plasmatica

Para confirmacao da viabilidade celular na concentracdo escolhida, foi avaliada a
integridade da membrana plasmética pelo ensaio de azul de tripan. 1,2 x 10° células de
fibroblastos humanos foram plaqueadas em pogos de placa de 24 pocos (TPP, EUA) e
mantidas em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% v.v de SBF e 1% v.v. de
solucdo de penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL), em estufa a 5% de CO, , a 37°C e
95% de umidade. Foram adicionadas Commercial CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac
Mix, Nano CaHA Lac, Micro CaHA ¢ Lactose na concentragdo de 0,065%, diluidas a
partir de uma solugdo estoque de 1% de suspensdo em agua destilada estéril, para
tratamento das células. O controle de 100% de viabilidade celular foi representado por
pocos de célula incubadas com DMEM. Os tratamentos foram mantidos por 48 horas.
Cada grupo experimental foi avaliado em triplicata.

Apbs 48 horas de tratamento, as células foram colhidas por tripsinizagao,
centrifugadas e o pellet obtido foi ressuspenso em 100 uL. de DMEM. As células foram
entdo coradas com solucdo de azul de tripan a 0,4%, diluidas em PBS (Sigma, EUA). O
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numero de células totais foi determinado em camara de Neubauer, dividindo-se em
células coradas ou ndo coradas. Células ndo coradas foram consideradas células com

membrana intacta. Ja as células coradas de azul, com membranas plasmaticas danificadas.

5.4.3. Citometria de fluxo

Para realizagdo dos testes de analise morfologica, ciclo celular e fragmentacao de
DNA por citometria de fluxo, 1,2 x 10> células de fibroblastos humanos de cultura
primaria foram plaqueados em pocos de placa de 24 pocos (TPP, EUA) e mantidas em
meio de cultura DMEM, suplementado com 10% v.v de SBF e 1% v.v. de solugdo de
penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL), em estufa a 5% de CO, , a 37°C e 95% de
umidade. Foram adicionadas todas as particulas obtidas previamente, Commercial CaHA
e lactose na concentragdo de 0,065%, diluidas a partir de uma solucdo estoque de 1% de
suspensao em agua destilada estéril, para tratamento das células. O controle de 100% de
viabilidade celular foi representado por pogos de célula incubadas com DMEM. Os
tratamentos foram mantidos por 48 horas. Cada grupo experimental foi avaliado em
triplicata.

Ap6s o periodo de tratamento, as células foram ressuspensas em 1 mL de etanol
frio (70%) e armazenadas a - 20 °C por 24 horas. Ap6s o tempo de incubacgao, as células
foram lavadas duas vezes com PBS e adicionou-se 100 uL. de RNAse (50 pg/mL) por 30
min a 37 °C, protegidas da luz. Em seguida, foram adicionados 100 pL de iodeto de
propidio 20 pg/mL (Probes, Thermo Fisher, EUA), diluido em PBS, e as amostras foram
incubados por 30 min em temperatura ambiente, protegidas da luz. A morfologia,
fragmentacdo do DNA e o ciclo celular foram analisados por um citdémetro de fluxo (BD
FACS-VerseTM, EUA) usando o canal PI. Um total de 10.000 eventos foram coletados

por amostra.

5.4.4. Avaliagdo da expressdo génica preliminar

Para analise dos genes colageno 1 (COL 1), colageno 4 (COL 4), colageno 6 (COL
6), interleucina 10 (IL-10), interferon gama (INF-y) e do gene constitutivo Gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como controle, foi realizado apds as 48 horas de
tratamento dos fibroblastos humanos para o ensaio da avaliagdo do potencial indutor de
producdo de colageno da Commercial CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano
CaHA Lac e Lactose, o isolamento do RNA total das células de cada condicao utilizando-

se o reagente Trizol (Gibco) e seguindo-se as instru¢des do fabricante.
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O meio foi retirado dos pocos onde foram cultivadas as células e 1 mL de Trizol
adicionado. o Trizol foi adicionado a eppendorfs DNA-RNAse free de 1,5 mL apds
sucessivas pipetagens, afim de promover a lise das células. Em seguida, adicionou-se 200
pL de cloroférmio a cada tubo e realizou-se vigorosa agitacao. Os tubos foram encubados
a temperatura ambiente por 2 a 3 minutos e realizou-se centrifugag¢do por 15 minutos a 4
°C e 13000 rpm. A fase superior (aquosa) foi coletada e o RNA foi precipitado com adi¢do
de alcool isopropilico (Merck, Alemanha) por 10 minutos. Posteriormente uma nova
centrifugacao foi realizada a 4°C e 13000 rpm por 10 minutos. Realizou-se lavagem com
etanol 75% (Merck, Alemanha), seguida de centrifugacdo de 10 minutos a 4 °C e 7500
rpm. O RNA foi diluido em 4gua MilliQ autoclavada. A concentragdo do RNA foi
determinada pela leitura da absorbancia a 260/280 nm em equipamento Nanodrop
(Thermofisher, EUA). As propor¢des de absorbancia 260/280 e 260/230 foram realizadas
com o intuito de se avaliar a pureza das amostras. As amostras de RNA passaram por
reagdo de transcri¢ao utilizando-se o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.

A transcri¢do reversa do RNA total isolado foi realizada utilizando 1 pg de RNA
total de cada amostra, transcriptase reversa (Superscript III, Invitrogen, EUA) e Oligo dT
(12-18) primer (Invitrogen, EUA) em presenga de inibidores de Rnase (Rnase OUT,
Invitrogen, EUA) em um volume final de 20 pL, sendo a ordem e as etapas de incubagdo
realizadas de acordo com as recomendagdes de tempo e temperaturas do fabricante dos
reagentes. As amplificagdes por qPCR foram realizadas em duplicatas. As rea¢des foram
preparadas com reagentes padronizados para PCR em tempo real (SYBR™ GoTaq
MasterMix, Promega) adicionados dos conjuntos de primers especificos para cada gene.
As amplificacdes foram realizadas pelo equipamento QuantStudiol e os dados,
analisados pelo StepOne Software v2.3.

Todas as reacdes foram submetidas as mesmas condigdes de analise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para correcdo de flutuagdes
na leitura decorrentes de variagdes de volume e evaporagdo ao longo da reacdo. O
resultado, expresso em valor de CT, se refere ao niimero de ciclos de PCR necessarios
para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de detec¢do escolhido. Os resultados
individuais expressos em valores de CT foram transferidos para planilhas para realizagao

da andlise por 2-AACT.

5.5. Selecdo de particula para estudos subsequentes
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Afim de prosseguir com os experimentos relacionados ao estimulo de produgado
de colageno comparado ao Radiesse®, CaHA utilizada de maneira injetavel, ecom studos
de permeacdo cutanea in vitro e irritabilidade cutanea, a particula de melhor desempenho

foi selecionada.

5.6. Ensaios in vitro com fibroblastos humanos e células mononucleares de sangue
periférico

Para ensaios de viabilidade celular, expressao de genes relacionados a sintese de
coldgeno e processo inflamatorio e producdo de colagenos foram utilizadas culturas de
fibroblastos humanos de cultura primaria, adquiridas pelo protocolo aceita no comité de
ética em pesquisa numero 30175020.0.0000.5558 e células mononucleares de sangue
periférico (PBMC).

Os fibroblastos humanos foram cultivados em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco, EUA), suplementado com 10% v.v. de
soro bovino fetal (SBF) (Gibco, EUA), além de 1 % v.v. de solucdo de
penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL) (Invitrogen, Grand Island, NY). As PBMC foram
cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Alemanha), suplementado
com 10% v.v. de soro bovino fetal (SBF) (Gibco, EUA), além de 1 % v.v. de solucdo de
penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL) (Invitrogen, Grand Island, NY). Ambas as
linhagens foram mantidas em estufa a 5 % de CO,, 37 °C e 95 % de umidade.

5.6.1. Isolamento das PBMC

Para cultivo das PBMC, foi necessaria a realizagdo do isolamento prévio das
células a partir do sangue total. Para tal, utilizando uma pipeta sorologica, transferiu-se
todo o volume de sangue total coletado para um tubo falcon de 50 mL. Em seguida, diluiu-
se o sangue total em PBS Ix em uma propor¢do 1:2 e homogeneizou-se a amostra
lentamente com auxilio de uma pipeta sorolégica. Em um tubo falcon de 15 mL,
adicionou-se 3 mL de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, Alemanha) e, posteriormente,
adicionou-se lentamente 8 mL do sangue diluido, de maneira a ndo permitir que ambos
se misturem.

Ap6s a adigdo do sangue total, centrifugou-se a amostra a 1100 rpm durante 25
minutos a temperatura ambiente. Com o auxilio de pipeta Pasteur, separou-se o halo de

células mononucleares em tubos falcon de 50mL e adicionou-se PBS 1x afim de dobrar
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o volume de amostra. Em seguida, centrifugou-se novamente a amostra a 1200 rpm
durante 10 minutos. Descartou-se entdo o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 5
mL de PBS 1x. Em seguida, centrifugou-se novamente a amostra nas mesmas condigdes.
Descartou-se mais uma vez o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1000uL de

meio RPMI. Realizou-se entdo a contagem celular com auxilio da camara de Neubauer.

5.6.2. Viabilidade celular em fibroblastos humanos e PBMC

Para determinacdo da toxicidade e concentragdo de uso, realizou-se ensaio de
viabilidade celular em culturas de fibroblastos humanos ¢ PBMC através da anélise da
reducdo do sal MTT em cristais de formazan pela agdo de desidrogenases mitocondriais.
7 x 103 fibroblastos humanos e 2,5 x 10> PBMC foram plaqueadas em pogos de placa
de 96 pocos (TPP, EUA) e mantidas em meio de cultura DMEM e RPMI suplementados
com 10% v.v de SBF e 1% v.v. de solucdo de penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL),
respectivamente, ¢ mantidas em estufa a 5% de CO,, a 37°C e 95% de umidade. Foram
adicionadas Nano CaHA Lac e Radiesse® em concentragdoes de 0,25% a 0,0020%,
diluidas a partir de uma solugdo estoque de 1% de suspensdao em agua destilada estéril,
para tratamento das células. O controle de 100% de viabilidade celular foi representado
por pocos de célula sem nenhum tratamento, incubadas apenas com meio de cultura. Os
tratamentos foram mantidos 48 horas. Cada grupo experimental foi avaliado em triplicata.

Apbs o periodo de incubagdo, realizou-se a andlise de viabilidade celular

conforme descrito no item 5.4.1.

5.6.3. Avaliagdo da expressdo génica

Para andlise dos genes colageno 1 (COL 1), coldgeno 3 (COL 3), interleucina 4
(IL-4), interleucina 13 (IL-13), fator de crescimento transformador beta (TGF-B3) e do
gene constitutivo Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como controle, foi
realizada o co-cultivo dos fibroblastos humanos e PBMC com posterior tratamento com
Nano CaHA Lac ¢ Radiesse® a 0,0313% (m.v.). Para tal, utilizou-se um transwell com
poro de 0,4 pm de tamanho de poro em placa de 12 pogos, onde plaqueou-se 7 x 103
células de fibroblastos humanos fora da cAmara e 2,5 x 10° de PBMC dentro da cAmara.
As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Alemanha),
suplementado com 10% v.v. de soro bovino fetal (SBF) (Gibco, EUA), além de 1 % v.v.
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de solucdo de penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL) (Invitrogen, Grand Island, NY)

com volume final de 1500 pl, sendo 500 pL dentro cdmara e 1000 ul fora da camara.
Ap0s 48 horas de tratamento, foi realizado o isolamento do RNA total das células

de cada condi¢do utilizando-se o reagente Trizol (Gibco) e seguindo-se as instru¢des do

fabricante, conforme descrito no item 5.4.4.

Figura 6. Transwell: (A) Placa de 12 pocos com transwell; (B) Esquema ilustrativo

Céamara

Compartimento Superior

Membrana com microporos

- Compartimento Inferior

Fonte: https://www.corning.com/tw/zh_tw/products/life-sciences/products/permeable-supports/transwell-
snapwell-netwell-falcon-permeable-supports.html

5.6.4. Avaliacdo de producdo de colageno

Para avaliacdo da produgio de coldgeno, 2 x 10° células de fibroblastos humanos
de cultura primaria foram plaqueados em pocos de placa de 24 pocos (TPP, EUA) e
mantidas em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% v.v de SBF e 1% v.v. de
solug¢do de penicilina/estreptomicina (1.000 U/mL), em estufa a 5% de CO, , a 37°C ¢
95% de umidade. Foram adicionadas as Nano CaHA Lac e o Radiesse® na concentragao
de 0,0313%, diluidas a partir de uma solugdo estoque de 1% de suspensdo em agua
destilada estéril, para tratamento das células. O controle negativo foi representado por
pogcos de célula incubadas com DMEM, sem tratamento, e o controle positivo por células
tradadas com &cido ascorbico. Os tratamentos foram mantidos por 48 horas em triplicata.

Ap0s as 48 horas de tratamento, coletou-se o sobrenadante das células e o reservou
para posterior manejo. Adicionou-se entdo 2 mL de PBS em cada pogo e realizou-se a
raspagem da camada celular com auxilio de um cell scraper. As células suspensas em
PBS foram entdo coletadas e as amostras de sobrenadante e raspado da camada celular
foram sonicadas 3 vezes por 15 segundos em sonicador X, com intervalos de 30 segundos,

amplitude de 50% (3000 rpm) e mantidas em gelo.
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Em seguida, 9 mL de solugdo aquosa saturada a 25% de sulfato de amoénio foi
adicionada aos tubos sonicados e a solugdo mantida sob agitagcdo constante por 24 horas
a 4 °C. As solugdes foram centrifugadas a 40.000 x g por 30 minutos, a 4 °C, e os
sobrenadantes descartados. Posteriormente, os pellets foram solubilizados em 2 mL de
acido acético 0,5 M. Adicionou-se entdo 1 ml da solugdo corante Sirius Red (100 pg/mL)
a 100 pl das amostras do raspado da camada celular e do sobrenadante, agitando a solugao
no vortex por 5 segundos.

Apo6s repouso de 30 minutos em temperatura ambiente, as amostras foram
centrifugadas a 30.000 x g rpm por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. O
pellet foi eluido em 1 mL de hidréxido de potassio (KOH) a 0,1 M e adicionou-se 100 uL
de cada amostra em uma placa de 96 pocos.

Uma curva padrao de colageno tipo I foi produzida a partir da dilui¢do do padrdo
de colageno (Sigma) em corante Sirius Red (100 pg/mL), onde adiciona-se 200 pL da
dilui¢do nos pocos e realiza-se uma dilui¢do seriada (100 pL) em 100 pL acido acético
0,5M nos demais pogos. Para a andlise da absorbancia, a leitura foi realizada em leitor de

microplacas (Bio-Tec PowerWave, HT, EUA) a 540 nm.

5.7. Microagulhamento em pele de orelha de porco

Visando a posterior avaliagdo da permeagdo da CaHA ap0s a realizagdo da técnica
de microagulhamento como promotor de permeacao, foi realizada a padronizagdo da
técnica em pele de orelha de porco e posterior analise de sua histologia.

Utilizando o dispositivo de microagulhamento automatico (dermapen), foram
realizados microfuros na pele de orelha de porco, contendo tecido adiposo, derme,
epiderme e foliculos pilosos, apds a passagem das microagulhas automatizadas durante
10 vezes em sentindo perpendicular a pele com profundidades pré-determinadas em 0,25
mm, 0,5 mm, 1,0 mm, 1,5 mm e 2,0 mm.

As microagulhas automatizadas foram previamente embebidas em corante para
observagdo macroscopica da profundidade da lesdo. Apos a realizagdo do protocolo, as

peles foram lavadas com dgua ultrapura para retirada do excesso do corante.

5.8. Andlise histologica da pele de orelha de porco danificada
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Andlises histologicas da pele intacta e das peles danificadas foram conduzidas
para comparagdo do grau da lesdo em comparagdo a profundidade pré-determinada. Para
isso, todas as amostras foram imediatamente fixadas em formol tamponado a 4% por 24
h e armazenadas em temperatura de 4°C. Uma vez fixadas, as amostras foram transferidas
para etanol a 70%, permanecendo por 30 minutos. Apds esse periodo as amostras foram
transferidas para etanol a 90% por mais 30 minutos e, assim, esse mesmo procedimento
foi realizado por mais 3 vezes para a solugdo etandlica 100%.

O etanol foi entdo substituido por uma mistura de xilol:etanol (1:1) por 30 minutos
e, posteriormente, a mistura de xilol:etanol foi substituida por xilol em 3 ciclos de 30
minutos cada um. Logo em seguida, os tecidos foram embebidos em parafina. Os blocos
de parafina resultantes foram cortados em micrétomo (3 um) montado em laminas de

vidro e corado com hematoxilina € eosina.

5.9. Método Analitico

Afim de quantificar o célcio contido na CaHA em estudos de permeacgao cutanea,
realizou-se a validagdo de método analitico pela técnica de espectrometria de absor¢ao
atdmica por chama (FAAS), utilizando um espectrometro de absor¢ao atdmica de chama
Varian AA 240FS (Agilent Technologies, EUA) com uma fonte de chama de ar-acetileno,
suporte de 6xido nitroso e lampada de calcio com 422,7 nm de comprimento de onda, em

pele de orelha de porco e em écido nitrico 2%.

5.9.1. Preparo de solugdo estoque

Solugdes estoque de calcio foram preparadas com em &cido nitrico 2%, em
triplicata, em concentragdes de 10 pg/mL, utilizando solucdo padrdo de célcio para ICP
(Sigma-Aldrich, Alemanha). Essas solu¢des foram mantidas em geladeira (2° — 8°C) para

posterior utilizagdo na validagdo do método analitico.

5.9.2. Digestdo da pele de orelha de porco

Realizou-se a digestao da matriz bioldgica pela técnica adaptada de decomposigdo
de 6leos para andlise de metais por FAAS ou ICP (EPA, 1996). Para isso, as peles de
orelha de porco, previamente separadas do tecido adiposo, foram cortadas em pequenos

pedagos e colocadas em contato com 4,5 mL de acido sulfurico e 1,5 mL de peroxido de
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hidrogénio por 15 minutos, sob agitacdo magnética, originando uma forte reagdo
exotérmica. Em seguida, 2 mL de 4cido nitrico foram adicionados e a solu¢do foi mantida
em agitagdo magnética por 5 minutos. Objetivando completar a reacdo de digestdo da
matriz biologica, 10 mL de acido cloridrico foram adicionados e a solu¢do permaneceu
sob aquecimento a 80 °C e agitagdo magnética por 1 hora e 30 minutos.

Apobs o processo de digestdo, as solucdes foram transferidas para um baldo
volumétrico de 25 mL e seu volume completado com agua MilliQ (Illkirch Graffenstaden,
France). A amostra foi entdo diluida em 4cido nitrico 2% e filtrada em filtro hidrofilico

PTFE 0,45 pm previamente a analise em FAAS.

5.9.3. Validagdo de método analitico

O método foi validado baseado nas diretrizes do International Conference of
Harmonisation (ICH) M10 para validagcdo de método bioanalitico e a RDC N° 166, de 24
de julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), considerando

os parametros de linearidade, efeito matriz, seletividade, precisdo e exatiddo.

5.9.3.1. Linearidade e Efeito Matriz

Andlises quantitativas envolvendo matrizes complexas como matriz biologica sao
passiveis de interferéncia na quantificagdo dos analitos envolvidos, gerando um possivel
efeito matriz. Por essa razdo, afim de minimizar erros experimentais, duas curvas
analiticas foram construidas, em triplicata, a partir da solugdo estoque nas concentragdes
0,0; 0,4;0,8; 1,0, 1,25 e 2,0 ug/mL, sendo uma utilizando 4cido nitrico 2% como solvente
e outra acrescida de 0,5 mL de pele digerida conforme item 5.6.2 ao solvente.

As curvas analiticas foram obtidas de acordo com a relagdo entre a concentragao
da amostra injetada e a absorbancia fornecida pelo equipamento. Os dados foram
ajustados pelo método de regressdo linear, originando uma reta no formato y = ax + b,
em que (a) corresponde ao coeficiente angular da reta e (b) ao coeficiente linear. As faixas
lineares foram calculadas utilizando-se o coeficiente de correlagdo linear (7), € o método
foi considerado linear ou ndo de acordo com o pardmetro minimo aceitavel de r = 0,99
(ANVISA, 2017).

Para determinar a significancia do efeito matriz que os interferentes poderiam
causar na sinaliza¢do, avaliou-se o paralelismo entre as duas curvas analisticas

construidas (ANVISA, 2017). Adicionalmente, foi realizada a quantificagdo em triplicata
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dos pontos 0,2 e 1,25 pg/mL, ponto baixo e ponto alto respectivamente, a partir da solugdo
estoque, utilizando 4cido nitrico 2% acrescido de 0,5 mL de seis lotes de pele de orelha

de porco distintas, digeridas conforme item 5.6.2 (ICH, 2022).

5.9.3.2. Seletividade

Para avaliar a seletividade do método analitico, utilizou-se amostras obtidas de
seis matrizes bioldgicas individuais e distintas apds processo contido no item 5.6.2. As
amostras continham 0,2 pg/mL solucdo estoque padrao, ponto minimo da curva analitica
da matriz bioldgica, acrescida de 0,5 mL das seis matrizes bioldgicas individuais e
distintas ap6s processo de digestdo contido no item 5.9.2. Afim de garantir a seletividade
do método, as respostas atribuiveis a componentes interferentes ndo devem ser superiores

a + 20% da concentragao tedrica.

5.9.3.3. Limite de detecgdo e de quantificacao

O limite de detecg@o (LD) ¢ definido como a menor concentragdo que um analito
pode ser detectado em uma amostra, mas ndo necessariamente quantificado como um
valor exato. E determinado por calculo tedrico (ICH, 2005) a partir das curvas de
calibragdo por meio da Equacao 1:

o
LD =3,3x S
(Equacao 1)
O limite de quantificagdo (LQ) é a menor concentragdo de analito que pode ser

quantificada com precisdo e exatiddo. Assim como o LD, ¢ determinado por célculo
teodrico por meio da Equagdo 2:

o

LQ=10x S

(Equacao 2)

Em ambas as equagdes: o ¢ o desvio padrdo dos valores de intercep¢do do eixo y, e S € o

coeficiente angular.

5.9.3.4. Precisdo e Exatiddo
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A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo intermedidria. A
repetibilidade (intra-ensaio) foi verificada a partir de amostras preparadas em cinco niveis
de concentragdo da curva de calibragdo na matriz: 0,2; 0,4; 0,6; 1,0 e 1,25 pg/mL em
triplicata. Ja a precisdo intermedidria (inter-ensaio) foi avaliada em dias distintos pelo
mesmo analista. As mesmas concentragdes foram utilizadas e em triplicata. A exatidao
do método foi determinada para as concentragdes analisadas no ensaio de precisdo. Foi
verificado o grau de concordancia entre os resultados individuais do método proposto em
relacdo a um valor teodrico tido como verdadeiro.

Os resultados de precisdo foram expressos por meio do coeficiente de variagao
(CV), calculado de acordo com a Equagdo 3, e a exatidao foi expressa a partir da razao

entre a concentragdo média experimental e a concentracdo tedrica.

(o)
cV = (E) x 100
(Equacao 3)

Onde: o ¢ o desvio padrao dos resultados obtidos e m ¢ a média

5.10. Avaliacdo in vitro de permeagao cutanea do Hidroxiapatia de Calcio

Os estudos de permeagdo in vitro foram realizados em células de difusdo verticais
com area de difusdo de 1,5 cm? acopladas ao sistema Phoenix®DB-6 (Teledyne Hanson
Inc., Chatsworth, CA, EUA) em trés condi¢des distintas: passiva, com iontoforese e apos

microagulhamento automatico com microagulhas de 2,0 mm de comprimento.

Figura 7. Representacdo da célula de difusdo do tipo PhoenixTM.
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Fonte: COSTA, 2023.
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5.10.1. Permeagdo Passiva

As células foram montadas com as peles de orelha suina com o estrato cdrneo
voltado para cima. O compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de solugdo
tampao fosfato pH 7,4 e o compartimento doador foi preenchido com 1000 pL das
suspensdes de Nano CaHA Lac 1% (m.v.) em tampao fosfato pH 7,4. Apos a aplicagao
das formulagdes, as células foram mantidas em condi¢des de temperatura a 32 = 1 °C,
sob agitacdo magnética a 300 rpm por um periodo de 12 horas. Este ensaio foi realizado
em sextuplicata.

Apos o ensaio de permeacao, as peles totais passaram pelo processo de digestao
conforme item 5.9.2 e a hidroxiapatita de célcio foi quantificada por FAAS conforme

método previamente validado e descrito no item 5.9.

5.10.2. Iontoforese

5.10.2.1. Preparo de eletrodos

Os ensaios de permeac¢do cutdnea in vitro foram conduzidos com utilizando
eletrodos positivos de prata (Ag) e negativos de cloreto de prata (AgCl). Para o preparo,
fios de prata de aproximadamente 4 cm foram cortados e uma das pontas foi dobrada para
formar uma alga. Inicialmente, foram obtidos os eletrodos de AgCl, em que as algas dos
fios de prata foram imersas no AgCl fundido em um cadinho de porcelana e o processo
foi repetido até que se formasse um deposito do AgCl na alga. Em seguida, para se obter
os eletrodos de Ag (Figura 10B), parte dos eletrodos de AgCl foram montados em circuito
elétrico. Esses eletrodos de AgCl foram colocados no céatodo (-) e fios de platina foram
colocados no anodo (+) e submersos em solugao salina saturada. Apds a montagem do
circuito, a fonte de energia ficou ligada durante 24 horas com corrente elétrica ajustada
para 0,2 mA. Dessa forma, o AgCl foi reduzido a Ag, formando um deposito de Ag no

eletrodo (REIS et al., 2019).

5.10.2.2. Permeag¢do com iontoforese

O experimento de permeagdo com iontoforese foi conduzido com aplicacdo de
corrente elétrica conduzida com auxilio de eletrodos Ag/AgCl positivos e negativos
(GREEN et al., 1991; MATOS et al., 2020). As células foram montadas com as peles de

orelha suina com o estrato corneo voltado para cima. O compartimento receptor foi
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preenchido com 15 mL de solucdo tampao fosfato pH 7,4 e o compartimento doador foi
preenchido com 1000 pL das suspensdes de Nano CaHA Lac 1% (m.v.) em tampao
fosfato pH 7,4. Apos a aplicagdo das suspensdes, as células foram mantidas em condi¢des
de temperatura a 32 £ 1 °C, sob agitacdo magnética a 300 rpm. O transporte de Nano
CaHA Lac do compartimento anddico foi realizado durante um periodo de 6 horas a uma
densidade de corrente constante de 0,5 mA/cm?. Apos 6 horas de experimento, a corrente
elétrica foi retirada e o experimento de permeagdo seguiu de maneira passiva por mais 6
horas, totalizando 12 horas de ensaio de permeacdo. Este ensaio foi realizado em
sextuplicata.

Apos o ensaio de permeacao, as peles totais passaram pelo processo de digestao
conforme item 5.9.2 e a hidroxiapatita de célcio foi quantificada por FAAS conforme

método previamente validado e descrito no item 5.9.

5.10.2.3. Permeacgdo apos microagulhamento automatico

As peles de orelha suina foram previamente microagulhadas com dispositivo de
microagulhamento automatico e agulhas de 2 mm de didmetro conforme técnica descrita
no item 5.7. As células foram montadas com as peles de orelha suina com o estrato cérneo
voltado para cima. O compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de solugdo
tampao fosfato pH 7,4 e o compartimento doador foi preenchido com 1000 pL das
suspensdes de Nano CaHA Lac 1% (m.v.) em tampao fosfato pH 7,4. Apos a aplicagao
das formulagdes, as células foram mantidas em condi¢des de temperatura a 32 = 1 °C,
sob agitacdo magnética a 300 rpm por um periodo de 12 horas. Este ensaio foi realizado
em sextuplicata.

Apos o ensaio de permeacao, as peles totais passaram pelo processo de digestao
conforme item 5.9.2 e a hidroxiapatita de célcio foi quantificada por FAAS conforme

método previamente validado e descrito no item 5.9.

5.11. Avaliagdo in vitro do potencial irritativo

O grau de irritagdo das Nano CaHA Lac 1% (m.v.) dispersas em tampao fosfato
pH 7.4 foi avaliado utilizando ensaio em membrana cério-alantoide de ovos de galinha
embrionados, Hens Egg Test-Chorion Allantoic Membrane (HET-CAM).

Para tal, cada casca de ovo foi aberta na lateral da cdmara de ar e 300 puL da

suspensao teste foram adicionados diretamente na superficie da membrana corioalantdica.
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Apo6s 20 segundos, a membrana foi cuidadosamente lavada com solugdo salina para
retirada da amostra. A membrana corioalantdica foi entdo monitorada visualmente por 5
minutos afim de constatar hiperemia, hemorragia e coagulagdo. As fotografias foram
registradas com lupa binocular e camera de celular (DOS SANTOS et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2022; TOLENTINO et al., 2021). Utilizou-se NaCl a 0,9% (p/v) e
NaOH 1 mol/L como controles positivos e negativos, respectivamente.

O tempo necessario para a ocorréncia das reagdes foi registrado em minutos, e
estdo apresentados na Tabela 2. O calculo do indice de irritabilidade foi realizado

utilizando a Equagdo 4:

11

_ (301 —-HE)x5 N (301 — HP)x 7 N (301 — CO)x 9
N 300 300 300
(Equacao 4)

Onde: II = indice de irritabilidade; HE = tempo de ocorréncia de hemorragia (s); HP =
tempo de ocorréncia para hiperemia (s); e CO = tempo para ocorréncia de

coagulagdo/opacidade (s).

Tabela 2. Escala para teste de HET-CAM conforme efeitos observados ao longo de 5
min.

Efeito Tempo (min)
0,0 -0,5 0,5-2,0 2,0-5,0
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

A classificacdo usada para avaliar quanto ao potencial irritativo das formulagdes

no ensaio HET-CAM esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Classificagdo final das formulagdes analisadas considerando a pontuagdo
cumulativa ao grau de irritabilidade no HET-CAM.
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Indice de Irritabilidade Classificacao
0-09 Nao Irritante (NI)
1,0-49 Irritante Leve (IL)
5,0 —8.,9 Irritante Moderado (IM)
9,0 —21,0 Irritante Severo (IS)

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Obtencao de nanoparticula e microparticula

Objetivando realizar a aplicagdo topica de CaHA com ou sem o uso da iontoforese
e do microagulhamento, suspensdes de CaHA em agua foram produzidas. Para tal,
microparticulas e nanoparticulas foram obtidas utilizando técnicas de atomizagdo e
secagem por Spray Dryer e secagem por pulveriza¢ao por Nanospray Dryer.

A Commercial CaHA de 10 um foi previamente solubilizada em 4gua acidificada
com acido acético (pH 3) por apresentar uma baixa solubilidade em dgua. A solubilidade
do analito em questdo ¢ pH dependente, sendo soltivel em pH acido (SAALFELD et al.,
1994). A escolha do acido acético com fung¢do de ajuste de pH da solugdo foi por este ser
considerado um 4cido fraco, de pKa 4,76, garantindo assim a preservacao dos
equipamentos utilizados para obtencdo das nanoparticulas e microparticulas
(SERJEANT; DEMPSEY, 1979).

Afim de melhorar a dispersdo em adgua da CaHA, foram realizados testes com
aerosil (dioxido de silicio coloidal), sacarose, amido e lactose monohidratada,
acrescentados separadamente a solu¢do. Apesar da sacarose, do amido e da lactose
apresentarem a¢ao aglutinante, esses excipientes possuem dupla fun¢do e também atuam
como antiagregantes (GIL, 2007). Uma melhor dispersdo da CaHA em agua poderia
auxiliar na preven¢do da formagdo de nddulos, recentes ou tardios, por acumulo ou
agregacao de particulas de CaHA ap6s a aplicacdo (KADOUCH, 2017).

O uso do acrosil (didoxido de silicio coloidal) foi descartado devido a sua
insolubilidade em 4gua e em solugdo acida. Apods aquecimento a 110 °C, houve a
agregacao da Commercial CaHA com a sacarose (Figura 6), impedindo sua utilizagdo nos
métodos de secagem propostos.

Tanto o amido e quanto a lactose resistiram ao aquecimento a 110 °C, porém as

particulas com amido apresentaram, macroscopicamente, sua dispersdo em agua
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dificultada quanto comparadas as particulas com lactose. Assim, a lactose monohidratada

foi o excipiente de escolha para prosseguimento dos experimentos.

Figura 8. Commercial CaHA com sacarose agregadas ap6s aquecimento a 110 °C.

6.1.1. Nanospray drying

Nanoparticulas foram obtidas a partir da solugdo de Commercial CaHA
supracitada afim de diminuir seu tamanho e assim promover uma melhor permeacgdo
cutanea do ativo, possibilitando sua aplicagdo tdpica, utilizando o método proposto no
item 5.1.1 (ASSADPOUR; MAHDI JAFARI, 2019; GRATIERI et al., 2008).

Visando sua melhor dispersao em suspensao aquosa, a lactose monohidratada foi
adicionada, previamente a secagem, a 10% (m.m) da massa de CaHA utilizada em
solugdo. Além disso, também se obteve nanoparticulas adicionadas de lactose
posteriormente a secagem. 10% (m.m) da massa de CaHA obtida apds a secagem foi
adicionada e misturadas com auxilio do vortex. Ambas nanoparticulas foram obtidas
utilizando o método proposto no item 5.1.1, afim de aumentar a estabilidade e dispersdo
em agua da CaHA.

Ao final, foram obtidas trés amostras distintas: nanoparticula obtidas de solucao
contendo Commercial CaHA (Nano CaHA), nanoparticulas obtidas de solu¢do de
Commercial CaHA, com a lactose misturada posteriormente a secagem (Nano CaHA Lac
Mix) e nanoparticulas obtidas de solucdo contendo Commercial CaHA e lactose,

adicionada previamente a secagem (Nano CaHA Lac).

6.1.2. Spray drying
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Utilizando o método proposto no item 5.1.2, microparticulas de Commercial
CaHA adicionadas de lactose 10% (m.m) da massa de CaHA utilizada em solugdo foram
obtidas. O uso da técnica de atomizacdo e secagem por spray dryer possibilita a
diminui¢do do tamanho de particula de farmacos e, por se tratar de um processo de
secagem rapido e econdmico, ¢ escalonavel para ambientes industriais (SOSNIK,
SEREMETA, 2015; SILVA et al., 2003).

Assim, produziu-se microparticulas com lactose (Micro CaHA), com o mesmo
proposito de possibilitar a aplicacdo topica de CaHA, melhorar a dispersdo aquosa e sua
estabilidade, além de avaliar possiveis variacdes no efeito bioldgico em culturas celulares

quando comparadas as nanoparticulas e a Commercial CaHA.

6.2. Caracteriza¢do de nanoparticula e microparticula

6.2.1. Morfologia

A morfologia das particulas obtidas foi analisada por MEV e as fotomicrografias
capturadas estdo presentes na Figura 7.

De maneira geral, todas as nanoparticulas obtidas (Nano CaHA, Nano CaHA Lac
Mix e Nano CaHA Lac) apresentam formato esférico, com superficie levemente rugosa
e tamanhos variados, porém inferiores a 1 um de didmetro. Tal morfologia ¢ semelhante
a apresentada em estudos anteriores para nanoparticulas a base de calcio (KAWAI et al.,
2011).

J& as microparticulas (Micro CaHA) apresentaram uma heterogeneidade em sua
morfologia, sendo semelhantes a pétalas, e diametro maior (1-10 pm) quando comparadas
as particulas produzidas pela técnica de nanospray drying. A forma como a CaHA ¢
sintetizada influencia no seu didmetro e morfologia (KUMTA et al., 2005b; PHAM
MINH et al., 2013). Sendo assim, os parametros de atomizacdo e secagem também

possivelmente causem influéncia semelhante.

Figura 9. Fotomicrografia das particulas obtidas por microscopia eletronica de varredura
(MEV). (A) Nano CaHA; (B) Nano CaHA Lac Mix; (C) Nano CaHA Lac; (D) Micro
CaHA.
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6.2.2. Tamanho, potencial zeta e PDI

A Tabela 4 apresenta os resultados de tamanho, indice de polidispercao (PdI) e

potencial zeta das particulas obtidas por Nanospray Drying e Spray Drying.
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Tabela 4. Resultados das analises de tamanho de goticula, potencial zeta e PdI das
nanoparticulas obtidas a partir da média de 3 determinagdes + desvio padrao.

Amostra Tamanho (nm) PdI Potencial zeta (mV)
Micro CaHA 2239,33 £ 309,46 0,3+0,03 -3,20
Nano CaHA 829,45 + 27,08 0,6 £ 0,06 + 1,45
Nano CaHA Lac Mix 504,07 £ 0,25 0,3+0,11 +2,25
Nano CaHA Lac 566,13 + 39,79 0,1 +0,04 +1,97

O potencial zeta das particulas foi mensurado, sendo + 1,45, + 2,25 ¢ +1,97 mV
para Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix e Nano CaHA Lac, respectivamente, e — 3,20
mV para Micro CaHA. Foi possivel observar um potencial zeta negativo para Micro
CaHA, conforme esperado e em concordancia com literatura para CaHA (CARVALHO
etal.,2017; DOS SANTOS, 2013; YOUNG et al., 1997). Porém, nota-se que o potencial
zeta das nanoparticulas passou de negativo para ligeiramente positivo. O potencial zeta
da CaHA ¢ influenciado pela mudanca de pH da amostra, ocorrendo a mudanga de
negativo para positivo conforme ha a acidificagdo do meio (CARVALHO et al., 2017).
Portanto, a altera¢do desse nas nanoparticulas obtidas est4 condizente com a literatura, ja
que Commercial CaHA foi solubilizada em &agua acidificada (pH 3) anteriormente a
obtencdo das nanoparticulas pela técnica de nanospray drying. Entretanto, apesar de
também ter sido solubilizada em 4gua acidificada (pH 3) previamente a secagem, a Micro
CaHA permaneceu com o potencial zeta levemente negativo.

Todas as particulas produzidas pela técnica de nanospray drying apresentaram
tamanhos de escala nanométrica (Tabela 4). J4 a Micro CaHA apresentou um tamanho
micrométrico, acima de 1000 nm (2239,33 + 309,46 nm). A técnica de Spray Drying ndo
¢ capaz de proporcionar a obtencdo de particulas de tamanho nanométrico
(ASSADPOUR; MAHDI JAFARI, 2019), porém foi possivel reduzir o tamanho de
particula da Commercial CaHA, que conforme descrito pelo fabricante varia de 8 a 12
pm. O PdI das amostras foi de 0,3 = 0,03, 0,6 = 0,06, 0,3 £ 0,11 e 0,1 + 0,04 para Micro
CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix e Nano CaHA Lac, respectivamente. Quanto
mais proximo este valor esta de 0, mais monodispersas e com menor variagao de tamanho
as amostras se apresentam (MOGHIMIPOUR; SALIMI; EFTEKHARI, 2013). O PdI

mais elevado observado na Nano CaHA somado com seu tamanho maior, quando
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comparada a Nano CaHA Lac Mix e Nano CaHA Lac, levanta a hipotese de que essas
particulas se aglomeram ao serem suspendidas em meio liquido e que lactose agiu como
antiagregante, conforme esperado.

Formulagdes contendo particulas de tamanho nanométrico e monodispersas sao

promissoras para a aplicagao topica da CaHA.

6.3. Analise térmica

O comportamento térmico da Commercial CaHA, lactose, Nano CaHA Lac Mix,
Nano CaHA Lac e Micro CaHA foi avaliado por DSC e TG. A técnica de DSC foi
utilizada para medir as alteragdes de entalpia que ocorrem devido a alteracdes nas
propriedades fisicas e quimicas de um material em func¢do da temperatura ou do tempo.
Ja a técnica de TG, para avaliar a degradagdo térmica dos componentes da particula
isolados e associados. Os resultados podem ser observados na Figura 8.

E possivel observar (Figura 8A) que ndo ha evento de fusio na Commercial
CaHA, apenas ha uma perda de agua a 42,29 °C. J4 a lactose, apresenta evento de fusao
a 146,21°C. Quando avaliamos a Nano CaHA Lac Mix, um evento de fusdo também a
146,21 °C, além do evento de perda de 4gua observado na Commercial CaHA. Esse fato
demonstra que a lactose adicionada apds a obtengdo da nanoparticula de CaHA pela
técnica de nanospray dryer permanece cristalina. Por outro lado, ao analisar a Nano CaHA
Lac e a Micro CaHA, percebe-se que ndo ha mais o evento de fusdo da lactose. Isso
confirma a interagdo entre a Commercial CaHA e a lactose ao serem pulverizadas e secas
em conjunto na técnica de nanospray drying e spray drying, impedindo assim que lactose
permaneca cristalina e apontando que a mistura estd amorfa.

A Figura 8B demonstra que a Commercial CaHA ndo ¢ degradada nas condigdes
avaliadas, mesmo em altas temperaturas (500 °C). J4 a lactose passa por dois eventos de
degradacdo, a 134 °C e a 165 °C. Ao avaliar a Nano CaHA Lac Mix, observa-se a soma
dos eventos ocorridos com a Commercial CaHA e a lactose, confirmando que ndo houve
uma interacao entre os materiais. Tal dado sugere que a lactose permanece cristalina ao
ser apenas adicionada posteriormente a pulverizagao e secagem da CaHA por nanospray
drying, corroborando os dados obtidos na analise de DSC. J4 na andlise da Nano CaHA
Lac e Micro CaHA, ¢ possivel observar a perda de 4dgua inicial e apenas um evento de

degradacdo da lactose. Tais analises confirmam a interacdo dos ativos ao passarem em
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conjunto pela pulverizagdo e secagem por nanospray drying e spray drying, conforme

observado em estudos anteriores (LIMA et al., 2021).

Figura 10. Anélise térmico da lactose (Lac), Commercial CaHA, Nano CaHA Lac Mix,
Nano CaHA Lac e Micro CaHA por (A) DSC e (B) TG.
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6.4. Ensaios in vitro com fibroblastos humanos
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6.4.1. Viabilidade Celular

O ensaio de redugao de MTT a cristais de formazan foi realizado visando verificar
a atividade mitocondrial, um fator preditor da viabilidade celular de HaCaT e fibroblastos
humanos, tratados com suspensoes de Commercial CaHA, Micro CaHA, Nano CaHA,
Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose em dgua destilada estéril. Este ensaio
foi conduzido para definir uma concentragdo ideal ndo toxica de tratamento de ambas

linhagens celulares para realizagdo de experimentos posteriores.

Figura 11. Reacdo de reducdo de MTT a cristais de formazan.
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Fonte:(MAGALHAES; THA; LEME, 2018).

Os resultados obtidos pela técnica de MTT em fibroblastos humanos nos periodos
de 24 e 48 horas estdo apresentados nas Figura 12A e 12B. Nota-se que Micro CaHA
apresentou uma maior diminui¢do da viabilidade celular quando comparada aos outros
tratamentos ap6s 24 horas de ensaio, em concentragdes mais elevadas (0,125% e 0,25%).
Além disso, com 48 horas de tratamento, Commercial CaHA também apresentou
citotoxicidade nas mesmas concentragoes. Tais achados estdo em conformidade com o
encontrado em estudos anteriores, uma vez que estes demonstraram que ndo ha
citotoxicidade de CaHA em fibroblastos humanos até 0,1% de concentragdao
(COURDEROT-MASUYER et al, 2016). Assim, a concentragao de 0,0625% foi

selecionada para prosseguimento dos estudos.

Figura 12. Viabilidade celular dos Fibroblastos humanos pela técnica de MTT na
presenga de tratamento com Commercial CaHA, Micro CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA
Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose (Lac). (A) 24 horas; (B) 48 horas. O grafico
representa a média e o desvio-padrao da absorbancia de triplicatas bioldgicas em
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duplicatas técnicas, normalizadas em relacdo ao controle de 100% de viabilidade.
Diferengas significativas em relagdo aos grupos controle expressas: p<0.0001 ****;
p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *.
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Devido as dificuldades experimentais frente aos ensaios de MTT, para confirmar
os impactos dos tratamentos em outros parametros de viabilidade celular de ambas as
linhagens celulares na concentragio escolhida, realizou-se o ensaio de azul de tripan apds
o tratamento por 48 horas com Commercial CaHA, Micro CaHA, Nano CaHA, Nano
CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose a 0,0065%. Neste ensaio ¢ possivel
determinar o nimero de células viaveis presentes por meio da avaliagdo da integridade de
membrana. A diferenciagdo das células viaveis e nao viaveis se da através de sua
coloracdo, uma vez que somente as cé¢lulas que apresentam membrana ndo integra sdo

invadidas pelo azul de tripan e ficam coradas (STROBER, 2015).
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Figura 13. Ensaio de azul de tripan para avaliacdo da integridade de membrana
plasmatica.
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Os resultados estdo apresentados na Figura 14. E possivel observar que apenas
para Micro CaHA, em fibroblastos humanos, houve diferenca estatistica em relagdo ao
controle na viabilidade celular, diminuindo em 8,5% as células com membrana integra.
J& para os outros tratamentos, a concentragdo de 0,0065% nao influenciou a viabilidade
celular, confirmando a biocompatibilidade da CaHA com essas linhagens celulares
conforme apresentado em estudos anteriores (COURDEROT-MASUYER et al., 2016; WOLLINA;
WIEGAND; HIPLER, 2018). Assim, a concentracdo de 0,0065% foi selecionada para dar

continuidade aos ensaios celulares.

Figura 14. Viabilidade celular pela técnica de Azul de Tripan na presenga de tratamento
com Commercial CaHA, Micro CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA
Lac e Lactose (Lac). Fibroblastos humanos. O grafico representa a média e o desvio-
padrdo das células contabilizadas de triplicatas bioldgicas em duplicatas técnicas,
normalizadas em relacdo ao controle de 100% de viabilidade. Diferencas significativas
em relacdo aos grupos controle expressas: p<0.0001 ****; p<0.001 ***; p<0.01 **;
p<0.05 *.
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6.4.2. Citometria de fluxo

Utilizou-se a técnica de citometria de fluxo para avalia¢cdo da morfologia celular
dos fibroblastos humanos na presenca de tratamento com Commercial CaHA, Micro
CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose (Lac) ap6s 48h
de incubagdo. O FSC-H origina informagdes relacionadas ao tamanho celular, enquanto
o SSC-H ¢ fornece dados sobre a quantidade e densidade dos granulos da célula
(JOANITTI; AZEVEDO; FREITAS, 2010; BRAGA et al., 2016; OMBREDANE et al.,
2022). Os dados estao apresentados na Figura 15.

Figura 15. Analise morfologica de tamanho celular de fibroblastos humanos por
citometria de fluxo na presenga de tratamento com Commercial CaHA, Micro CaHA,
Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose (Lac) apds 48h de
incubagdo. (A) Tamanho celular (FSC-H); (B) Granularidade (SSC-H). O gréfico
representa a média geométrica e o desvio-padrao das células contabilizadas de triplicatas
bioldgicas em duplicatas técnicas, normalizadas em relacdo ao controle. Diferencas
significativas em relacdo aos grupos controle expressas: p<0.0001 ****; p<0.001 ***;
p<0.01 **; p<0.05 *.
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Observa-se que ha uma diminui¢do do tamanho celular dos fibroblastos ao serem
expostos ao tratamento com Commercial CaHA e Micro CaHA (Figura 15A). A redugdo
do tamanho celular pode ser um indicativo de citotoxicidade do tratamento (JOANITTI;
AZEVEDO; FREITAS, 2010; OMBREDANE et al.,, 2022). Este dado estd em
concordancia com o observado na mensuragao dos fibroblastos com membranas integras
e danificadas apresentado no ensaio de azul de tripan para Micro CaHA. Tal fato pode
ser um indicativo de que o maior tamanho de particula e a sua morfologia acarretem em
uma maior citotoxicidade celular. Por outro lado, ndo ha diferencas estatisticas
significativas na quantidade e densidade dos granulos celulares, indicando assim que nao
ha alteragdo no interior dos fibroblastos humanos tratados (Figura 15B).

Avaliou-se a agdo do tratamento com com Commercial CaHA, Micro CaHA,
Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose (Lac) apds 48h de
incubag¢do nas fases G1, S e G2/M no ciclo celular dos fibroblatos humanos. Os dados

estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Analise por citometria de fluxo da a¢do do tratamento com Commercial
CaHA, Micro CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose
(Lac) apos 48h de incubagdo nas fases G1, S e G2/M no ciclo celular dos fibroblatos
humanos. O gréfico representa a média e o desvio-padrao das células contabilizadas de
triplicatas bioldgicas em duplicatas técnicas, normalizadas em relag@o ao controle.
Diferencas significativas em relagdo aos grupos controle expressas: p<0.0001 ****;
p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *.
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Todos os tratamentos reduziram a quantidade de células em fase G1 do ciclo
celular. Além disso, Micro CaHA, Nano CaHA e Nano CaHA Lac aumentaram a
quantidade de fibroblastos na fase G2/M. Esse dado aponta um aumento na proliferagao
celular das células tratadas com essas particulas (JOANITTI; AZEVEDO; FREITAS,
2010; OMBREDANE et al., 2022). Tal dado abre precedentes para induzir a conclusao
de que a forma de produgdo das particulas por por spray drying e nanospray drying pode
contribuir para um aumento da proliferacdo de fibroblastos. Nano CaHA Lac Mix nao
apresentou aumento na fase G2/M, mesmo também sendo pulverizada e seca por
nanospray drying. Porém, essa particula ¢ revestida por lactose apds a secagem. Como a
lactose também ndo apresentou aumento nessa fase do ciclo celular, pode-se inferir que
ela inibiu as células de tal agao.

A proliferagdo de fibroblastos apds o tratamento com CaHA injetavel ¢ esperada,
sendo um dos pontos cruciais para o aumento do estimulo da producao de colageno (KIM,
2019; VAN LOGHEM; YUTSKOVSKAYA; WERSCHLER, 2015). O aumento da
proliferacdo de fibroblastos por particulas de menor tamanho, quando comparado ao
tamanho de particula comercial (25 a 45 um), ¢ um bom indicativo de que o tamanho

reduzido ndo influenciara negativamente no tratamento de flacidez cutanea.
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Por fim, avaliou-se a fragmentagdo de DNA apés a acdo do tratamento com
Commercial CaHA, Micro CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac

e Lactose (Lac) em fibroblastos humanos apds 48h de incubagdo conforme apresentado

na Figura 17.

Figura 17. Andlise de fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo da agdo do
tratamento com Commercial CaHA, Micro CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix,
Nano CaHA Lac e Lactose (Lac) em fibroblastos humanos apds 48h de incubagdo. O
grafico representa a média e o desvio-padrdo das células contabilizadas de triplicatas
biologicas em duplicatas técnicas, normalizadas em relagdo ao controle de 100% de
viabilidade. Diferencas significativas em relagdo aos grupos controle expressas: p<0.0001
FadE p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *.
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E possivel observar que Commercial CaHA e Micro CaHA apresentam reducio
da quantidade de células com DNA integro e aumento na quantidade de células com DNA
fragmentado. Tal dado aponta para uma genotoxicidade dos tratamentos em questdo
(JOANITTI; AZEVEDO; FREITAS, 2010; OMBREDANE et al., 2022). Mais uma vez,
pode-se inferir que o maior tamanho de particula e a sua morfologia acarretem em uma
maior toxicidade celular. Apesar de aumentar a genotoxicidade, sabe-se que a
Commercial CaHA nao apresenta mutagenicidade em células germinativas. Além disso,
as células humanas possuem mecanismos para detectar e corrigir danos celulares, como
a reversdo direta, reparacdo por excisdo e a reparacao de ruptura de cadeias duplas caso
haja alguma mutagenecidade da Micro CaHA (CHATTERJEE; WALKER, 2017; SAEZ,
2018).

6.4.3. Avaliagdo de expressdo génica preliminar
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Sabe-se que a CaHA de 25 a 45 um de didmetro utilizada de maneira injetavel
induz a producdo de colageno (COLEMAN et al, 2008; VAN LOGHEM;
YUTSKOVSKAYA; WERSCHLER, 2015; GRAIVIER et al., 2018; DE ALMEIDA et
al., 2019b). Afim de avaliar o estimulo de produgdo de colageno e a resposta inflamatdria
das particulas obtidas, realizou-se um ensaio preliminar de avaliagdo de expressao génica
de COL1, COL4, COL6, INF-y e IL-10 em fibroblastos humanos tratados com
Commercial CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac ¢ Lactose (Lac)

por 48 horas, na concentragdo de 0,065%. Os resultados estdao apresentados na Figura 18.

Figura 18. Avaliacdo da expressdo gé€nica relativa de genes envolvidos na resposta imuno
pela acdo do tratamento com Commercial CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix,
Nano CaHA Lac e Lactose (Lac) em fibroblastos humanos apos 48h de incubagao, através
da técnica de qPCR. Diferencgas significativas em relagdo aos grupos controle expressas:
p<0.0001 ****; p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *. (A) INF-y; (B) IL-10.
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Ap6s a injecao de Hidroxiapatita de Calcio (CaHA) na derme, inicia-se o processo
inflamatorio inicial. Os fibroblastos secretam fatores de crescimento, estimulam a
migracdo de células proliferativas e inflamatorias para a regido e mediam a produgao de
coladgeno e matriz extracelular. Os monocitos sdo transformados em macréfagos e migram
para o local através de dois processos: pela absor¢do de proteinas da superficie do corpo
estranho e adesdo dos macrofagos e pela agdo das IL-4 e IL-13 (via alternativa),
produzidos pelos linfocitos tipo TH2. (KIM, 2019; VAN LOGHEM;
YUTSKOVSKAYA; WERSCHLER, 2015).

Estudos tém demonstrado que a ativagdo de macrofagos depende do estimulo de
citocinas inflamatdrias produzidas por linfécitos auxiliares ou células NK, em especial o
INF-y. O INF-y contribui na resposta inflamatdria aguda e principalmente na cronica,
atraindo macréfagos e aumentando o nimero de células fagocitarias no local da
inflamagao. Nesse processo, quando ocorre um aumento da ativagdo dos macrofagos M1
(via classica) em relacdo aos macréfagos M2 (via alternativa), hd um reparo tecidual
deficiente (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; CRUZ et al, 2017).

A ativagdo da via alternativa envolve o estimulo de macréfagos pelas interleucinas
IL-4 e IL-13, que leva ao aumento nos niveis de citocina anti-inflamatoria IL-10 e induz
o reparo tecidual eficiente. No organismo, a resposta imunoldgica pro-inflamatdria
geralmente ¢ seguida pela resposta imunoldgica anti-inflamatoria. Durante a evolugdo do
reparo tecidual e neocolagénese, ha a alternancia de momentos de maior lise celular com
os de reposicao celular e de matriz extracelular, assim como de apoptose e inducgdo
mitotica. Esse balango permite a formac¢do de um novo tecido saudavel. A IL-10 ¢ um
dos mais conhecidos sinalizadores negativos da inflamagdo, limitando a resposta
inflamatoria e auxiliando o reparo tecidual (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; CRUZ
etal.,2017).

Estudos anteriores demonstraram a supressao de INF-y e IL-10 por nanoparticulas
de CaHA adquiridas comercialmente (RAKSHIT et al, 2020). Entretanto, os dados
observados nas Figura 18A e 18B demonstram que, apds o contato das particulas obtidas
com os fibroblastos humanos in vitro, observa-se que nao ha aumento ou supressdo da
expressdo génica de ambos os genes comparadas ao controle com diferenca estatistica
significativa.

E possivel observar que ha um aumento da expressio génica estatisticamente
significante de IL-10 por Nano CaHA Lac, quando comparada a Commercial CaHA.

Apesar da auséncia de diferenca estatistica, observa-se também o aumento da expressao
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génica de INF-y por Nano CaHA Lac quando comparada a Commercial CaHA. Além
disso, Nano CaHA Lac também aumentou a expressao génica de ambos os genes quando
comparado ao controle, apesar da auséncia de diferenga estatistica. O desvio padrao
elevado nas analises realizadas pode impactar na auséncia de diferenca estatistica
significante nos achados.

Baseado nos dados aqui apresentados, ¢ possivel inferir que o tamanho da
particula de CaHA, além da sua interacdo com a lactose apds pulverizagdo e secagem pela
técnica de nanospray drying, modula a resposta inflamatdria. Além disso, a ativacao da
via alternativa com maior eficécia podera resultar em um reparo tecidual mais eficiente e
um colageno mais bem formado pela Nano CaHA Lac, sendo assim um achado positivo

para a inducdo de produgao de colageno.

Figura 19. Avalia¢do da expressdo génica relativa de coldgeno pela a¢do do tratamento
com Commercial CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose
(Lac) em fibroblastos humanos ap6s 48h de incubagdo, através da técnica de qPCR.
Diferencas significativas em relacdo aos grupos controle expressas: p<0.0001 ****;
p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *. (A) Coll; (B) Col4; (C) Col6.
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Afim de confirmar a fun¢do rejuvenescedora das particulas em questao, avaliou-
se também sua a influéncias na expressao de Coll, Col4 e Col6, conforme apresentado
na Figura 19, para testes iniciais de estimulo de produ¢do de colageno das particulas em
questao.

Sabe-se que a derme ¢ composta por uma grande matriz extracelular rica em
colageno, sendo a proteina mais abundante na pele. Esta proteina ¢ essencial para
resisténcia e integridade mecanica da pele. Com o envelhecimento, a sua densidade na
derme reduz significativamente. A rede de coldgeno se torna cada vez mais fragmentada,
apresentando fibras mais curtas € menos organizadas, além do acimulo de fragmentos de
coldgeno degradado. Tal fato estd associado a uma reducdo da espessura dérmica e
aumento da flacidez tissular (PAPAIORDANOU et al., 2022).

Existem 28 tipos diferentes de colageno. O colageno tipo I ¢ o mais abundante na
pele, tenddes, ossos, sendo composto por fibras flexiveis e de alta forga ténsil. E 0 maior

componente da matriz extracelular. J& o tipo IV estéd presente na lamina densa da camada
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basal e o tipo VI ¢ formado por uma rede microfibrilar, sendo o mediador da arquitetura
e composi¢cdo da matriz extracelular (PAPAIORDANOU et al., 2022).

E possivel observar que houve uma supressio da expressdo de Coll pela agdo de
Commercial CaHA. Estudos anteriores demonstraram que hé uma supressao da expressao
génica de Coll por acdo de CaHA de tamanho nanométrico adquirida comercialmente
(RAKSHIT et al., 2020). Apesar de possuirem tamanhos de particulas diferentes, ambas
as CaHA foram adquiridas no mesmo local (Sigma Aldrich). Tal fato abre precedentes
para inferirmos que a forma de produgdo de ambas interfere na expressao génica de Coll.

Nao houve diferenca estatistica significativa entre o controle e a agdo de Nano
CaHA, Nano CaHa Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose na expressao génica de Coll,
além de nenhuma diferenca estatistica significativa na producao de Col6 apds exposi¢cdo
a todos os tratamentos. E possivel observar em estudos in vitro que, por se tratar de um
colageno tardio, o aumento da expressao génica de Coll se da apos 72 horas de exposi¢ado
(NOWAG et al., 2023).

Por fim, observa-se um aumento da expressao génica de Col4 pela agdo de Nano
CaHA. Além disso, ¢ possivel se observar a supressdo na expressdo génica de todos os
tipos de colageno analizados (Coll, Col4 e Col6) quando comparamos Commercial
CaHA com os outros tratamentos. Tal dado abre precedentes, mais uma vez, para
inferirmos que a forma de producdo de CaHA pode influenciar na expressao génica de
coldgeno, sendo que a pulverizagao e secagem por nanospray drying se mostra como uma
técnica vantajosa de producdo de particulas de CaHA para o tratamento de flacidez

cutanea.

6.5. Selecdo de particula para estudos subsequentes

Particulas de tamanho nanométrico ¢ micrométrico, com e sem lactose, foram
obtidas pelas técnicas de nanospray drying e spray drying, respectivamente. Por meio de
técnicas de andlise térmica constatou-se a interagcdo da Lactose com a Commercial CaHA
quando pulverizadas e secas em conjunto pela técnica de nanospray drying (Nano CaHA
Lac).

Foi avaliado o efeito das particulas em relagdo ao aumento de proliferagdo celular,
fragmentacdo de DNA e expressdo génica de genes relacionados a producgdo de colageno
(Col 1, Col 4 e Col 6) e processos inflamatérios (IL-10 e INF-y) em culturas de

fibroblastos humanos, apontando que as particulas nanométricas aumentam a divisao
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celular e expressao génica de genes relacionados a inflamagdo e produ¢do de colageno
em fibroblastos.

A partir dessas analises, pode-se inferir que o tamanho de particula, a interacao da
lactose com a CaHA pela técnica de pulverizagdo e secagem, além dos seus efeitos em
fibroblastos humanos, se apresentam como indicios positivos para o uso de Nano CaHA
Lac como indutor de producdo de colageno por meio da aplicagdo tOpica passiva e
também com o uso de iontoforese e microagulhamento como técnicas promotoras de

permeacgdo, sendo a particula escolha para prosseguimento dos estudos.

6.6. Ensaios in vitro com fibroblastos humanos e PBMC

6.6.1. Viabilidade celular em fibroblastos humanos e PBMC

Conforme realizado anteriormente com as demais particulas, o ensaio de redugao
de MTT a cristais de formazan foi novamente conduzido afim de definir uma
concentragdo ideal ndo toxica de tratamento de fibroblastos humanos e PBMC, com Nano
CaHA Lac e Radiesse® por 48 horas, para realizacao de experimentos posteriores. Tal
ensaio visa verificar a atividade mitocondrial, um fator preditor da viabilidade celular, em
ambas as linhagens celulares. Os resultados obtidos pela técnica de MTT em fibroblastos
humanos e PBMC no periodo de 48 horas estdo apresentados nas Figura 20A e 20B,

respectivamente.

Figura 20. Viabilidade celular dos Fibroblastos humanos pela técnica de MTT na
presenga de tratamento com Commercial CaHA, Micro CaHA, Nano CaHA, Nano CaHA
Lac Mix, Nano CaHA Lac e Lactose (Lac). (A) 24 horas; (B) 48 horas. O grafico
representa a média e o desvio-padrdo da absorbancia de triplicatas bioldgicas em
duplicatas técnicas, normalizadas em relacdo ao controle de 100% de viabilidade.
Diferencas significativas em relacdo aos grupos controle expressas: p<0.0001 ****;
p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *.
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E possivel observar que a Nano CaHA Lac, conforme observado anteriormente, ¢
o Radiesse® mantém a viabilidade celular acima de 85% nas células tradadas com ambos
os tratamentos até a concentracao de 0,0625%, no periodo de 48 horas (Figura 20A). Tais
achados estdo em conformidade com o encontrado em estudos anteriores, uma vez que
estes demonstraram que nao ha citotoxicidade de CaHA em fibroblastos humanos até
0,1% de concentragdo (COURDEROT-MASUYER et al, 2016; WOLLINA;
WIEGAND; HIPLER, 2018).

Observa-se que 0,0313% tanto a Nano CaHA Lac como o Radiesse® mantém a
viabilidade celular das PBMC apd6s 48 horas de tratamento, ndo apresentando
citotoxicidade (Figura 20B). Estudos anteriores demonstraram o cultivo de PBMC
expostos ao tratamento com hidroxiapatita de célcio de 0,1 a 100 pug/mL por até 21 dias
(COSTA-RODRIGUES et al., 2014), corroborando assim a auséncia de citotoxicidade

apresentada na figura 20B.
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Ainda ¢ possivel observar que a 0,0313% ha um aumento de aproximadamente
13% da viabilidade celular tanto de fibroblastos humanos como PBMC tratados com
Nano CaHA Lac. Entretanto, nessa concentracdo nao had aumento de viabilidade celular
nos grupos tratados com Radiesse®. O aumento da viabilidade celular ¢ indicativo de um
possivel aumento da proliferagdo celular, sendo um achado interessante quando se
pretende aumentar a produc¢do de coldgeno, uma vez que a inje¢do intradérmica de
hidroxiapatita de calcio aumenta a proliferacdo celular ao seu redor (KIM, 2019; VAN
LOGHEM; YUTSKOVSKAYA; WERSCHLER, 2015). Assim, a concentragdao de

0,0313% foi selecionada para prosseguimento dos estudos.

6.6.2. Avaliagdo da expressdo génica

Afim de mimetizar de maneira mais efetiva a resposta inflamatdria inicial e ag¢@o
de indugdo de producao de colageno por CaHA demonstrada em estudos anteriores (KIM,
2019; VAN LOGHEM; YUTSKOVSKAYA; WERSCHLER, 2015), realizou-se a
cocultura de fribroblastos humanos e PBMC, com auxilio do transwell, possibilitando a
sinalizacdo celular entre os dois tipos celulares.

Primeiramente, avaliou-se a expressdo génica de IL-4, IL-13 e TGF-f. apos o
tratamento da cocultura celular com 0,0313% de Radiesse® e Nano CaHA Lac. Os

resultados estdo apresentados na Figura 21A, 21B e 21C.

Figura 21. Avaliagdo da expressdo génica relativa de coldgeno pela a¢do do tratamento
com Radiesse® e Nano CaHA Lac em PBMC apds 48h de incubagdo, através da técnica
de qPCR. Diferengas significativas em relagdo aos grupos controle expressas: p<0.0001
FadE p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *. (A) IL-4; (B) IL-13; (C) TGF-p.
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Apesar da biocompatibilidade de CaHA, sabe-se que ap6s sua aplicagdo ha uma
resposta inflamatoria inicial por uma reagdo de corpo estranho e posterior estimulo de
producdo de colageno. Inicialmente, os monocitos sdo transformados em macrofagos e
migram para o local da aplicacdo através da absor¢@o de proteinas da superficie do corpo
estranho e adesdo dos macrofagos. Seguidamente, ha a acao das [L-4 e IL-13, produzidos
pelos linfocitos tipo TH2, para ativagdo e migracao dos fibroblastos e posterior producdo
de colageno visando o reparo tecidual (CORDUFF, 2023; KIM, 2019).

Estudos anteriores relatam que particulas de tamanho reduzido (< 10 um) sao
facialmente fagocitadas pelos macrofagos (KIM, 2019), ndo necessitando da acdo de IL-
4 e IL-13 para formagdo de células gigantes (CUNHA et al, 2020). Porém, ¢ possivel
observar o aumento da expressdo génica de IL-4 das PBMC tratadas com Nano CaHA

Lac em relacdo controle e ao grupo tratado com Radiesse® na mesma concentracao,
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mesmo com tamanho nanométrico (Figura 21A). Tal fato nos permite inferir que a Nano
CaHA Lac modula de maneira mais efetiva a resposta inflamatéria relacionada ao
estimulo de produ¢do de colageno quando comparada ao padrio ouro Radiesse®.
Entretanto, isso ndo ¢ observado em nenhum grupo experimental em relagdo a expressao
génica de IL-13 (Figura 21B).

Apesar da participacdo importante da IL-4 e IL-13 no estimulo da produgdo de
colageno e consequente melhora da flacidez cutanea, sua produgdo exagerada e
desregula¢do pode gerar o aparecimento de fibroses teciduais. Entretanto, evidéncias
demonstram que a hiper-regulacdo de IL-4 e IL-13 ¢ mediada pela a¢do de TGF-f, uma
potente citocina profibrotica. E possivel observar na Figura 21C que o Radiesse®
aumenta a expressao génica de TGF-f3 quando comparado ao controle. Em contrapartida,
a Nano CaHA Lac mantém a expressao génica semelhante ao controle. Tal dado nos
permite inferir que a Nano CaHA Lac apresenta menor possibilidade de produzir fibroses
teciduais quando comparado ao Radiesse®, sendo sugestiva de melhorar a producao de
coldgeno de maneira mais segura e eficaz.

Sabe-se que apos a aplicacdo de CaHA, inicialmente héd a formagdo de colageno
do tipo III ao redor das particulas. Com a degradagdo da CaHA, o colageno tipo III vem
sendo substituido pelo colageno do tipo I (CORDUFF, 2023; KIM, 2019). Estudos
clinicos e in vitro demonstram o aumento da produ¢ao de coladgeno tipo III e tipo I apds
o tratamento com Radiesse®, sendo considerado eficaz no tratamento da flacidez cutanea
(AMSELEM, 2015; GRAIVIER et al., 2018; KADOUCH, 2017; NOWAG et al., 2023;
RAKSHIT et al., 2020).

Entretanto, ¢ possivel observar nas Figuras 22A e 22B que o tratamento com
Radiesse® ndo aumentou a expressdo génica de coldgeno tipo I e tipo III quando
comparado ao controle. Entretanto, a Nano CaHA Lac aumentou em mais de 3,5 vezes a
expressao génica de coladgeno tipo I e em mais de 19 vezes a producgdo de colageno tipo
III quando comparada ao controle e ao Radiesse®. Tal dado nos permite inferir que,
mesmo com o tamanho reduzido, a Nano CaHA Lac apresenta potencial indutor de

producdo de coldgeno e consequente acao no tratamento da flacidez cutanea.

Figura 22. Avaliacdo da expressdo génica relativa de coldgeno pela a¢do do tratamento
com Radiesse® e Nano CaHA Lac em fibroblastos humanos ap6s 48h de incubagdo,
através da técnica de qPCR. Diferencas significativas em relagdo aos grupos controle
expressas: p<0.0001 ****; p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *. (A) COL1; (B) COL3.
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Afim de confirmar o potencial indutor de producdo de colageno pelos tratamentos

propostos, avaliou-se a produ¢do de colageno tipo I em fibroblastos humanos apds o

tratamento com 0,0313% de Nano CaHA Lac e Radiesse®. Utilizou-se o acido ascorbico

(50 pg/mL) como controle positivo devido a sua agdo indutora de producdo de colageno

reconhecida (MURAD et al., 1981; PINNELL, 1985).

Figura 23. Avaliacdo da produgdo de coldgeno tipo I em fibroblastos humanos apds 48
horas de tratamento com Radiesse® e Nano CaHA Lac. O 4cido ascorbico foi utilizado
como controle positivo enquanto os fibroblastos humanos ndo tratados foram
considerados como controle negativo. Diferencas significativas em relagdo aos grupos
controle expressas: p<0.0001 ****; p<0.001 ***; p<0.01 **; p<0.05 *.
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Na Figura 23 ¢ possivel observar que hd um aumento de aproximadamente 14%
na concentracdo de coldgeno tipo I produzido pelos grupos tratados com Radiesse® e
Nano CaHA Lac em relagdo ao controle. Além disso, ndo ha diferenca estatistica
significativa entre os dois grupos de tratamento e em relagdo ao controle positivo.

Nota-se que, ao comparar-se com os estudos de andlise de expressao realizados
anteriormente, apesar do Radiesse® ndo aumentar a expressao génica de colageno tipo I,
ele estimula a produg¢do da proteina quando em contato direto com os fibroblastos
humanos, assim como observado em estudos anteriores (NOWAG et al., 2023).

Estudos anteriores demonstraram que h4a uma supressdao da expressdo génica de
coldgeno tipo I por acdo de CaHA de tamanho nanométrico (RAKSHIT et al., 2020).
Além disso, dados apresentados previamente neste estudo demonstraram que nao houve
o aumento da expressdo génica de coldgeno tipo I por Nano CaHA Lac a 0,065% em
relacdo ao controle em culturas isoladas de fibroblastos humanos, ao contrario do
observado quando em co-cultura com PBMC.

Entretanto, conforme supracitado, ¢ possivel observar na Figura 22 o aumento da
producdo da proteina colagena tipo I no tratamento de cultura de fibroblastos humanos
isolados com Nano CaHA Lac a 0,0313%. Tal fato pode estar relacionado a possivel
proliferacdo celular observada nessa concentragao no item 6.6.1. Os dados obtidos entdo
confirmam mais uma vez o potencial indutor de produc¢do de colageno de Nano CaHA

Lac, possibilitando seu uso para tratamento de flacidez cutinea.
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6.7. Microagulhamento em pele de orelha de porco

Apos a realizagdo da técnica de microagulhamento em pele de orelha de porco,
utilizando microagulhas automatizadas previamente embebidas em corante, ¢ possivel
observar que quanto maior a profundidade pré-determinada para penetracdo das
microagulhas na pele, uma maior quantidade de pigmento que permanece retido nas
camadas da pele apos a sua lavagem (Figura 24). Tal fato abre precedentes para se inferir
que a lesdo causada no estrato corneo ¢ diretamente proporcional ao calibre da
microagulha utilizada.

Apesar de ser possivel verificar, macroscopicamente, que a profundidade dos
microcanais aumenta de acordo com o aumento da profundidade escolhida, andlises
histologicas de estudos prévios apontam que os microcanais gerados com agulhas de
menores comprimentos (0,25 a 1 mm) sdo mais condizentes com a profundidade proposta

quando comparadas a de agulhas mais longas (1,5 a 2,5 mm) (SASAKI, 2017).

Figura 24. Pele de orelha de porco apos realizagdo de microagulhamento automatizado
com dermapen, com ponteiras previamente embebidas em corante, em diferentes
profundidades. (A) 0,25 mm; (B) 0,5 mm; (C) 1,0 mm; (D) 1,5 mm; (E) 2,0 mm.

C) D) E)

6.8. Analise histologica da pele de orelha de porco danificada

Apoés avaliagdo macroscopica da lesdo causada pelo uso das microagulhas

automatizadas, analises histoldgicas foram realizadas para confirmagao.

Figura 25. Analise histologica da pele de orelha de porco coradas com hematoxilina e
eosina em aumento de 20x. (A) Pele integra. (B) 0,25 mm. (C) 0,5 mm (D) 1,0 mm (E)
1,5 mm (F) 2,0 mm.
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D)

(E) F)

E possivel observar que, quando comparadas a pele integra (Figura 25A), todas as
profundidas de microagulhas foram capazes de lesionar o estrato cérneo. Entretanto,
quanto maior a profundidade da microagulha utilizada, maior a lesdo gerada. A lesdo ¢
identificada através do desprendimento do estrato corneo do restante da epiderme. A
técnica de microagulhamento utilizada neste estudo apresenta resultados de lesdo de pele
de orelha de porco similares ao apresentado pela técnica de tape striping utilizando dez,
para micragulhas com menor profundidade, e vinte fitas, para microagulhas de maior

profundidade (BARBALHO et al., 2021).
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Ap6s aplicacdo da técnica de microagulhamento em seres humanos em ensaios
clinicos, observa-se perfuracdes na epiderme por meio de estudos histologicos realizados
ex vivo (SASAKI, 2017). Mesmo sendo observada lesdes no estrato corneo apos o
microagulhamento neste estudo, ndo foi possivel observar perfuragdes na regido. Essa
discordancia de resultados pode estar relacionada a diferencas nas técnicas de aplicagdo,
j& que no estudo anterior sdo realizadas vinte passagens com o dispositivo nas dire¢des
verticais, horizontais e diagonais enquanto no aqui apresentado sdo realizadas apenas dez
passagens em sentido vertical. Além disso, hd uma diferenca de tensdo observada na pele
em testes in vitro com pele de orelha de porco quando comparada a pele humana em

ensaios clinicos, podendo também interferir nos resultados encontrados.

6.9. Método Analitico

Afim de avaliar a permeagdo da CaHA nas camadas da pele de orelha de porco,
faz-se necessario quantificar o Ca presente nesse ativo. A FAAS ¢ uma das técnicas com
maior precisao para quantificacdo de Ca em fluidos biologicos (SENA; BOWERS, 1988).
Estudos mostram sua quantificagdo em cabelos (DOS SANTOS et al., 2018), ossos
(SCANCAR et al., 2000), sémen (SORENSEN et al., 1999) e soro humano (TIETZ et
al., 1994).

A validacdo do método analitico teve como objetivo comprovar que o método ¢é
adequado a finalidade a que se destina, mediante critérios estabelecidos pela legislagao

vigente, além de produzir resultados confidveis (ANVISA, 2017; ICH, 2022).

6.9.1. Linearidade e Efeito Matriz

A linearidade ¢ a capacidade de se obter respostas diretamente proporcionais a
concentragdo de um analito em uma amostra através de um método analitico, dentro de
um intervalo determinado. Para o estabelecimento da linearidade, deve-se utilizar pelo
menos cinco concentragdes do analito em, no minimo, triplicata amostral (ANVISA,
2017).

As concentragdes escolhidas foram 0,0; 0,4; 0,8; 1,0; 1,25; 1,5 e 2,0 pg/mL,
utilizando 4cido nitrico 2% como solvente. Tais concentra¢des foram selecionadas pois a
faixa 6tima de trabalho para a quantificacdo de Ca por FAAS ¢ entre 0,01 a 3,0 pg/mL
(AGILENT TECHNOLOGIES, 2017), apresentando uma relagdo linear em toda a faixa

estabelecida para o método.
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Conforme apresentado na Figura 26, a curva apresentou proporcionalidade entre
a absorbancia e a concentragdo dentro de uma faixa de concentrag¢des definida. O célculo
de regressdo linear da curva em solvente resultou na equagdo y = 0,1563x + 0,0074, na
qual y representa a absorbancia e x a concentragdo de calcio em pg/mL. O coeficiente de
determinagdo (R2) foi de 0,9908, estando assim o coeficiente de correlagdo linear acima

de 0,990, de acordo com as diretrizes padronizadas pela ANVISA (2017).

Figura 26. Curva analitica em acido nitrico 2% obtidas pela analise de concentragdes de
0,0 a 2,0 pg/mL, em triplicata; equagdo da reta: y = 0,1563x + 0,0074; R? = 0,9908.

Solvente
0,35

0'3 -..._....i

0,25
0,2

0,15 '

0,1 y =0,1563x + 0,0074

R*=0,9908

Asorbancia (nm)

0,05

0 0,5 1 15 2 2,5
-0,05

Concentragdo de Ca (pg/mL)

Sabe-se que ¢ possivel ocorrer interferéncias quimicas na chama de ar-acetileno,
assim como o aumento do sinal na quantificacdo de Ca por FAAS pela presenca em
excesso de sodio ou potdssio, suprimindo ou amplificando a ionizacdo do analito
(AGILENT TECHNOLOGIES, 2017). Afim de avaliar um possivel efeito matriz,

construiu-se entao duas curvas analiticas conforme descrito no item 5.9.3.1.

Figura 27. Correspondéncia entre as curvas em acido nitrico 2% (solvente) e a curva em
solvente acrescida de 0,5 mL de matriz bioldgica, realizadas em triplicata. Equagdo da
reta: y = 0,1563x + 0,0074. R? = 0,9908; Equacdo da reta: y = 0,3584x + 0,1461. R? =
0,9919 para Matriz Bioldgica.
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Efeito Matriz
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0,7 Matriz Bioldgica
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E possivel observar na Figura 27 um paralelismo entre as curvas de solvente e
adicionadas de 0,5 mL de matriz bioldgica, onde ndo hd nenhum ponto em comum entre
ambas as retas. Nota-se que quando em contato com a matriz bioldgica, a absorbancia de
Ca na mesma concentragdo que em solvente ¢ amplificada. Essa interferéncia pode estar
relacionada com a presenca de Ca na pele, assim como de outros minerais. Tal fato
configura a interferéncia da matriz bioldgica para quantificagdo do analito em questdo,
configurando o efeito matriz (ANVISA, 2017).

Afim de evitar a a¢do do efeito matriz na quantificagdo de Ca em ensaios
posteriores, avaliou-se a linearidade do método quando em contato com a matriz
bioldgica. Para tal, construiu-se curvas analiticas, em triplicata, nas concentragdes de 0,0;
0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,25 pg/mL da solucdo estoque em acido nitrico 2% adicionada
de 0,5 mL de matriz bioldgica.

Figura 28. Curva analitica em 4cido nitrico 2% acrescido de 0,5 mL de matriz biologica,

obtidas pela andalise de concentracdes de 0,0 a 1,25 pg/mL, em triplicata; equagdo da reta:
y =0,2365x + 0,0731; R? = 0,9958.
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Matriz Bioldgica

y =0,2365x + 0,0731
R?=0,9958
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Conforme apresentado na Figura 28, a curva também apresentou
proporcionalidade entre a absorbancia e a concentragdo dentro de uma faixa de
concentragdes definida. O célculo de regressao linear da curva em solvente resultou na
equacdo y = 0,2365x + 0,0731 na qual y representa a absorbancia e x a concentracao de
calcio em pg/mL. O coeficiente de determinacdo (R2) foi de 0,9958, estando assim o
coeficiente de correlacdo linear acima de 0,990, de acordo com as diretrizes padronizadas
pela ANVISA (2017).

Para confirmagdo da interferéncia da matriz biolodgica na sinaliza¢do e
quantificagdo de Ca pelo método proposto, o efeito matriz foi entdo calculado a partir da
analise do ponto baixo (0,2 pg/mL) e do ponto alto (1,25 pg/mL) acrescidos de 0,5 mL
de matriz bioldgica, em triplicata, obtidas a partir de seis lotes distintos de orelha de porco

(ICH, 2022). Os dados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 5. Valores de concentracdo real, precisdo e exatiddo da concentragao teorica do
ponto baixo e ponto alto da curva analitica em acido nitrico 2% acrescida de 0,5 mL de
matriz bioldgica para avalia¢do de efeito matriz.

Conc. Teorica Conc. (ng/mL) Precisao (CV%) Exatidao (%)
0,2 0,2466 + 0,0180 7,3 134,45
1,25 1,5675 + 0,0292 1,86 127,24

Observa-se que ha uma amplificacdo de 34,45% de Ca mensurado, com
coeficiente de variacao (CV) 7,30%, no ponto baixo e de 27,24% no ponto alto, com CV

1,86%, a partir da regressdo linear obtida nas amostras ausentes de acréscimo da matriz
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biologica. Tais dados confirmam o efeito matriz indicado pelo paralelismo das retas
identificado previamente, pois estd acima do limite de exatiddo de +15% e com CV
inferior a 15%, conforme determinado pelo ICH (2022).

A partir de tais dados, a validagao do método analitico prosseguiu utilizando-se as
concentragdes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,25 pg/mL da solugdo estoque em acido

nitrico 2% adicionada de 0,5 mL de matriz biologica.

6.9.2. Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade de um método analitico em identificar e quantificar
o analito de interesse, de forma inequivoca, na presen¢a de impurezas, diluentes e
componentes da matriz (ICH, 2022, ANVISA, 2017). O objetivo do método analitico
neste trabalho ¢ quantificar o Ca contido na Nano CaHA Lac na presenga da matriz
bioldgica, apds ensaios de permeacao cutinea.

A utilizagdo de lampada de 422,7 nm de comprimento de onda ¢ seletiva para
quantificagdo de Ca por FAAS. Porém, conforme descrito anteriormente, observa-se a
presenga de Ca na matriz bioldgica e presenga de efeito matriz. Afim de demonstrar a
seletividade do método, mesmo em contato com a matriz bioldgica, verificou-se a
auséncia de significancia na quantificagao no ponto baixo da curva analitica (0,2 pg/mL).

Os dados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 6. Valores de concentragdo real, precisdo e exatidao da concentragdo teérica do
ponto baixo da curva analitica em 4cido nitrico 2% acrescida de 0,5 mL de matriz
biologica.

Conc. Teorica Precisao (CV%) Exatidao (%)

Conc. (ng/mL)

0,2 0,1874 +0,0218 11,66 93,70

Observa-se que o coeficiente de variagdo (CV) para quantificagdo de Ca com
concentragdo teodrica de 0,2 pg/mL, exposto a seis matrizes bioldgicas individuais e
distintas, foi de 11,66%. Ja o grau de concordancia entre os resultados obtidos em relagdo
a concentracao teorica foi de 93,70%. Tais achados confirmam a seletividade do método
para quantificagdo de Ca quando em contato com a matruz bioldgica em questdo, uma

vez que sdo inferiores a + 20% (ICH, 2022).

6.9.3. Limite de detecgdo e de quantificagdo
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O limite de detec¢do (LD) de um método corresponde a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado.
J& o limite de quantificacdo (LQ) ¢ a menor quantidade de analito em uma amostra que

pode ser quantificado com precisdo e exatidao (ANVISA, 2017).

Tabela 7. Limites de detecc¢do e quantificacdo de Ca em 4cido nitrico 2% acrescido de
0,5 mL de matriz bioldgica.

Conc. Teorica Conc. (ng/mL)

LD 0,0078

LQ 0,0235

O LD e LQ foram calculados através da Equacao 2 e Equagdo 3, respectivamente,
citadas na metodologia e expressos na tabela acima. O LD foi igual 0,0078 pg/mL e o LQ
a 0,0235 pg/mL. A partir destes dados, confirma-se a alta sensibilidade do método
inferida a partir da faixa de trabalho ideal de 0,01 a 3,0 ug/mL para quantificagdo de Ca
por FAAS utilizando lampada de comprimento de onda 422,7 nm (AGILENT
TECHNOLOGIES, 2017), sendo capaz de quantificar Ca, mesmo em pequenas
quantidades, na matriz biologica proposta. Assim, este método viabiliza a quantificagao

de Nano CaHA Lac por meio da quantificagdo de Ca apds ensaios de permeagdo cutinea.

6.9.4. Precisdo e Exatidao

A precisdo de um método analitico ¢ baseada na proximidade entre os resultados
obtidos a partir de amostras distintas e preparadas de maneira independente, utilizando o
mesmo método. E expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediéria ou da
reprodutibilidade (ANVISA, 2017).

Neste trabalho foram determinadas a repetibilidade e precisdo intermediaria,
através de 5 concentragdes em triplicata. Utilizou-se como concentra¢des o ponto baixo,
até 3 vezes o ponto baixo, de 30 a 50% da curva analitica, até 75% do ponto alto e o ponto
alto. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 6, em fun¢do do coeficiente de
variagdo (CV%). De acordo com a legislagdo vigente, esses valores ndo podem
ultrapassar 20% no ponto baixo e 15% nos demais pontos (ICH, 2022). A precisdo para
quantificagdo de Ca na matriz biologica de 1,215% a 11,392%, classificando o método

COmo preciso.
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A exatidao ¢ obtida por meio do grau de concordancia entre os resultados
experimentais obtidos do método em estudo em relagdo a concentragdo tedrica tida como
verdadeira. Para ensaios bioanaliticos, ¢ permitido um intervalo de + 20% para o ponto
baixo e £ 15% para os demais pontos (ICH, 2022). O intervalo ndo ultrapassou 11% em

nenhuma das analises, classificando o método como exato.

Tabela 8. Valores de precisdo e de exatiddo intra e interensaio do método analitico para
o Ca em 4cido nitrico 2% acrescida de 0,5 mL de matriz biologica.

Dia Conc. Teorica (ng/mL) Conc. (ng/mL) Precisao (CV%) Exatidao (%)
0,2 0,1998 + 0,017 8,585 100,077
0,4 0,372 0,042 11,392 107,601
1 0,6 0,542 + 0,023 4,325 110,769
1,0 0,883 + 0,039 4,430 113,260
1,25 1,220 + 0,090 7,357 102,494
0,2 0,215+ 0,016 7,663 93,027
0.4 0,418 £ 0,012 2,874 95,744
2 0,6 0,666 £ 0,016 2,384 90,157
1,0 0,966 + 0,012 1,215 103,508
1,25 1,205 + 0,036 3,017 103,708

6.10. Avaliacdo in vitro de permeagao cutanea do Hidroxiapatia de Calcio

A via topica ¢ utilizada como via de administragdo de diversos ativos
dermatologicos de acdo local, porém sua permeacio depende de diversas caracteristicas,
como o tamanho de particula reduzido (OH et al., 2019). Além disso, o uso de algumas
técnicas como microagulhamento e iontoforese pode facilitar a permeagao cutanea desses
ativos (GRATIERI et al., 2008; MATOS et al., 2017; REIS et al., 2014; TAUM-
MAHMOOD et al, 2013).

Afim de avaliar a permeacao de Nano CaHA Lac nas camadas da pele, ensaios in
vitro de permeacgdo cutdnea da suspensdao de Nano CaHA Lac 1% (m.v.) em tampao
fosfato foram realizados em pele de orelha de porco por 12 horas de forma passiva,
posteriormente a realizacdo de microagulhamento e com a aplicagdo de iontoforese por 6
horas seguidas de permeacgdo passiva por mais 6 horas. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Figura 29.
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Figura 29. Estudo de permeagao passiva, apos microagulhamento e com iontoforese com
densidade de corrente 0,5 mA/cm? da suspensdo de Nano CaHA Lac 1% (m.v.) Analise
estatistica por ANOVA, (*) p<0,05.
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Ap0s os ensaios de permeacdo, afim de quantificar a Nano CaHA Lac permeada,
realizou-se a quantificagdo de Ca presente na Nano CaHA Lac por meio de método
previamente validado por FAAS. Sabe-se, baseado no peso molecular de CaHA (1004,6
g/mol) e de Ca (40,078 g/mol), que a suspensdo de Nano CaHA Lac 1% possui 3590,5
ug de Ca. Logo, a quantidade maxima de Ca permeada seria de 2400 pg/cm?. Esse valor
corresponde entdo a 36% da Nano CaHA Lac permeada.

Os dados apresentados na Figura 29 demonstram que houve permeacgao de 90,5 +
38,9 ug/cm? de Nano CaHA Lac de forma passiva, de 159,4 + 39,2 pug/cm? utilizando o
microagulhamento realizado previamente ao ensaio e de 92,9 + 254 pg/cm? com a
aplicagdo de iontoforese por 6 horas associada a 6 horas posteriores de permeacgdo
passiva. A quantidade méxima de Nano CaHA Lac a ser permeada apos o ensaio poderia
ser de 6666,7 ug/cm?. Logo, os valores mensurados correspondem a 1,36%, 2,39% e
1,39% da quantidade méxima de Nano CaHA Lac que poderia ser permeada a partir da
sua suspensao a 1% (m.v.).

O uso do microagulhamento visa criar microporos no estrato corneo e na epiderme
viavel, facilitando a permeagdo de moléculas de alto peso molecular, macromoléculas,

cosméticos, peptideos e vacinas de maneira minimamente invasiva e segura pela pele
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(REIS et al., 2014; SASAKI, 2017). O microagulhamento, isolado ou em conjunto com
outros promotores de permeacao, aumenta consideravelmente a permeagdo de moléculas
tanto em experimentos in vitro, in vivo e ex vivo (TUAN-MAHMOOD et al., 2013). Os
dados apresentados na Figura 29 demonstram que ha um aumento de 76,13% na
quantidade de Nano CaHA Lac permeada em pele de orelha de porco, previamente
microagulhada com microagulhas a 2,0 mm de profundidade, por 12 horas quando
comparada a permeada passivamente. A técnica de microagulhamento danifica o estrato
coérneo, conforme observado neste estudo e descrito em estudos anteriores (REIS et al.,
2014; SASAKI, 2017). Acredita-se que o tamanho de particula reduzido de Nano CaHA
Lac associado ao dano ao estrato corneo causado pelo microagulhamento influenciou no
aumento da permeagdo quando comparada a permeagao passiva.

A utilizag@o da iontoforese para aplicacdo topica de ativos faz com que o estrato
corneo deixe de ser a principal barreira de penetragdo de moléculas hidrofilicas,
carregadas ou ndo, que passam a utilizar vias de baixa resisténcia como alternativas. Essa
permeacdo pode ser explicada pela eletromigracdo e pela eletrosmose. A eletromigragao
¢ o movimento ordenado dos ions na presenca da corrente elétrica. Ja a eletrosmose gera
o aumento do transporte de cations e de compostos ndo carregados, induzido por um fluxo
de solvente na direcdo dnodo-catodo. O movimento de moléculas positivas ocorre afim
de neutralizar as cargas negativas da pele em condigdes fisiologicas normais, ¢ como
consequéncia carrega um volume de solvente contendo as moléculas neutras ndo
dissolvidas (ANDRADE et al., 2023; GRATIERI ez al., 2008; GUY et al.,2000; MATOS
etal.,2017).

Os dados apresentados na Figura 29 demonstram que ndo ha diferenca estatistica
significativa na quantidade de Nano CaHA Lac permeada com o uso da iontoforese por
6 horas em conjunto com a permeagdo passiva por mais 6 horas, em comparagdo a
permeagdo passiva por 12 horas. Acredita-se que a eletrosmose nao foi favorecida devido
ao tamanho de Nano CaHA Lac (566,16 + 39,79 nm), uma vez que sua contribui¢do para
o movimento de particulas apresenta maior influéncia em particulas grandes (ANDRADE
etal.,2023).

Sabe-se que particulas de tamanho micrométrico, alto peso molecular e
hidrofilicas apresentam dificuldade para permear o estrato corneo (SHAKER et al.,
2019b; VITORINO et al., 2015), ndo sendo assim possivel a aplicagcdo topica de
Radiesse®. Portanto, a Gnica via de adminstracdo de CaHA até entdo utilizada para fins

de bioestimulagdo de colageno ¢ a via injetavel. Entretanto, procedimentos injetaveis
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apresentam  possibilidade de gerar complicacdes e intercorréncias como
comprometimento vascular e formagao de ndédulos, ndo estando relacionadas a CaHA em
si, mas principalmente a erros de aplicagdo (KADOUCH, 2017; KASSIR et al., 2020;
SHI et al., 2016).

Os dados obtidos através dos ensaios de permeagao in vitro nos permitem inferir
que o uso da Nano CaHA Lac proporcionou a permeagdo de CaHA através do estrato
corneo devido ao seu tamanho de particula reduzido. Logo, a administracdo de CaHA
pela via topica se torna viavel com a utilizacdo da Nano CaHA Lac em suspensdo, se
mostrando como uma alternativa mais segura ao uso injetavel de CaHA para o tratamento

de sinais do envelhecimento.

6.11. Avaliagdo in vitro do potencial irritativo

O método de HET-CAM ¢ amplamente utilizado por se tratar de uma alternativa
aos in vivo de avaliacdo de irritabilidade cutanea. Este método consiste na aplicagdo direta
da amosta na membrana coério-alantoide de ovos fecundados para observagao de reacdes
vasculares adversas como hemorragia, hiperemia e coagulagdo apds tempos pré-
determinados (DELGADO et al, 2023; LUEPKE, 1985). Os resultados da caracterizagdo
do potencial irritativo das suspensdes de Nano CaHA Lac 1% em comparagdo aos

controles positivo e negativo estdo apresentados na Figura 30.

Figura 30. Sequéncia ilustrativa das imagens do ensaio de HET-CAM demonstrando o
efeito do controle negativo (NaCl 0,9%), controle positivo (NaOH 1 mol/L) e triplicata
experimental de Nano CaHA Lac 1% (m.v.) na membrana corio-alantoide nos tempos 0
seg, 30 seg, 2 min e 5 min.



Controle Controle
Amostral Amostra2 Amostra3 positivo negativo

As imagens foram capturadas antes da exposicao e apos 30 segundos, 2 minutos
e 5 minutos de exposi¢do da membrana cério-alantoide as amostras testadas. Observa-se
que o controle negativo nao apresentou nenhuma reagao vascular adversa durante todo o
experimento, sendo entdo caracterizado como ndo irritante por apresentar indice de
irritabilidade 0. J4 o controle positivo apresentou diversas alteragcdes vasculares na
membrana. E possivel observar o aumento da vascularizagio e calibre dos vasos com 30
segundos de experimento, além de alteragdo da coloragdo associada ao rompimento dos
vasos e extravasamento de sangue a partir de 2 minutos. Com isso, o controle positivo
gerou um indice de irritabilidade 17 e foi classificado como irritante severo.

E possivel observar que todas as amostras de Nano CaHA Lac 1% (m.v.)
apresentaram efeito semelhante ao desempenhado pelo controle negativo, ndo
apresentando nenhuma alteracdo vascular ao longo de todo o experimento. Assim, foi
entdo caracterizada como ndo irritante por apresentar indice de irritabilidade 0. Este

resultado esta em conformidade com o descrito anteriormente na literatura. Além de ser
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considerada biocompativel, Coelho e colaboradores (2019) avaliaram o potencial
irritativo por meio do ensaio de HET-CAM de uma suspensdo de nanoparticulas de
hidroxiapatita de célcio em meio o-MEM (3,1%), sendo considera ndo irritante

(COELHO et al., 2019).

7. RESUMO DOS RESULTADOS

Particulas de tamanho nanométrico ¢ micrométrico, com e sem lactose, foram
obtidas pelas técnicas de nanospray drying e spray drying, respectivamente. Por meio de
técnicas de andlise térmica constatou-se a interagcdo da Lactose com a Commercial CaHA
quando pulverizadas e secas em conjunto pela técnica de nanospray drying, gerando a
formulagao Nano CaHA Lac, e pela técnica de Spray Dryer, gerando a formulagdo Micro
CaHA. Ensaios preliminares in vitro em culturas de fibroblastos humanos revelaram que
as particulas nanométricas aumentam a divisdo celular e expressdo génica de genes
relacionados a inflamagao e producdo de colageno. A partir desses dados, optou-se pela
Nano CaHA Lac para prosseguimento dos estudos.

A partir de co-culturas de fibroblastos humanos e PBMC, observou-se um maior
aumento na expressdo génica de genes relacionados ao perfil inflamatério que
proporciona a produgdo de colageno, além do aumento da expressdo génica de colageno
tipo 1 e coldgeno tipo 3 pelas Nano CaHA Lac em comparacdo ao produto comercial
atualmente utilizado de maneira injetavel (Radiesse®) e o controle de células nao
tratadas. Observou-se também o aumento da producdo de colageno tipo 1 pelos
fibroblastos humanos tratados com Nano CaHA Lac em relagdo ao controle de células
ndo tratadas.

Visando promover o aumento da permeacdo cutdnea de Nano CaHA Lac,
realizou-se a aplicagdo de microagulhamento automatico na pele de orelha de porco e
através da analise macroscopica com o uso de microagulhas de 2,0 mm de profundidade,
condi¢do que proporcionou dano comprovado por avaliagdo histologica.

Afim de quantificar o Ca contido na CaHA em estudos de permeagdo in vitro
posteriores, um método analitico por FAAS foi validado e pode-se observar que, mesmo
com a presenca de calcio na matriz biologica, ¢ possivel recuperar e quantificar o Ca da
CaHA ap6s digestdo da pele. Avaliou-se entdo a permeacdo de Nano CaHA Lac de
maneira passiva, apos microagulhamento com 2,0 mm de profundidade e com uso da
iontoforese aplicado a pele intacta. Foi possivel constatar que a iontoforese nao

apresentou diferenca estatistica significativa para permeac¢ao de Nano CaHA Lac quando
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comparada a permeagdo passiva. Porém, a associagdo com microagulhamento aumentou
em 76,13% a permeagdo de Nano CaHA Lac quando comparada a forma passiva. Assim,
percebe-se que o tamanho de particula reduzida possibilita a permeagdo cutdnea de CaHA
tanto de maneira passiva como apos o uso do moicroagulhamento por meio da via topica.
Por fim, comprovou-se que a suspensao de Nano CaHA Lac ¢ ndo irritante para aplicagdo

topica.

8. CONCLUSAO

O presente trabalho desenvolveu com sucesso uma formulacdo cosmética que
possibilita a aplicagdo topica da Hidroxiapatita de Calcio, formulada como nanoparticulas
de lactose. A formulacdo denominada Nano CaHA Lac apresenta-se como uma
alternativa eficaz e segura para aplicacdo topica de CaHA tanto de maneira passiva,
quanto apds o microagulhamente, visando estimular a producdo de coldgeno e realizar o

tratamento de sinais do envelhecimento como a flacidez cutanea.
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